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RESÚMEN 

 

TITULO:IMPLEMENTACIÓN DE UNA METODOLOGÍA “TOP DOWN” PARA IDENTIFICAR 
PROTEÍNAS INTACTAS MEDIANTE ESPECTROMETRÍA DE MASAS MALDI-TOF Y 
DECAIMIENTO EN LA FUENTE (MALDI-ISD)

*
 

 

AUTOR:LUCIA CRISTINA NOVOA GUARACAO
**
 

 

PALABRAS CLAVE:MALDI-ISD, TOP DOWN, MALDI, Espectrometría de Masas, Proteínas 

Intactas, Fragmentación, Decaimiento en la Fuente. 

 

Con el fin de implementar la metodología TOP DOWN, para el análisis de proteínas intactas por 
medio de espectrometría de masas MALDI-ISD; se realizaron pruebas preliminares para establecer 
un protocolo óptimo de preparación de muestras. Utilizando albúmina sérica bobina (BSA) como 
patrón, se probaron dos matrices: ácido 2,5 dihidroxibenzóico (DHB) y ácido sinapínico (SA), las 
cuales se aplicaron con los métodos de preparación drieddropletydoublelayer. Se observó que la 
matriz más adecuada para este tipo de análisis fue DHB, por su mayor efectividad para producir 
fragmentación en la estructura primaria de las proteínas, y se aplicó siguiendo el método de 
preparación drieddroplet. También se observó que el método de preparación, así como la matriz, 
son de gran importancia en este tipo de análisis, pues tienen un marcado efecto sobre la aparición 
de las señales ISD y en la resolución de las mismas; factores de gran importancia para la 
identificación de la proteína en estudio. 

Por medio de un análisis espectral, para establecer los parámetros instrumentales más adecuados, 
se pudo establecer como fluencia óptima para este estudio un valor del 60% de la fluencia total del 
laser. Además se observó una relación directamente proporcional entre este parámetro y la 
cantidad de señales, la intensidad, la relación señal/ruido (S/R) y la resolución de las mismas. 

Finalmente, se establecieron los pasos, desde preparación de muestras hasta identificación, para 
analizar proteínas intactas por espectrometría de masas MALDI-ISD. 

  

                                                           
*
 Trabajo de grado 

**
 Facultad de Ciencias. Escuela de Química. Director: Enrique Mejía Ospino, PhD. 
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ABSTRACT 

 

TITLE:IMPLEMENTATION OF A "TOP DOWN" METHODOLOGY TO IDENTIFY INTACT 

ROTEINS BY MASS SPECTROMETRY MALDI-TOF AND IN SOURCE DECAY (MALDI-ISD)
*
 

 

AUTHOR:LUCIA CRISTINA NOVOA GUARACAO
* *

 

 

KEYWORDS:MALDI-ISD, TOP DOWN, MALDI, Mass Spectrometry, Intact Proteins, 
Fragmentation, In Source Decay. 

 

With the objective of implementing the top-down methodology for the analysis of intact proteins by 
MALDI–ISD, preliminary tests were conducted in order to establish a protocol for optimal sample 
preparation. Using bovine serum albumin (BSA) as a standard, two matrices,2,5-dihydroxybenzoic 
acid (DHB) and sinapinic acid (SA),were tested while applied with the double layer and dried droplet 
preparation methods. It was observed that the more suitable matrix for this type of analysis was 
DHB due to greater effectiveness in producing fragmentation in the primary structure of proteins. 
DHB was applied following the dried dropletpreparation method. It was also observed that both the 
preparation method and the matrix are of great importance in this type of analysis since they have a 
marked effect on the appearance of the expected signals in the ISD spectra and its resolution. This 
is of great importance because the proper identification of the protein depends on the quality of the 
data. 

Through spectral analysis, conducted in order to establish the most suitable instrumental 
parameters, it was established as optimal for this study yield a value of 60% of the total fluence of 
the laser. In addition a direct relationship was observed between this parameter and the number of 
signals, the intensity, the signal to noise ratio (S/N) and the resolution of same. 

Finally the steps for the analysis of intact proteins by mass spectrometry, from sample preparation 
to identification, were established. 

  

                                                           
*
Degreeproject 

* *
Facultad de Ciencias. Escuela de Química. Tutor: Enrique Mejía Ospino, PhD. 
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INTRODUCCIÓN 

La espectrometría de masas (EM) utilizada en conjunto con una amplia variedad 

de métodos de separación es la principal metodología para la proteómica. 

Actualmente son empleados dos enfoques fundamentales para la identificación y 

caracterización de proteínas por espectrometría de masas en dichos estudios. El 

enfoque clásico ''bottom up'' y el novedoso enfoque ''top-down''. 

 

En enfoques ''bottom up'' las proteínas purificadas, o mezclas complejas de 

proteínas, se someten a escisión proteolítica, y luego los productos peptídicos son 

analizados por EM. 

Los métodos más comunes de enfoque clásico,huella peptídica y etiquetado de 

secuencia, aunque han sido ampliamente utilizados, no son muy eficientes pues 

son costosos y consumen mucho tiempo en digestión, etapa de cromatografía 

líquida y etapa de desalinización. Otro inconveniente que presentan es que la 

información N- (o C-) terminal a menudo es incompleta y las modificaciones post-

traduccionales (PTMs, post translationalmodifications) difícilmente se pueden 

observar(1). 

 

Contrario al enfoque clásico, en el enfoque ''top-down'', las proteínas intactas, es 

decir, sin digestión previa, son directamente analizadas por EM, lo cual es 

ventajoso ya que evita, en buena parte, la manipulación de la muestra y su 

modificación por métodos químicos o bioquímicos. 

Esta metodología es exclusiva para el método de ionización MALDI, siendo el 

único queproducefragmentación en la fuente, debido a la excitación excesiva del 

analito. Este fenómeno es conocido como decaimiento en la fuente (ISD, In 

SourceDecay). 

En contraste con los métodos de secuenciación clásicos, MALDI-ISD puede ser 

utilizado para el análisis de proteínas con N-terminales modificados(1)(2). 



 
 

14 
 

Por otra parte, las crecientes mejoras en los instrumentos MALDI-TOF y en la 

preparación de la muestra, permiten la generación de espectros altamente 

resueltos alcanzandouna precisiónde hasta~10 ppm y fragmentos de hasta 8 kDa 

resueltos monoisotopicamente. Adicionalmente,desarrollos desoftware y 

herramientas bioinformáticas, como motores de búsqueda,dedicados al análisis 

''top-down''están facilitando y acelerando la interpretación de datos para la 

identificación de proteínas, en este tipo de metodologías(3). 

 

Es por esto que la implementación de la metodología TOP DOWN en laboratorios 

de investigaciones biomédicas o bioquímicas, sería de gran utilidad ya que 

agilizaría los análisis de proteínas, que típicamente consumen mucho tiempo y son 

costosos, además de permitir un análisis máspreciso de la secuencia de las 

proteínas y sus PTMs sin pérdidadel grupo modificado(4), superando así las 

limitaciones de los métodos clásicos anteriormente mencionados.  
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1 MARCO TEÓRICO 

1.1 MALDI-TOF 

MALDI se logra en dos pasos. En la primera etapa, elanalitoes co-cristalizado con 

un gran exceso molar de un compuesto matriz, por lo general un ácido orgánico 

débil pero con una fuerte absorción en la longitud de onda del láser. El resultado 

es un depósito de una "solución sólida" de cristales de matriz-analito dopados. Las 

moléculas de analito quedan embebidas en la matriz, de manera que están 

completamente aisladas una de otra(5). 

 

El segundo paso se produce en condiciones de vacío dentro de la fuente del 

espectrómetro de masas. Este paso implica la desorción láser de las porciones a 

granel de esta solución sólida por pulsos intensos de una corta duración. El 

mecanismo exacto del proceso de MALDI no se aclara completamente. 

Sinembargo, la irradiación con el láser induce un rápido calentamiento de los 

cristales por la acumulación de una gran cantidad de energía en la fase 

condensada a través de la excitación de las moléculas de la matriz. El rápido 

calentamiento provoca la sublimación localizada de los cristales de la matriz, la 

ablación de una porción de la superficie del cristal y la expansión de la matriz en la 

fase de gas, incorporando analito intacto en el penacho de la matriz en 

expansión(5). 
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Figura 1.Proceso de ionización MALDI
 

Fuente: Daltonics, Bruker. MALDI-TOF/TOF Mass Spectrometry; An introduction 

Las reacciones de ionización pueden ocurrir bajo condiciones de vacío en 

cualquier momento durante este proceso. Los  mecanismos de formación de iones 

más ampliamente aceptados implican la transferencia de protones en la fase 

sólida antes de la desorción o la transferencia de protones en el penacho de 

expansión de la matriz en fase gaseosa(7). Seguido de esto, los iones son 

expulsados de la fuente por una aplicación transitoria de los potenciales 

adecuados en los lentes de enfoque de la fuente. Estos iones son acelerados a 

continuación hacia el tubo de tiempo vuelo por una diferencia de potencial 

aplicado entre un electrodo y la rejilla de extracción. Como todos los iones 

adquieren la misma energía cinética, los iones que se caracterizan por una 

distribución de sus masas presentan una distribución de sus velocidades. Al salir 

de la región de aceleración, entran en una región libre de campo en la que se 

separan de acuerdo con sus velocidades,antes de alcanzar el detector colocado 

en el otro extremo del tubo de vuelo(8). 

Mediante la medición del tiempo que tardan los iones en llegar al detector, se 

determina la relación masa-carga (m/z) de cada ion.La relación del tiempo de 

vuelo de un ion con su masa está dada por la siguiente ecuación(8): 
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(𝑚/𝑧)
1

2 =   
 2𝑒𝑉𝑠

𝐿
 𝑡   Ecuación 1 

La distancia L y la aceleración potencial Vs son constantes para un espectrómetro 

dado. Los términos entre paréntesis se pueden sustituir con la constante A. La 

relación entre m1/2 y t es lineal. Se añade una constante B para producir una 

ecuación simple para una línea recta. Esta constante B permite la corrección del 

tiempo cero medido que puede no corresponder exactamente con el verdadero 

tiempo cero. En efecto, la calibración debe tener en cuenta otros efectos. El efecto 

más básico es la incertidumbre de la hora de inicio de un ion. Este efecto puede 

ser causado por retardos de tiempo finitos en los cables, etc. Por lo tanto, la 

ecuación 1 queda de la siguiente manera(8): 

(𝑚/𝑧)
1

2 =  𝐴𝑡 + 𝐵    Ecuación 2 

A continuación se ilustra un esquema de un espectrómetro de masas MALDI-TOF 

lineal. 

 

Figura 2.Imagen de un analizador TOF lineal
(8) 

Fuente: Mass spectrometry: principles and applications, p 127. 
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1.2 MALDI- ISD 

ISD es un proceso de fragmentación rápido que ocurre en la escala de tiempo de 

nanosegundos(9; 10),dentro de la fuente de iones, siguiendo rápidamente el 

disparodel láser(11).Esta formación tan rápida de iones ISD (o iones fragmento), es 

la característica que hace tan útil a esta técnica, pues los iones fragmento tienen 

la misma energía cinética que los iones de la proteína o del péptido original, en el 

punto de partida, antesde su separaciónen el analizador TOF. Como consecuencia 

de ello, los iones fragmento son enfocados y resueltos, y su separación 

dependiente del tiempo puede ser calibrada por la misma curva de calibración 

usada para los iones de la proteína o péptidos intactos(12). Esta técnica de 

fragmentación es exclusiva para el método de ionización MALDI. 

 

La fragmentación ocurre a mayores fluencias del láser que las utilizadas en los 

análisis MALDI clásicos.La fluencia se refiere a la energía aplicada por el pulso 

láser sobre la muestra (J/cm2)(13). Mayor fluencia del láser provee energía interna 

al analito que favorece la fragmentación del eje principal de la proteína(1). 

 

En ISD, las proteínas se rompen principalmente en el enlace N-Cα(1; 14; 12) del 

esqueleto del péptido, dandotípicamenteiones fragmento de tipocn-, yn- y (zn+2)-(1; 

14; 12), como se muestra en la figura 3. 

 

Figura 3.Nomenclatura de iones fragmento observados en ISD 

Fuente: Mass spectrometry: principles and applications, p 313. 
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Según el modelo de Takayama, la formación específica deeste tipo de ionesen los 

espectros ISD surge de la transferencia de hidrógeno radical(7) a partir de la matriz 

hacia el analito, induciendo así la fragmentación en la posición donde se produce 

la transferencia. Es por esto que la fragmentación ISD no muestra ninguna 

preferencia por enlaces lábiles y se produce de manera uniforme a lo largo de la 

secuencia de la proteína. Esto resulta ventajoso debido a la generación de 

espectros de iones fragmento relativamente simples incluso de grandes proteínas. 

Los radicales de hidrógeno en MALDI-ISD, son producidos a partir de los 

hidrógenos activos (-OH y NH2) de las matrices,tales como 2,5 DHB y 1,5 

diaminonaftaleno (1,5 DAN), entre otras,que son activados por la irradiación de los 

fotones del láser(4). 

 

Los espectros ISD proporcionan la relación m/z y abundancia de los fragmentos 

de la proteína ionizada originalmente, conocidos como iones fragmento. Es a partir 

de estos datos que se puede obtener la información estructural de la proteína, la 

cual permitirá la identificación de la misma, mediante un proceso de búsqueda en 

bases de datos, como se indica en la siguiente sección. 

1.3 IDENTIFICACIÓN 

Después de obtenidos y procesados los espectros ISD, se seleccionan los iones 

fragmento que se van a enviar al motor de búsqueda como precursores, para la 

identificación de la proteína. 

El procedimiento de búsqueda TDS(Top downsequencing) intenta identificar la 

proteína realizando una búsqueda MSMS basada en "Precursores virtuales" que 

se calculan sobre la suposición de que un pico en el espectro es un cierto tipo de 

fragmento de MSMS. Por ejemplo, un pico de masa de 1000 Da correspondería a 

una masa precursora de 1.000 + Masa del (-NH+ O) si el pico era un ion tipo c-, o 

a una masa precursora de 1000 - Masa del (NH) si era un ion tipo (z+1). 

De esta manera, la misma lista de picos MSMS se remite múltiples veces con 

diferentes precursores como parte de una búsqueda MSMS combinada (cuando 
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se usa escisión no específica), que cubre todos los tipos de iones esperados. 

Como la mayoría de los fragmentos MSMS en un espectro ISD tienen masas por 

debajo de 16.000 Da, la identificación de la proteína se puede hacer en un 

servidor de MASCOT(motor de búsqueda para proteínas) estándar. La asignación 

correcta de las modificaciones que concuerden con la masa precursora 

deconvolucionada se puede hacer en BioTools(software para análisis de 

proteínas), si está disponible, como una etapa posterior después de que la 

secuencia de la proteína ha sido descargada de MASCOT(15). 

1.3.1 Herramientas bioinformáticas 

Los motores de búsqueda para identificación de proteínas son recursos 

computacionales que utilizan diferentes algoritmos, dependiendo del tipo de 

búsqueda que se va a realizar. 

 

Estas herramientas proporcionan funciones para el cálculo de la masa molecular 

de la proteína intacta a partir de los iones fragmento enviados como precursores y 

hacenla alineación de la secuencia de los precursores con la secuencia de la 

proteína afín encontrada en las bases de datos consultadas(16).En la siguiente 

tabla se referencian algunas herramientas bioinformáticas para espectrometría de 

masas de proteínasdisponibles en la red. 
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Tabla 1. Programas de identificación de proteínas disponibles en la red 

NOMBRE URL 

ExPASy www.expasy.org 
EBI www.ebi.ac.uk 
NCBI www.ncbi.nih.gov 
GPMAW  www.gpmaw.com 
Mascot www.matrixscience.com 
X! Tandem / www.thegpm.org/TANDEM/ 
Phenyx www.phenyx-ms.com/ 
VEMS  yass.sdu.dk 
MSQuant msquant.sourceforge.net 
Protein- Prospector prospector.ucsf.edu/ 
ProteinCenter www.proxeon.com 
NetPhos Cbs.dtu.dk/services/NetPhos 

Fuente: MALDI MS. A Practical Guide to Instrumentation, Methods and Applications, p 102. 

El motor de búsqueda identifica las proteínas que tienen coincidencias con los 

valores de los iones enviados como precursores y las califica asignándoles un 

puntaje (score) en función al número de coincidencias encontradas. Este resultado 

se muestra en un histograma en el reporte de resultados de búsqueda de 

MASCOT. 

 

En este reporte también se encuentra un registro individual para cada proteína 

identificada, donde se listan las masas observadas y calculadas de cada ion que 

coincidió con la secuencia consultada, además de la secuencia y el puntaje 

asignadoa dicho ion. Este registro, además, tiene un enlace que conduce a la vista 

de la proteína donde se puede observar la secuencia completa resaltando en 

letras rojas la secuencia identificada por el motor de búsqueda. 
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2 SECCIÓN EXPERIMENTAL 

En esta sección se describe detalladamente cada paso ejecutado en este estudio, 

para implementar la metodología TOP DOWN(17; 18). 

 

Primero se realizaron unas pruebas preliminares sobre el patrón, para escogerel 

método de preparación de muestras y los parámetros del espectrómetro más 

adecuados. Después se ejecutó la metodología completa, optimizando los 

parámetros de cada paso, para la identificación de la proteína patrón (BSA, 

albúmina sérica bovina) y finalmente se siguiótodo el procedimiento para la 

identificación de una proteína intacta y pura, conocida (Citocromo C, CC), bajo las 

condiciones establecidas con el patrón. De esta manera se comprobó la validez 

del método. 

 

Figura 4.Esquema general de la metodología TOP DOWN 

Fuente: Autor del proyecto 

 

preparación de 
muestras

toma de espectros y 
procesamiento de 
datos

identificación 
mediante busqueda 
en MASCOT
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2.1 PRUEBAS PRELIMINARES 

2.1.1 Selección del método de preparación de muestras 

Cantidad mínima de muestrade 10 a 100pmol /µLdiluida en TFA al 0,1% en agua. 

Procedimiento para proteínas puras individuales e intactas. 

2.1.1.1 Materiales 

Matrices SA  (ácido sinapínico)  

2,5-DHB (ácido 2,5 dihidroxibenzóico) 

Solventes TFA  (ácido trifluoroacético) 

TA30   30:70 (v/v) Acetonitrilo: TFA 0.1% en agua 

EtOH  etanol 

Todos los materiales utilizados en este trabajo son de grado HPLC y se utilizó 

agua desionizada tipo I. 

2.1.1.2 Sistemas de matrices 

Sistema I Matriz 1. SA saturado en EtOH 

  Matriz 2. SA saturado en TA30 

Sistema II DHB saturado en TA30 

2.1.1.3 Método de preparación de la muestra 

Se probaron dos de los métodos más comunes de preparación de muestras para 

MALDI-MS:DriedDroplet (DD) yDoubleLayer (DL). 

 

DriedDroplet: se hace una premezcla de matriz- muestra. La relación de mezcla 

(v/v) puede variarse. Se aplica 1- 2µL sobre el target y se deja secar. 

 

DoubleLayer:Se aplica una capa delgada de Matriz 1 y se deja secar. Sobre esta 

capa se aplica 0,5µL de una premezcla de Matriz 2con muestra en volúmenes 

iguales y se deja secar. 
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Con estos dos métodos y los diferentes sistemas de matrices se implementaron 

los siguientes protocolos para preparación de muestras: 

 

Protocolo 1  DL SA 

Protocolo 2  DD 2,5 DHB relación 1:1 

Protocolo 3  DD 2,5 DHBrelación 2:1 

Protocolo 4  DD SArelación 1:1 

Protocolo 5  DD SArelación 2:1 

Los protocolos 1 y 2 son protocolos establecidos por Bruker(19) y los protocolos 3, 

4 y 5 son modificaciones del protocolo 2. 

Las pruebas para escoger el protocolo más adecuado consistieron en tomar un 

espectro ISD del patrón preparado según cada uno de los protocolos anteriores, 

optimizando los parámetros instrumentales (como se describe en la siguiente 

sección), para comprobar la fragmentación, y se realizó la búsqueda por MASCOT 

para confirmar que el patrón de fragmentación era el esperado. 

2.1.2 Selección de parámetros de adquisición 

Los parámetros de adquisición a optimizar son: porcentaje de fluencia del láser y 

número de acumulaciones por disparo. 

Con el patrón preparado según el protocolo escogido en la sección de preparación 

de muestras, se inició la adquisición de espectros acumulando de 100 a 500 

disparos cada vez y se fue aumentando la fluencia del láser hasta que aparecieron 

los picos en el rango de masas de péptidos. Para obtener suficiente relación S/R, 

se acumularon varios cientos de miles de disparos. Con la fluencia óptima ya 

establecida, se ajustó el número de acumulaciones por disparo a 5000. 

También se compararon espectros tomados a diferentes valores defluencia para 

analizar el efecto de este parámetro sobre la abundancia, resolución y relación 

S/R, con el fin de confirmar que el porcentaje de fluencia escogido con estas 

pruebas era el adecuado. 
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2.2 PREPARACIÓN DE MUESTRAS 

Con el método de preparación de muestras escogido se preparó el patrón y la 

muestra. 

2.3 TOMA DE ESPECTROS Y PROCESAMIENTO DE DATOS 

2.3.1 Equipo 

Tabla 2.Especificaciones del equipo 

ESPECTRÓMETRO DE MASAS (MALDI / TOF/TOF) 

Modelo Ultraflextreme de BrukerDaltonics 

Software Flexcontrol 

Fuente de iones  MALDI 

Analizador  Time of Flight – TOF 

Láser  UV con longitud de onda de 355nm 

Rango de masas  Hasta 500.000 Da 

Resolución  Hasta 40.000 

Precisión  1 parte por millón (ppm) 

Modos de operación  · Modo lineal (positivo/negativo) 
· Modo reflectron (positivo/negativo) 
· LIFT (positivo/negativo) 
· reISD 

Fuente: Autor del proyecto 
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2.3.2 Adquisición 

Métodode adquisición para flexControl 1.3. “RP_ISD_1-8_kDa.par”. 

 

A continuación se muestran los parámetros del espectrómetro y del detector 

preestablecidos en el método seleccionado para la adquisición. 

 

Figura 5. Parámetros de adquisición del espectrómetro 

Fuente: flexAnalysis 

 

Figura 6. Parámetros de adquisición del detector 

Fuente: flexAnalysis 
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Nota: en la pestaña Spectrometer, la opción Lowmassdeflection debe estar 

establecida a 800Da, ganancia a 20x o másy rango de masas por encima de 

6000Da. 

 

Figura 7. Parámetros del espectrómetro 

Fuente: flexControl 

Antes de iniciar la adquisición, lo primero que se hace es la calibración. Para esto 

se tomó un espectro ISD del patrón con los parámetros de adquisición ya 

establecidos y se utilizó la lista control de pesos"ISD_BSA_mono.mcl", de 

flexSeries 1.3, que contiene masas de fragmentos ISD para calibración. 

 

El patrón para la calibración debe preparase de la misma manera que se 

prepararon las muestras, de lo contrario, la calibración no sirve. 

2.3.3 Procesamiento en flexAnalysis 

flexAnalysis 3.3 es un software de post-procesamiento para espectros adquiridos 

con espectrómetros de masas de tiempo de vuelo de la serie flex de Bruker. Este 

software proporciona herramientas de fácil manejo de algoritmos altamente 

sofisticados para arreglo de línea base, suavizado, detección 
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automatizada,auténtica e interactiva de picos (SNAP, Centroid y Sum peakfinder), 

recalibración de espectros (linear, quadratic, quadraticenhanced, High 

PrecisionCalibration, statistical and iCalsupport), entre muchas otras mas, que 

facilitan el análisis de los espectros y su visualización. 

 

Los espectros adquiridos se abrieron en flexAnalysis 3.3 de Bruker y se 

procesaron con los métodos automáticos preestablecidos en el software: 

“PMF.FAMSMethod” y "calibrate_BSA_reISD.FAMethod". El primer método anota 

un rango de masas de 800-4000 Da utilizando el algoritmo de recolección de picos 

"SNAP" (SophisticatedNumericalAnnotationProcedure). Este algoritmo busca 

patrones conocidos en el espectro y realiza su propia corrección de línea base y la 

determinación del ruido. Es el más conveniente para análisis proteómicos, pues 

sirve para la identificación de patrones isotópicos y el cálculo exacto de las masas 

monoisotópicas, que son la base de las búsquedas en bases de datos para 

elucidar la estructura y la secuencia de un péptido o proteína particular. 

 

Elsegundo método es para la calibración interna del espectro ISD de BSA, arreglo 

de línea base, suavizado eidentificación de la lista de picos. Este procesamiento 

también se puede hacer manualmente estableciendo los parámetros de 

procesamiento según la preferencia. En este análisis no fue necesario hacer 

ninguna modificación. Los parámetros de procesamiento de espectros son: 

algoritmo de detección de picos, umbral de relación S/R, máximo número de picos, 

etc. Estos se encuentran en la pestaña Method, opción Editprocessingparameters, 

como se muestra en la figura 8. 
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Figura 8. Ventana para la selección de parámetros de procesamiento de espectros o 
métodos automáticos en flexAnalisys 

Fuente: flexAnalysis 

2.3.4 Procesamiento en BioTools 

BioTools es un software de análisis de proteínas donde se establece el tipo de 

búsqueda que se quiere realizar con espectros tipo MS y MS/MS y listas de 

picos,adquiridos con instrumentos MALDI y ESI MS de BrukerDaltonics, los cuales 

fueronpreviamente procesados con flexAnalysis o DataAnalysis. 

Lo primero que se hace al abrir un espectro ISD en BioTools es registrarlo como 

un espectro tipo ISD, esto se hace en la pestaña Analysis opción 

Permanentlyassign as ISD-type(figura 9). 

 

Figura 9. Registro de un espectro tipo ISD en BioTools 

Fuente: BioTools 
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Después de registrar el espectro como ISD, se selecciona la opción ISD-TOF 

extended entre las opcionesdeIon list dentro de AnnotationOptions, de la pestaña 

Analysis. Esto se hace para seleccionar lista de tipos de iones en función de la 

técnica del instrumento y la fragmentación (baja energía /alta energía, CID, LID, 

ISD, etc) consideradas para los cálculos de iones fragmento. 

 

Figura 10.Selección de iones 

Fuente: BioTools 

Después de esto, se hace zoom sobre una región más pequeña del espectro, de 

alto peso molecular (en lo posible, menos compleja), que incluya una serie de 

picos distribuidos uniformemente y con etiqueta, como se ilustra en la figura 11. En 

seguida se selecciona el botón TDS MascotSearchde la pestaña MSMS Analysis. 

A continuación aparecerá una ventana emergente donde se muestra la lista de 

picos seleccionados en la región ampliada, junto con sus masas,el tipo de ion 

fragmento (no para todos los picos) y sus intensidades correspondientes (figura 

12). Esta lista de picos, son los picos seleccionados como iones precursores. 
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Figura 11.Selección de la región espectral para búsqueda en MASCOT 

Fuente BioTools 
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Figura 12. Lista de picos seleccionados para enviar a MASCOT como iones precursores 

Fuente BioTools 

En esta ventanase pueden seleccionar o deseleccionar los iones y cambiar o 

remover por completo el tipo de iones manualmente. Cuando ya se tiene la lista 

como se quiere, se hace click sobre el botón Next para enviarla a MASCOT. 

2.4 IDENTIFICACIÓN 

Después de enviar la lista de iones precursores, se seleccionan los parámetros de 

búsqueda en la siguiente ventana, que aparece automáticamente (figura 13). 

 

Enzyme: None, Instrument: MALDI-ISD. Estos dos parámetros son invariables 

para este tipo de análisis, los demás se pueden variar. 
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Figura 13. Ventana de selección de parámetros para una búsqueda tipo TDS en MASCOT 

Fuente: MASCOT 
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En la ventana anterior se seleccionóla opción de mamíferos en la taxonomía, en el 

campo de modificaciones globales y variables no se seleccionó ninguna ya que es 

un análisis de proteínas intactas, la opción de Partials se refiere a la posibilidad de 

tener fragmentos parciales, en el caso de que se tratara de una proteína 

escindida, pero aun para el caso de proteínas intactas se recomienda dejar el 

valor de 1. Sólo en el caso de estar 100% seguros de que la digestión fue perfecta 

y que no hay fragmentos parciales, se seleccionaría el valor cero. Valores 

mayores a 2 no son recomendables en ningún caso, a menos que haya una muy 

buena razón para esto. El campo de Protein MW únicamente se usa para 

búsquedas de análisis de huella peptídica (PMF, peptidemassfingerprint),este 

parámetro no es un muy útil, por lo que es recomendable dejarlo en blanco 

aunque el valor sea conocido,ya que hace la búsqueda más lenta. Finalmente, en 

lasopciones para tipo de masase selecciona monoisotopic. 

 

En cuanto a las bases de datos, hay algunas recomendaciones dependiendo del 

tipo de búsqueda(20): 

 

SwissProt   para PMF y MS/MS 

NCBInr o UniRef 100 para MS/MS 

ESTs    para MS/MS,si las anteriores no funcionan. 

 

Con los parámetros ya establecidos, se inició la búsqueda en MASCOT, haciendo 

click en el botón Start. Dependiendo de la cantidad de datos enviados y de la 

calidad de la conexión a la red, será necesario esperar desde unos 20 segundos 

hasta algunos minutos para obtener los resultados de la búsqueda. 
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3 RESULTADOS Y ANÁLISIS 

3.1 PRUEBAS PRELIMINARES 

3.1.1.1 Selección del método de preparación de muestras 

 

Análisis espectrométrico 

En la figura 14 se muestran los espectros del patrón preparado como se indica en 

cada uno de los protocolos mencionados en la sección 2.1.1.3 y se analiza el 

efecto de la matriz y del método de preparación de la muestra, sobre la aparición 

de señales y su abundancia, que implicaría la fragmentación de la proteína. 
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Figura 14. Espectros ISD de BSA preparado con los diferentes protocolos. De arriba hacia 
abajo: a) P1, b) P2, c) P3, d) P4 y e) P5 

1499,40

3475,282946,96 4135,51 5793,05 6715,17

ISD-spot C15-60%laser 0:C15 MS

0

1

2

3

4

5

4x10

In
te

n
s
. 
[a

.u
.]

1584,087

2010,789 3137,049

4237,922
5038,895

ISD-spot D17-60%laser 0:D17 MS

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

4x10

In
te

n
s
. 
[a

.u
.]

1586,208

2194,192

2483,961 3141,041

ISD-spot E18-60%laser 0:E18 MS

0

2000

4000

6000

8000

In
te

n
s
. 
[a

.u
.]

1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
m/z

1586,208

2194,192

2483,961 3141,041

ISD-spot E18-60%laser 0:E18 MS

0

2000

4000

6000

8000

In
te

n
s
. 
[a

.u
.]

3884,50

1467,78

2148,05 3137,50
3627,65

5015,82 5781,39

6720,65

6308,94

ISD-spot D16-60%laser 0:D16 MS

0

2000

4000

6000

8000

In
te

n
s
. 
[a

.u
.]

1481,63

3884,78

1661,81

2021,84 3475,17
2989,78 5020,354147,75

5791,77
6745,45

7211,84

ISD-spot D15-60%laser 0:D15 MS, BaselineSubtracted

0

1

2

3

4x10

In
te

n
s
. 
[a

.u
.]

1000 2000 3000 4000 5000 6000 7000
m/z

a) 

b) 

c) 

d) 

e) 



 
 

37 
 

Después de procesar los espectros según lo descrito en la sección 2.3.3, se 

confirmó lo observado a simple vista: 

 

 El Protocolo 1 no es adecuado para generar fragmentación de la proteína, 

aunque se aumentó considerablemente la fluencia del láser para garantizar 

una transferencia de energía suficiente para la fragmentación, por lo que no fue 

posible identificar la proteína mediante la búsqueda en MASCOT, después de 

realizar todo el procedimiento para el análisis TOP DOWN. 

 

 El espectro del Protocolo 2 muestra buena fragmentación, lo cual se confirmó 

al lograr la identificación de la proteína en MASCOT. 

 

 Losespectros de la muestra según losProtocolos2 y 3muestran un patrón de 

fragmentación similar, así como los espectros de los Protocolos 4 y 5, sin 

embargo los dos últimos no dieron identificación positiva después de la 

búsqueda en MASCOT, lo cual indica que la fragmentación no es comparable 

a la almacenada en las bases de datos consultadas. Esto también indica que la 

matriz no es eficiente en el proceso de fragmentación, aún después de 

suministrarle una cantidad de energía por encima de los valores típicos para 

esta clase de análisis, casi hasta el 100% de fluencia del láser. 

 

 Como el P2 y P3 dieron resultados similares, se decidió establecer el P2 como 

método de preparación de muestras ya que no hay mayor diferencia entre usar 

una relación de mezcla mayor a la relación 1:1. 

 

Los protocolos que resultaron favorables para este estudio fueron los preparados 

con la matriz 2,5 DHB, lo cual es congruente con lo registrado en la literatura(22; 21; 

7), que indica que esta es una matriz particularmente apropiada para análisis de 

proteínas intactas por dos razones(21): 1) su “suavidad”, que evita fuertes pérdidas 

de pequeños neutros y la aparición de colas en los picos; y 2) porque los cristales 
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incorporan a las proteínas, pero no incluyen a la mayoría de los contaminantes 

comunes. 

 

Las matrices han sido clasificadas por su capacidad para donar protones, 

calificándolas en una escala de “duras a suaves”, o de “fríasa calientes” que indica 

su efectividad para la fragmentación, de la siguiente manera:1,5-DAN*>5-ASA†> 

2,5-DHB > SA = CHCA‡, siendo 1,5-DAN el extremo “duro” o “frío”, es decir, con 

mayor capacidad para donar protones(22; 21; 7), y por lo tanto mayor efectividad para 

la fragmentación. Esto explica el resultado desfavorable obtenido con la matriz de 

SA y el resultado favorable con la matriz de 2,5-DHB. 

 

Análisis cualitativo 

A continuación se presentan las imágenes de la visualización de los spots dentro 

de la cámara de ionización. En estas imágenes se puede observar la forma 

decristalización, que varía dependiendo de la matriz utilizada e incluso del método 

de preparación. 

                                                           
*
1,5- Diaminonaftaleno 

†
Ácido 5- Aminosalicílico 

‡
 Ácido α-Ciano-4-hidroxicinámico 
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Figura 15. Imágenes de la visualización de los spots preparados con los diferentes 
protocolos 

 

En estas imágenes se puede observar cómo varía la distribución de los cristales 

sobre la superficie del spot, el grosor y la forma: 

 

En las imágenes del P1 se observanmini- cristales con una distribución muy 

homogénea, además de ser una capa delgada y pareja en toda su extensión. Esta 

forma de cristalización es ideal, ya que por su homogeneidad en el grosor, los 

iones de una misma relación m/z viajarán en un paquete mucho más compacto 

alcanzando así el detector en un intervalo de tiempo más corto, lo que se traduce 

en una mejor resolución del espectro. Sin embargo este protocolo fue descartado 

con el análisis espectrométrico debido a que no se produjo fragmentación. 
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En los spots de los protocolos 2 y3 se observa la formación de cristales alargados 

y distribuidos hacia los bordes del spot, quedando prácticamente vacío en el 

centro. Este tipo de cristalización dificulta un poco la adquisición (aunque no 

mucho) de los espectros debido a que se hace necesario apuntar de forma muy 

precisa sobre los cristales, de manera que se tiene que hacer manualmente.La 

cristalización observada en los spots de P2 y P3 no muestra diferencias 

significativas. Este mismo resultado se observó en los espectros 12.b) y 

12.c)correspondientes a estos spots. Aunque la forma de los cristales de DHB no 

es la más homogénea, no afecta significativamente la resolución de las señales ya 

que la adquisición se hace sobre un mismo punto. 

 

Finalmente en los spots de P4y P5 se observa una distribución de los cristales 

poco homogénea y una superficie rugosa. Esto afecta la resolución de las señales 

y el ancho de las bandas. En el spot del P5se observa una mayor saturación con 

respecto al P4. Este resultado es coherente con lo observado en los espectros 

correspondientes a estos spots. 

3.1.1.2 Selección de parámetros de adquisición 

A continuación se analiza el efecto de la fluencia del lásersobre las señales del 

espectro. Para esto sepresentan los espectros del patrón preparado según el P2 

tomados a diferentes fluencias del láser. 
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Figura 16.Espectros ISD de BSA variando la fluencia del láser. a) 40%, b) 50%, c) 60% y d) 
70% 

 

En la Figura 16 se puede observar cómo a medida que se aumenta la fluencia del 

láser, aparecen más señales y aumenta la intensidad. La intensificación de los 

picos es buena, sin embargo, el hecho de que aparezcan más señales, no es 

necesariamente favorable.  
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En el espectro 16.d)se alcanza a observar la aparición de un patrón de señales en 

forma de campana, en la región de masas entre 3000- 4000 Da. Por la forma y el 

rango de masas en que aparecen estas señales, se puede pensar que son 

generadas por un polímero. La aparición de esta especie en la muestra, se puede 

atribuir al material de los implementos utilizados para la preparación de la muestra 

o incluso del recipiente de almacenamiento de las mismas. 

 

Con la ayuda de las herramientas del software para anotar picos (annotate), es 

posible conocer la identidad de la especie que genera dichas señales, como se 

muestra a continuación. 
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Figura 17.Ampliación de los espectros ISD de BSA en el rango de masas entre 3300- 4000 
Da, tomados a diferentes fluencias, mostrando la identificación de (PEG) en la muestra. 
a)BSA preparado según P2 a 50%,b) BSA preparado según P2 a 60%,c) BSA preparado 

según P2 a 70% yd)BSA preparado según P1 a 80% 
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En el espectro 17.d) se observa con claridad la identificación de la especie que 

generó las señales indeseadas, mencionadas enteriormente. La especie 

identificada fue el polímero polietilenglicol, señalada en los espectros como PEG. 

Este espectro, proveniente del patrón preparado según el P1, fue el que no mostró 

fragmentación de la proteína, pero se observó la aparición de unas señales entre 

3000- 4000 Da. 

En los espectros 17.a), 17.b) y17.c), provenientes de un mismo spot pero con 

diferente fluencia, se observa cómo cambia la aparición de las señales del PEG, 

dependiendo de la fluencia utilizada.A menores fluencias del láser, es menos 

observable el patrón del PEG. 

En el espectro 17.a)ya no se observan las señales del PEG, por lo que no es 

posible identificarlas con la ayuda del software.  

Esto confirma que es posible descartar el valor fluencia de 70% debido a que no 

ayuda a mejorar las señales de interés y sí aumenta las señales del PEG. 

 

A continuación muestra la ampliación de los espectros ISD de BSA en el rango de 

masas entre 3860- 3930 Da, variando la fluencia del láser, para analizar el efecto 

de la fluencia sobre la resolución de las señales. 
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Figura 18. Ampliación de los espectros ISD de BSA en el rango de masas entre 3860-3930 
Da, variando la fluencia del láser. a) 40%, b) 50%, c) 60% y d) 70% 

 

En la Figura 18 se observa que la señal con mejor resolución y una línea base 

aceptable, con suficiente relación S/R es la del espectro 15.c). 
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De acuerdo con lo anterior, se establece que la mejor fluencia está entre 50 y 60% 

ya que a menores fluencias no se observa con claridad el patrón de fragmentación 

de la proteína y a mayores fluencias se observa la aparición de fragmentos no 

pertenecientes a la muestra en estudio.  

Para los propósitos de este estudio se decidió trabajar con la fluencia del láser al 

60%. 

3.2 PREPARACIÓN DE MUESTRAS 

A continuación se muestran las imágenes de los spots correspondientes al patrón 

y a la muestra. 

 

Figura 19. Spots del patrón y del CC preparados según el Protocolo 2 

 

3.3 TOMA DE ESPECTROS Y PROCESAMIENTO DE DATOS 

A continuación se presentan los espectros de las dos muestras analizadas en este 

estudio, bajo las condiciones de adquisición y procesamiento establecidas en las 

secciones anteriores. 

BSA CCCC 
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Figura 20. Espectro ISD de BSA tomado con los parámetros establecidos (fluencia a 60%) y 
procesado siguiendo los pasos descritos en la sección 2.3.3 
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Figura 21. Espectro ISD de CC tomado con los parámetros establecidos (fluencia a 60%) y 
procesado siguiendo los pasos descritos en la sección 2.3.3 

 

3.4 IDENTIFICACIÓN 

Después de procesar los Espectros 20y21 en BioTools de acuerdo a lo descrito en 

la Sección 2.3.4, se envió la lista de iones precursores al motor de búsqueda para 

la identificación.de las proteínas analizadas. A continuación, los resultados de la 

búsqueda en MASCOT. 
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Figura 22.Reporte de resultados de búsqueda de MASCOT para el patrón (BSA) 

Fuente: MASCOT, registro de resultados 
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En el reporte de la Figura 20se observa la identificación de la proteína BSA con un 

puntajemuy bueno, de 143, y además como única coincidencia.  

 

Resultados de la búsqueda para el Citocromo C 
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Figura 23. Reporte de resultados de búsqueda deMASCOT para CC 

Fuente: MASCOT, registro de resultados 

En este reporte se observa la identificación de más de una proteína que coincidió 

con algunos de los precursores enviados, sin embargo el puntaje asignado no es 

confiable. Esto se puede observar en el histograma. La región sombreada en 

verde, es una región donde los puntajes aún no se pueden asumir como 

probabilidades confiables. El único resultado confiable en este caso fue para el 

Citocromo C, con un puntaje de 67. Aunque no es un puntaje muy alto, es mayor 

que 56, por lo que se puede establecer la identidad, y además es el único 

resultado que se encuentra fuera la de región de incertidumbre. 
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4 CONCLUSIONES 

Lametodología TOP DOWN, definitivamente permite la identificación y 

caracterización de proteínas puras, sin necesidad de digestión previa al análisis 

por EM. Además es mucho más eficiente por su bajo costo y rapidez ya que 

simplifica la preparación de la muestra. 

 

La calidad de los espectros está relacionada directamente con el método de 

preparación de la muestra. El método de preparación drieddropletcon la matriz de 

2,5 DHB mostró un resultado favorable para la técnica ISD en este trabajo. 

 

El valor de la fluencia del láser, optimizado en este trabajo, permite la obtención de 

espectros de muy buena calidad, lo cual influye en el éxito y la confiabilidad de los 

resultados obtenidos mediante el motor de búsqueda. 

 

Los avances en el desarrollo de herramientas bioinformáticas, como softwares de 

interpretación y procesamiento de datos, motores de búsqueda, entre otros; se 

hacen cada vez más importantes y necesarios para la agilización y simplificación 

de procesos de búsqueda y comparación de datos. 
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5 RECOMENDACIONES 

Para próximos análisis de proteínas  por espectrometría de masas basados en la 

técnica MALDI ISD, se recomienda: 

 

Analizar otros parámetros instrumentales que pueden influir en la resolución de las 

señales, tales como el tiempo de retardo (delay time) y el campo de extracción 

(extractionfield). 

 

Analizar cómo influye la capacidad de fragmentación de las matrices en los 

puntajes de los resultados de identificación, realizando pruebas con otras 

matrices, más frías, tales como 1,5-DAN o 5-ASA. 

 

Crear métodos de adquisición y de procesamiento aprovechando que se pueden 

modificar y guardar de manera que la adquisición se ejecute automáticamente. 
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