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RESUMEN 

 

El análisis proteómico actualmente se encuentra en auge, debido a su gran impacto en 

campos como el medioambiente, la medicina, el sector alimentario, la biología o las ciencias 

poliméricas. 

El objetivo de la proteómica es el poder identificar y cuantificar en un único ensayo el mayor 

número de proteínas posible, siguiendo dos estrategias: Top-down y Bottom-up. 

En la mayoría de los casos, la baja concentración de proteínas endógenas en las muestras 

suele ser un problema. Es por ello que, en los últimos años se han realizado grandes avances 

en la mejora de las técnicas existentes, con el fin de hacerlas más sensibles y poder 

proporcionar datos más fiables, con mayor rapidez y menor coste. 

Las técnicas por excelencia para la separación de los péptidos y proteínas presentes en una 

muestra son la cromatografía de líquidos y la electroforesis capilar. Pero ambas requieren el 

acoplamiento a un espectrómetro de masas y herramientas bioinformáticas que hagan posible 

la identificación de los fragmentos. 

 

En el presente trabajo, se han recopilado las investigaciones más recientes del análisis en 

proteómica. 

 

Tras una pequeña introducción sobre la historia de la proteómica y la evolución de las técnicas 

analíticas con el paso de los años, el trabajo se centra en exponer los aspectos teóricos más 

relevantes de las técnicas en columna más utilizadas para el análisis de péptidos y proteínas 

y remarcar las últimas tendencias en proteómica. Para finalmente dar una idea sobre la línea 

de investigación para los próximos años. 
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ABREVIATURAS Y ACRÓNIMOS 

 

1D Unidimensional 

2D Bidimensional 

2DE Electroforesis en gel bidimensional 

3D Tridimensional 

4D Tetradimensional (4 dimensiones) 

ABC Bicarbonato de amonio 

ADC Conjugado anticuerpo - fármaco 

AFC Cromatografía de afinidad 

ASMS American Society for Mass Spectrometry 

BSA Albúmina de suero bovino 

C-CP Columnas capilares con canales 

CA Anhidrasa carbónica 

CCR Cáncer colorectal 

CCS Secciones transversales de colisión 

CFP ChipFilter Proteolysis 

COVID-19 Enfermedad por Coronavirus 2019 

CPE Extracción en punto de nube 

CZE Electroforesis capilar de zona 

DI Diámetro interno 

DIGE Electroforesis capilar diferencial 

DTT Ditiotreitol 

EC Electroforesis capilar 

ERLIC Cromatografía de interacción hidrofílica de repulsión electrostática 

ESI Electroespray 

FAIMS Movilidad iónica 

FASP Preparación de muestra asistida por filtro 

FIA-DIA Adquisición independiente de datos del análisis de inyección de flujo 

FT-ICR Resonancia de ciclotrón iónica por transformada de Fourier 

GELFrEE Electroforesis de atrapamiento de fracción líquida eluida en gel 

GPC Cromatografía de permeabilidad sobre gel 

HIC Cromatografía de interacción hidrofóbica 

HILIC Cromatografía de interacción hidrofílica 
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HPLC Cromatografía líquida de alta resolución 

IAM Iodoacetamida 

IEC Cromatografía de intercambio iónico 

IEF Isoelectroenfoque 

IMAC Cromatografía de afinidad con metales inmovilizados 

LC Cromatografía líquida 

LLA Leucemia linfoblástica aguda 

LPA Poliacrilamida lineal 

LPIEF Enfoque isoeléctrico en fase líquida 

MD Separación multidimensional 

Mr Masa molecular relativa 

MS Espectrometría de masas 

MS/MS Espectrometría de masas en tándem 

Mud-PIT Técnica multidimensional de identificación de proteínas 

NP Nanopartículas 

ON Toda la noche 

PAGE Electroforesis capilar en geles de poliacrilamida 

pI Punto isoeléctrico 

PTM Modificación post-translacional 

RP Cromatografía en fase reversa 

SARS-CoV-2 Síndrome respiratorio severo causado por Coronavirus 2 

SAX Intercambio aniónico fuerte 

SCX Intercambio catiónico fuerte 

SDS Dodecilsulfato sódico 

SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida con dodecilsulfato sódico 

SEC Cromatografía de exclusión por tamaño 

SPEED Sample preparation by easy extraction and digestion 

sSEC Cromatografía de exclusión en serie 

TFA Ácido trifluoroacético 

U.A. Unidades abritrarias 

UV/VIS Ultravioleta/Visible 
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1 INTRODUCCIÓN 

 

La primera vez que se acuñó el término genoma fue en 1920 por el botánico alemán Hans 

Winkler, juntando las palabras gen y cromosoma1, definiéndose como todos los cromosomas 

y genes en una especie determinada. 

En los años 80 hubo una revolución en la biología molecular que permitió conocer el genoma 

completo de diversos organismos vivos, incluido el del ser humano. Sin embargo, aún no se 

ha logrado entender la función biológica del gen y el motivo por el cual organismos que 

comparten un 99% de su genoma son, en realidad, tan diferentes. Del análisis del genoma se 

ha aprendido que la complejidad en la morfología y la funcionalidad de los seres eucariotas 

superiores depende de la regulación de la expresión genética y de cómo sus proteínas 

interaccionan entre sí2. De ahí el nacimiento de la proteómica, que es la ciencia que se dedica 

a investigar la estructura y función de todas las proteínas que forman el proteoma3, que es el 

conjunto de proteínas expresadas por un genoma, una célula o un tejido4. 

El término proteoma fue descrito por primera vez en 1994 por Marc Wilkins y Keith L. Williams, 

en el primer meeting de Electroforesis Bidimensional 2D5. Se formó la palabra uniendo los 

términos proteína y genoma, siguiendo la misma analogía que con el concepto de genoma en 

19206. Pero hasta un año después no se acuñó el término proteómica como el estudio del 

proteoma, para describir la identificación y modificación de las proteínas y la interacción 

proteína-proteína. Las proteínas son las moléculas funcionales de la célula, por lo cual, la 

elaboración de perfiles de proteoma puede ser de gran utilidad para comprender los procesos 

involucrados en las células7. 

A diferencia del análisis de una sola proteína que utiliza técnicas basadas en anticuerpos, 

como el ensayo por ELISA o la microscopía fluorescente, la proteómica ofrece una valiosa 

oportunidad para estudiar todas las proteínas presentes en una muestra, con el fin de obtener 

una imagen más clara de la biología molecular, tanto de células sanas como enfermas8. 

La secuenciación de los genomas a gran escala y el desarrollo de técnicas de separación y 

análisis de proteínas fueron los dos factores clave para el desarrollo de la proteómica4, que 

tiene fundamentalmente dos objetivos3: 

 Estudiar los cambios globales de la expresión de las proteínas celulares en función del 

tiempo. 

 Determinar la identidad y las funciones de las proteínas producidas por los 

organismos. 
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Todo ello mediante dos tipos de aproximaciones completamente diferentes9: 

 Bottom-up o proteómica ascendente 

 Top-down o proteómica descendente 

En la aproximación Bottom-up se analizan los péptidos obtenidos tras un proceso de digestión 

de muestras complejas. Es actualmente el método proteómico más usado, debido a que tanto 

las herramientas experimentales como computacionales están bien establecidas y 

desarrolladas10, pero posee limitaciones para el análisis integral de proteoformas11,12. Por lo 

general, se utilizan proteasas individuales o mezclas de proteasas para obtener una mezcla 

de pequeños péptidos (de 6 a 50 residuos de aminoácidos). Se suele recurrir a la digestión 

con tripsina ya que produce péptidos con una longitud promedio de 14 aminoácidos10. La 

digestión de proteínas en pequeños fragmentos de péptidos ofrece múltiples ventajas, como 

una mayor eficiencia de separación, un número limitado de cargas en cada péptido y una 

mayor homogeneidad de la muestra. Sin embargo, tiene una limitación clave: cuando las 

proteínas se digieren en péptidos pequeños se puede perder información sobre la proteoforma 

que tiene actividad biológica, así como de la ubicación de las modificaciones post-

translacionales (PTM), su número y la proteólisis endógena13. 

En la aproximación Top-down se analizan las proteínas intactas que no han sido digeridas. 

Esto hace que se puedan detectar de una manera más eficiente las formas biológicamente 

activas de las proteínas, incluyendo la ubicación e identidad de las PTM9. Proporciona una 

comprensión más profunda de la acción de las proteoformas específicas en vivo13, puesto que 

el objetivo principal de esta estrategia es la caracterización de la secuencia proteica 

completa14. 

 

Adicionalmente también se puede hablar de una tercera aproximación, la middle-down, que 

surge para facilitar el análisis top-down, sobre todo en el caso de proteínas de gran tamaño 

molecular. En este caso, las proteínas son digeridas a péptidos de tamaño intermedio/largo 

mediante el uso de proteasas específicas, previo al análisis por espectrometría de masas14. 

 

En la Figura 1 se muestran de manera esquematizada los dos tipos de aproximaciones 

existentes12. 
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Figura 1. Esquematización del análisis Bottom-up (arriba) y Top-down (abajo) en el análisis de proteínas. 

 

La investigación en el campo de la proteómica pretende separar los péptidos o proteínas 

presentes en una muestra mediante técnicas de alta resolución, como son la electroforesis 

capilar bidimensional o la cromatografía líquida de alta eficiencia (HPLC), acopladas a un 

detector15 (Figura 2). 

Un experimento típico en el análisis proteómico consta mayoritariamente de 4 pasos8: 

1. La preparación de la muestra, donde las proteínas son extraídas de las células, tejidos 

o fluidos biológicos. 

2. Las proteínas extraídas se resuelven mediante electroforesis en gel.  

i. Si se realiza una digestión con tripsina como parte de la preparación de la 

muestra, los péptidos resultantes se separan mediante cromatografía líquida. 

ii. Para las proteínas separadas mediante electroforesis en gel, se suele usar la 

digestión con tripsina en gel. 

3. Se mide la masa de los péptidos y/o la masa de los fragmentos precursores mediante 

espectrometría de masas. 

4. Los espectros obtenidos se utilizan para la identificación de las proteínas, mediante el 

uso de base de datos (herramientas bioinformáticas). 

El método ideal de preparación de muestra es aquél que reduce su complejidad para aumentar 

la posibilidad de identificar una mayor cantidad de proteínas sin causar su pérdida o cambiar 

el estado nativo del proteoma16. 
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La proteómica proporciona un conjunto de herramientas muy poderosas para el estudio a gran 

escala de la función de los genes a nivel de proteína. La aplicación de la proteómica tiene un 

enorme potencial en el área de la biomedicina para el desarrollo de métodos de diagnóstico y 

pronóstico de enfermedades y para la búsqueda de dianas que permitan el diseño de nuevos 

fármacos y vacunas4. 

 

 

Figura 2. Las tres principales estrategias en proteómica17. 

 

La proteómica no hubiera sido posible sin los logros de la genómica ni la transcriptómica. 

La primera, proporcionó el modelo de los posibles productos genéticos importantes para los 

estudios en proteómica. Las tareas en el área de la proteómica pueden contrastarse con los 

enormes desafíos a los que inicialmente se tuvo que enfrentar el estudio del genoma18. Y la 

segunda, hizo posible la noción del perfil global de moléculas biológicas que indican la 

actividad dinámica de las células vivas, en el que el transcriptoma completo puede medirse 

en un único ensayo16. 

La combinación de los dos enfoques, proteómico y transcriptómico, proporciona información 

más amplia y más profunda sobre la biología molecular de las células vivas16. 
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2 JUSTIFICACIÓN Y OBJETIVOS 

 

El principal objetivo del presente trabajo es el análisis de la información más reciente sobre 

los sistemas en columna y capilares utilizados en el análisis proteómico. 

Para lograr el objetivo principal se pretende:  

 Realizar un estudio exhaustivo sobre qué es la proteómica. 

 Revisar la historia del análisis proteómico, desde el inicio hasta la actualidad. 

 Identificar cuáles son los sistemas en columna y capilares avanzados más utilizados 

en proteómica, incluyendo las técnicas más novedosas y recientes. 

 Analizar las perspectivas futuras del análisis de proteínas. 

 

Debido a la situación actual de pandemia causada por la enfermedad COVID-19, 

prácticamente la totalidad de la búsqueda bibliográfica ha sido utilizando recursos en línea. 

Se han consultado libros y artículos científicos relacionados con el tema en diferentes bases 

de datos, mayoritariamente en el Buscador de la Biblioteca UNED, aunque también se han 

consultado otras bases de datos como la Wiley Online Library o ScienceDirect. 

También se ha buscado información en páginas web de asociaciones o departamentos 

centrados en el análisis proteómico (universidades, entidades públicas y privadas). 

 

Las palabras clave utilizadas en la búsqueda han sido: 

 Proteómica 

 Electroforesis capilar 

 Cromatografía de líquidos 

 

La proteómica es un tema en auge y eso queda reflejado en el número de publicaciones que 

se realizan al año relacionadas con el tema. Sólo en la base de datos Wiley Online Library, en 

los últimos 20 años se han publicado alrededor de 7000 artículos científicos por año, mientras 

que el número de publicaciones entre 1990 y 2000 eran de 2000 por año. 
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3 DESARROLLO HISTÓRICO DE LAS TÉCNICAS UTILIZADAS EN 

PROTEÓMICA 

 

El creador de la cromatografía fue el botánico ruso Tsvet. Presentó los resultados que dieron 

origen a esta técnica en 1901 en un congreso en San Petesburgo. La palabra cromatografía 

fue escrita por primera vez en 1906, respondiendo a la separación de pigmentos en una matriz 

de carbonato de calcio19. 

Los científicos ingleses Martin y Synge dieron un impulso decisivo para el desarrollo de la 

cromatografía durante los años 40 y 50. Por ello recibieron el premio Nobel de Química en 

195219. 

La separación de proteínas mediante electroforesis bidimensional (2-DE) empezó en los años 

5020. La primera técnica 2-DE se desarrolló por Smithies y Poulik en 1956. Realizaron la 

separación de proteínas mediante un tampón electroforético utilizando papel de filtro (primera 

dimensión), para posteriormente separarlas mediante un gel de almidón (segunda 

dimensión)21. 

Grabar y Williams desarrollaron otra técnica durante la misma época22, realizando una primera 

separación en electroforesis con gel de agarosa, seguida de una separación mediante difusión 

contra un antisuero. 

La introducción de la poliacrilamida como matriz (PAGE) fue gracias a Raymond y Weintraub 

en 195923. Este hecho permitió mejorar considerablemente la separación de proteínas 

mediante electroforesis. Fue también Raymond quien en 1964 utilizó la PAGE para la 

separación de proteínas mediante 2-DE24. 

En 1970 Laemmli introdujo el uso del dodecilsulfato de sodio (SDS) para la separación de 

proteínas en función de su peso molecular (SDS-PAGE)19. 

En la misma época, J. Klose y P.H. O’Farrell, introdujeron la electroforesis bidimensional, 

combinando el isoelectroenfoque (IEF), que realiza una primera separación de acuerdo con 

el punto isoeléctrico (pI), con la SDS-PAGE, que separa las proteínas mediante su masa 

molecular25. 

A mediados de los años 70 se descubrió que la cromatografía líquida en fase reversa también 

tenía un gran rango de aplicación para la separación, purificación y el análisis de pequeñas 

moléculas como los péptidos25. 
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En 1978, Erni y Frei26 introdujeron lo que llamaron técnica de cromatografía de líquidos 

bidimensional, donde acoplaron la cromatografía de permeación en gel con cromatografía en 

fase reversa, para poder obtener una mejor separación en mezclas complejas. Técnica que 

fue mejorada años después por Bushey and Jorgenson27. 

En los años 80 se empezó a utilizar la secuenciación Edman para conseguir información sobre 

la secuencia de proteínas mediante electroforesis capilar bidimensional, consiguiendo separar 

proteínas por tamaño y carga5. Aunque se consiguió mejorar la secuenciación de proteínas 

por la degradación de Edman, convirtiéndose en un método fiable y automatizado, su 

sensibilidad era relativamente mala y era un proceso muy lento. Por ello, se debieron buscar 

otras alternativas. El objetivo en aquella época era el desarrollo de métodos cada vez más 

sensibles y fiables que permitieran la secuenciación de proteínas28. 

En 1982 se presentó un plan para catalogar las proteínas producidas por el cuerpo humano 

que se llamó The Human Protein Index20. 

Desde mediados de los 80, el uso de la cromatografía en fase reversa para la separación de 

proteínas fue en aumento. 

El descubrimiento del electrospray en 1989 por Fenn y colaboradores, fue clave para la 

proteómica. Presentó los primeros espectros de masas por electrospray y baja resolución de 

tres proteínas enteras: el citocromo, la mioglobina y la albumina. Además, mostró en 

coordinación con los laboratorios de McLaferty y Hunts, los espectros de alta resolución de 

mioglobina y citocromo C adquiridos en un espectrómetro FT-ICR (Resonancia de ciclotrón 

iónica por transformada de Fourier)14. 

En los años 90, Pappin, Cottrell y Henzel propusieron utilizar la espectrometría de masas para 

identificar un subconjunto de péptidos a partir de la digestión de una proteína pura7 y fue por 

esta época cuando se extendió el uso de la técnica MALDI-TOF para el análisis de proteínas14. 

En 1997, Jorgenson y colaboradores describieron un nuevo sistema bidimensional en 

cromatografía de líquidos, donde combinaron el intercambio catiónico con la cromatografía en 

fase reversa29. Años después, Greibrokk y col. presentaron la combinación de la 

cromatografía de intercambio aniónico (mediante el uso de un amplio rango de gradiente de 

pH) con la cromatografía en fase reversa30. 

En esta época se mejoraron notablemente las técnicas de secuenciación del genoma y se 

empezaron a construir de manera rápida bases de datos. La espectrometría de masas 

también permitió que la proteómica avanzara rápidamente debido a su gran sensibilidad para 

la identificación de proteínas (siempre y cuando éstas se encuentren en las bases de datos). 
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La aparición del analizador Orbitrap, desarrollado por Zubarev y Makarov en 2013 revolucionó 

la proteómica en general, y ha contribuido en gran medida a la expansión de la técnica top-

down14. Tanto los logros conseguidos en la secuenciación del genoma como la espectrometría 

de masas fueron primordiales para permitir que los estudios en proteómica fueran eficaces5. 

La investigación en proteómica31 se pudo desarrollar debido a varios estudios realizados en 

paralelo en cuatro campos diferentes: 

 La electroforesis en gel bidimensional utilizando geles de poliacrilamida (2D-PAGE) 

evolucionando hacia un método robusto para separar rápidamente proteínas 

contenidas en muestras biológicas de matriz compleja. 

 El desarrollo continuo de métodos de espectrometría de masas para un análisis 

preciso de la masa y la estructura química. 

 La investigación a gran escala del genoma y el gran número de péptidos y proteínas 

catalogados en las bases de datos. 

 El desarrollo de nuevas herramientas bioinformáticas para simplificar el análisis de 

grandes volúmenes de datos de MS, con el objetivo de identificar proteínas intactas y 

sus PTM, ya sean funcionales y patológicas. 

 

En la Figura 3 se muestra, de manera esquematizada, una imagen resumen sobre la evolución 

de la proteómica a lo largo de los años. 
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Figura 3. Evolución de la proteómica: contribuciones importantes a lo largo de la historia para su desarrollo32. 
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4 MÉTODOS GENERALES DE ANÁLISIS 

 

4.1 Cromatografía líquida  

 

La cromatografía líquida de alta resolución es el tipo de cromatografía por elución más versátil 

y utilizado. Sirve para separar y determinar especies tanto en matrices orgánicas, como 

inorgánicas y biológicas. En la cromatografía líquida, la fase móvil es un disolvente líquido 

que contiene a la muestra en la forma de una mezcla de solutos y la fase estacionaria es un 

sólido contenido en una columna33. 

Para conseguir separaciones más eficientes, recientemente se ha implementado la 

cromatografía líquida de ultra alto rendimiento (UHPLC), permitiendo trabajar a presiones 

mucho más elevadas que con la cromatografía de líquidos convencional34. 

En el análisis y separación de péptidos y proteínas, las técnicas más utilizadas hasta el 

momento son la cromatografía de intercambio iónico, de exclusión por tamaño, de fase 

reversa, de interacción hidrofóbica, de interacción hidrofílica y de afinidad. 

 

4.1.1 Cromatografía de intercambio iónico 

En la cromatografía de intercambio iónico (IEC) los grupos funcionales presentes en la fase 

estacionaria se encuentran cargados positiva o negativamente. La separación se da por la 

interacción de los compuestos de la mezcla con la carga opuesta de la fase estacionaria35. 

De acuerdo con la carga de la fase estacionaria se puede hablar de: 

 Intercambio aniónico: la matriz está cargada positivamente e intercambia aniones. 

 Intercambio catiónico: la matriz está cargada negativamente e intercambia cationes. 

En proteómica, la cromatografía de intercambio catiónico se utiliza muy frecuentemente para 

la separación de péptidos. A pH ácido (2-3) la gran mayoría de los péptidos se encuentran 

cargados positivamente, por lo que este tipo de cromatografía es muy útil. 

Los parámetros más importantes que intervienen en la separación de las proteínas por medio 

de este tipo de cromatografía son la matriz (catiónica o aniónica), el pH y la temperatura. 

Giese y colaboradores36 han realizado un análisis exploratorio y han desarrollado un modelo 

predictivo basado en la retención de péptidos a través de cromatografía de intercambio 

aniónico, que permite la identificación de péptidos con una exactitud del 68%.  
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Muneeruddin y colaboradores37 han presentado un método IXC/ESI-MS en línea, en el cual la 

fuente ESI se opera en condiciones no desnaturalizantes (ESI nativo). Esto permite evaluar 

no sólo la estructura primaria, sino además la conformación y la estructura cuaternaria. Se 

centraron inicialmente en el análisis de proteínas de tamaño relativamente pequeño (<25kDa), 

aunque se cree que esta técnica puede funcionar de manera satisfactoria también para el 

análisis de grandes sistemas, incluidos los conjugados anticuerpo-fármaco (ADC) y conjuntos 

de proteínas de múltiples unidades. 

 

4.1.2 Cromatografía de exclusión por tamaño (SEC) 

La cromatografía de exclusión por tamaño se aplica particularmente a especies de alto peso 

molecular38. 

Su principal aplicación es la separación de las moléculas en función de su tamaño para 

estudiar el peso molecular y su distribución. 

Las principales características de este tipo de cromatografía son: 

 La fase estacionaria es inerte. 

 La muestra no interacciona ni con la fase estacionaria ni con la fase móvil. 

 Los solutos son generalmente sustancias de peso molecular elevado En función de su 

tamaño, quedan retenidos o eluyen a través de la columna (Figura 4). 

 La elución siempre ha de ser isocrática. 

 

 

Figura 4. Las moléculas penetran en los poros de la fase estacionaria en distinto grado en función de su 
tamaño39. 
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El principal problema de la SEC es que generalmente no tiene una buena resolución. Cai y 

colaboradores40 desarrollaron la cromatografía de exclusión en serie (sSEC), combinando 

columnas SEC con diferente tamaño de poro, para obtener una separación de proteínas 

intactas (dentro del rango de 10 a 223kDa) con una alta resolución a partir de muestras 

complejas. Las fracciones obtenidas, pueden ser posteriormente separadas por cromatografía 

de fase reversa (RP). En la Figura 5 se puede observar el resultado obtenido utilizando esta 

técnica (sSEC-RP) vs cromatografía en fase reversa. 

 

 

Figura 5. Comparativa de las proteoformas detectadas mediante RP vs sSEC-RP. 

 

Mediante la sSEC se detectaron un total de 5360 proteoformas (1316 en común con los dos 

métodos). Pero la gran ventaja es que, mientras que por RP sólo se detectaron 3 proteoformas 

de más de 60kDa, mediante la sSEC se consiguieron identificar 47 (incluyendo las 3 

identificadas por RP). 

Trisha y colaboradores41 usaron una estrategia similar de sSEC, pero acoplándola 

directamente a un espectrómetro de masas por resonancia de ciclotrón iónica por 

transformada de Fourier (FT-ICR). Un esquema de la técnica usada se puede ver en la Figura 

6. 
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Figura 6. Representación esquemática de la sSEC/FT-ICR MS41. 

 

Consiguieron analizar 31 proteoformas distintas (de entre 30 y 50kDa) de un simple espectro. 

 

4.1.3 Cromatografía de fase reversa 

La cromatografía en fase reversa (RP) es una de las técnicas analíticas más utilizadas y 

versátiles que existen42. En RP se combinan una fase móvil polar (generalmente una mezcla 

de agua o una disolución reguladora con eluyentes polares) y una fase estacionaria no polar 

(hidrocarburos de cadena larga unidos a un soporte de sílice o híbrido)43. 

Las moléculas que poseen algún carácter hidrofóbico, como son las proteínas y los péptidos, 

pueden ser separados con una excelente resolución mediante la RP44. 

Kawashima y colaboradores45 han desarrollado un nuevo sistema nanoLC-MS para el análisis 

de proteínas utilizando una columna en fase reversa no porosa. Aunque las partículas no 

porosas tienen una baja capacidad de unión debido a la baja densidad de grupos funcionales, 

demostraron que el uso de partículas C30 compensó esa desventaja, exhibiendo un 

rendimiento superior en comparación con el uso columnas que poseían partículas C18 

porosas. 
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Huang y colaboradores46 han demostrado que se puede realizar una separación SEC 

utilizando una columna RP. Los resultados han mostrado que altas concentraciones de 

acetonitrilo (>65%), usando ácido trifluoroacético como modificador, eliminan las interacciones 

entre las proteínas y la fase estacionaria y permiten que la columna de RP actúe como una 

columna SEC para separar proteínas en función de su peso molecular. Se usaron columnas 

C4 o C18 de tamaño de partícula 300Å. Las ventajas de esta técnica respecto de la SEC 

convencional es que el precio de una columna RP es inferior que una columna SEC, sirve 

tanto como técnica preparativa como técnica de análisis y se puede acoplar directamente a 

un espectrómetro de masas. 

Hwang y colaboradores47 también han hecho uso de la cromatografía en fase reversa para la 

identificación de proteínas desconocidas hasta el momento en tejido epitelial nasal. Se 

consiguió identificar a 5 proteínas no conocidas sin falsos positivos (P0C7M7, P46721, 

P59826, Q658L1, and Q8N434). La secuencia peptídica y su función biológica puede verse 

en la Tabla 1. 

 

Tabla 1. Proteínas desconocidas identificadas en tejido epitelial humano47. 

 

 

Sun y colaboradores48 han conseguido identificar un total de 11558 proteínas mediante el uso 

de cromatografía en fase reversa. El objetivo de su estudio era identificar proteínas 

desconocidas usando tres tipos diferentes de proteasas (trypsina, Lys-C y Glu-C) combinadas 

con una separación mediante RP. Para el estudio se utilizó una columna C18 (300Å, 1.7μm, 

1x150mm de Waters) en un sistema HPLC Dionex Ultimate 3000. 

 

Número 
Uniprot

Secuencia peptídica Nombre de la proteína Función biológica

P0C7M7
NFNFAADVLDQWSQKEK 

TGERPANPALWWVNGKGDEVK 
HCLTGGEPLNPEVLEQWR

Acetilcoenzima A ACSM4 
sintetasa mitocondrial

Actividad de CoA ligasa con 
amplia especificidad de 

sustrato

P46721
STVLKDDELKTKL                                       
YGITKDFLPFMK

Miembro de la familia de 
transportadores de aniones 

orgánicos portadores de 
solutos 1A2

Media el transporte 
independiente de Na+ de 

aniones orgánicos

P59826 
IDKDELGKAIQNSLVGEPILQNVLGSVTAVNR 

AIQNSLVGEPILQNVLGSVTAVNR 
GTPESLFELNSVMTVR

Miembro 3 de la familia B que 
contiene pliegues de BPI

Posee la capacidad de 
reconocer y unirse a clases 
específicas de odorantes

Q658L1 
VTQNALFEGSTEFRESFQPWEIPPPEVK 

SSVPFDDVTMYSVEYTPK
Estabilizador de microtúbulos 

axonemales 2
Unión de microtúbulos

Q8N434
KLSLGTAEPQVKEPK                           

ALGMGTSGSLCR
Transportador putativo SVOPL

Actividad de transporte 
transmembrana
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4.1.4 Cromatografía de interacción hidrofóbica 

En la cromatografía de interacción hidrofóbica (HIC), la fase estacionaria posee ligandos 

hidrofóbicos inmovilizados. Las proteínas se unen de manera reversible a estos ligandos y 

posteriormente se eluyen disminuyendo la fuerza iónica de la fase móvil (Figura 7). La HIC es 

una de las principales técnicas empleadas para la separación y purificación de proteínas49. 

 

 

Figura 7. Esquema de un proceso de separación de proteínas en HIC50. 

 

La HIC proporciona una alta resolución en la separación de proteínas bajo condiciones no 

desnaturalizantes, pero requiere altas concentraciones de sales no volátiles. Chen y 

colaboradores51 introdujeron una serie de compuestos hidrofóbicos (polientil A, polihexil A y 

poliheptil A) capaces de retener las proteínas, utilizando concentraciones de acetato de 

amonio compatibles con el MS, permitiendo tanto el análisis cualitativo como cuantitativo. La 

sal de la fase móvil, más que ayudar a retener las proteínas, minimiza que éstas se 

desnaturalicen. 

 

4.1.5 Cromatografía de interacción hidrofílica 

La cromatografía de interacción hidrofílica (HILIC) es una variante de la cromatografía de fase 

normal. En la HILIC la fase estacionaria es polar y la fase móvil es un disolvente relativamente 

hidrofóbico52. Este tipo de cromatografía ha mostrado buenos resultados en la determinación 

de compuestos muy polares en matrices complicadas. Por este motivo, en los últimos años 

se ha empezado a utilizar con frecuencia en el análisis y purificación de péptidos y proteínas53. 
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La HILIC ha mostrado un gran potencial en la caracterización de glicoformas de proteínas 

intactas, tal y como queda recogido en el artículo escrito por Gargano y colaboradores54. En 

su estudio, se muestra un nuevo enfoque de HILIC-MS destinado a minimizar los problemas 

derivados con la supresión de la ionización por ácido trifluoroacético (TFA). Se demostró que 

la HILIC puede separar una gran gama de proteínas, proporcionando una selectividad 

ortogonal a la RP, pero con volúmenes de inyección limitados. Para solventar este último 

problema, se utilizaron columnas de RP trampa en línea para cargar e inyectar la muestra en 

la columna HILIC. Finalmente, se evaluó la aplicabilidad del método mediante el análisis de 

una mezcla de proteínas (Tabla 2). 

 

Tabla 2. Características de los estándares de proteínas analizados. Adaptado de Gargano y col54. 

 

 

Además, tal y como puede verse en la Figura 8 (además de en la Tabla 2) los órdenes de 

elución de proteínas en RP y HILIC son claramente diferentes y no parecen correlacionarse 

con parámetros físico-químicos, como el pI. El orden de elución en HILIC tampoco es 

exactamente opuesto a PR, lo que sugiere que los diferentes dominios polares y apolares de 

Proteína
Número 
Uniprot

Orden de 
elución RP

Orden de 
elución HILIC

Peso 
molecular Mw 

(Da)a
pIb

Ribonucleasa BC P61824 1 11 13681 8.64

Ribonuclease AC P61823 2 9 13681 8.64

UbiquitinaC RS27A 3/4 1 8564 6.56

Citocroo Ce* P00004 3/4 3 11701 9.59

Lisozimad P00698 5 4 14313 9.32

TripsinogenoC P00760 6 8 23993 8.23

AGPC Q3SZR3 7 14 21253 5.67

Transferrinf* Q06AH7 8 10 75091 6.84

BSAC P02769 9 7 66432 5.60

Mioglobinae* P0CG53 10 2 16951 7.36

FetuinC Q58D62 11 12/13 40845 5.59

Anhidrasa carbónicaC P00921 12 6 28693 6.40

Ovalbúminad P01012 13 5 42881 5.19

ThiroglobulinaC** P01267 14 12/13 301219** 5.50

aPeso molecular calculado de la secuencia de aminoácidos (no se consideran las
proteoformas). bTeórico. Cbovino. dHuevo de pollo. eEquino. fHumano. *Proteína hemo.
**Thiroblogulina como tetrámero de 165kDa. El peso moleculado reportado se deduce de la
estructura primaria de 2769 aminoácidos.
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la proteína son los responsables de la interacción con las fases estacionarias y, como tal, los 

dos métodos tienen selectividad ortogonal. Por lo tanto, la HILIC podría ser utilizada como un 

método de pre-fraccionamiento para reducir la complejidad de la muestra, dada su 

selectividad alternativa y alta capacidad de pico, si se compara con RP. 

 

 

Figura 8. Análisis comparativo de la misma muestra por RP (a) y HILIC (b)54. 

 

4.1.6 Cromatografía de afinidad 

En la cromatografía de afinidad (AFC), un reactivo llamado ligando de afinidad se encuentra 

unido de manera covalente a un soporte sólido. Este ligando hace que las moléculas de interés 

se unan a él de manera reversible y selectiva, reteniéndolas en la columna. Tras la detección 

de los compuestos no deseados, los analitos deseados se eluyen cambiando las condiciones 

de la fase móvil (Figura 9)33,55,56. 
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Figura 9. Cromatograma típico de una separación por cromatografía de afinidad57. 

 

En la Figura 10 se muestra, de manera esquematizada, el proceso de identificación de 

compuestos proteicos mediante el uso de la cromatografía de afinidad. 

 

 

Figura 10. Ilustración esquematizada sobre el uso de la cromatografía de afinidad en el análisis proteómico58. 
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Wang y colaboradores59 han utilizado la cromatografía de afinidad con metales inmovilizados 

(IMAC) para enriquecer una fracción de proteínas de suero humano mediante el uso de 

columnas inmovilizadas cargadas con cadmio, níquel, zinc, cobre o plomo en solución salina 

bis-Tris y estas proteínas se identificaron mediante LC-MS/MS. 

Este estudio es importante puesto que las proteínas que se unen a metales tienen un papel 

fundamental tanto en personas sanas como enfermas. 

 

Tabla 3. Lista de 15 proteínas enriquecidas mediante IMAC para cada uno de los 5 metales estudiados59. 

 

 

Mediante la IMAC, consiguieron identificar decenas de proteínas. La Tabla 3 muestra la 

comparación de 15 proteínas diferentes que se enriquecieron en este estudio o que se 

conocen en la literatura como proteínas de unión a metales. En el estudio se vio que la 

mayoría de las proteínas tenían una especificidad variable para la unión de metales. 

  

Proteína Suero Blanco Ni2+ Cu2+ Zn2+ Cd2+ Pb2+

Complemento C3 
(fragmento)

54 (1) 6 (20)*** 100 (1)#** 68 (1)#*** 107 (1)##*** 67 (2)#* 0 (60)***

Alpha-2-macroglobulina 49 (4) 28 (3) 64 (2)#** 43 (2)* 83 (2)##*** 114 (1)##*** 68 (1)#

Isoforma 1 de seroalbúmina 42 (5) 23 (6)* 44 (4)* 43 (3) 33 (8)*** 34 (3) 15 (5)***

Apolipoproteina B-100 36 (6) 1 (60)*** 33 (8) 18 (9)** 55 (4)##* 18 (11)* 0 (nd)***

Complemento componente 
4B preproprotein

30 (9) 0 (nd)*** 63 (3)#*** 42 (4)#*** 76 (3)##*** 31 (5) 0 (nd)***

Apolipoproteina A-1 28 (11) 1 (51)*** 35 (6)#** 33 (5)#* 25 (12) 13 (15)*** 1 (31)***

Serotransferrina 27 (13) 12 (12) 41 (5)##*** 27 (6) 46 (5)##*** 25 (7) 12 (7)*

Isoform 1 de alfa-1-
antitripsina

24 (14)  2 (34)*** 32 (9)#*** 23 (8) 32 (9)#*** 9 (22)*** 0 (63)***

Ceruloplasmin 17 (18) 7 (15) 35 (7)##*** 26 (7)##*** 41 (7)##*** 24 (8)#* 1 (40)***

Proteína 47kDa 14 (20) 7 (16) 21 (13)##*** 15 (13) 22 (14)##*** 16 (12) 6 (15)*

Proteína no caracterizada 
DKFZp696P15220

14 (21) 0 (nd)*** 0 (nd)*** 17 (10)#*** 19 (16)#** 15 (13)* 0 (nd)***

Transthyretina 10 (24) 2 (37)*** 16 (17)##*** 13 (16)# 11 (27) 2 (68)*** 0 (nd)***

Hemopexina 9 (26) 1 (75)*** 17 (16)##*** 10 (19) 20 (15)##*** 12 (16)#** 0 (56)***

Inhibidor de cadena larga 
Inter-alpha-trypsina

8 (31) 0 (nd)*** 20 (14)##*** 17 (11)##*** 24 (13)##*** 1 (79)*** 0 (nd)***

Glicoproteína rica en 
Histidina

5 (42) 1 (45)*** 14 (18)##*** 9 (22)##*** 17 (18)##*** 24 (9)##*** 6 (14)#

() Los números entre paréntesis indican el rango de abundancia de la proteína. #Indica un contaje superior al 20% de
abundancia comparado con el suero. ##Significa un 50% superior. Test-t  *p <0.05; **p <0.01; ***p <0.005. 
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4.1.7 Cromatografía bidimensional 

 

Por sus características, la LC posee un alto poder de resolución, elevada sensibilidad y se 

puede acoplar fácilmente a un espectrómetro de masas. Por ello, es una técnica versátil y 

fundamental en el análisis proteómico. Sin embargo, la complejidad de las muestras tras la 

digestión enzimática a menudo excede la capacidad de las técnicas unidimensionales (1D), 

requiriendo por tanto, un enfoque multidimensional60. 

La cromatografía de líquidos bidimensional (2D LC) se ha utilizado con mucho éxito durante 

más de una década en el ámbito de la proteómica, combinando de manera ortogonal 

diferentes técnicas de LC, permitiendo separar los compuestos de una muestra en función de 

sus diferentes propiedades moleculares61. Las separaciones 2D ofrecen el potencial de un 

poder de resolución (separación) sustancialmente mayor que sus homólogos 1D 

convencionales62. 

La 2D LC puede operar en dos modos60: 

 Off-line: las fracciones eluídas de la primera dimensión (1D) se recogen, se separan 

del disolvente por evaporación, se vuelven a disolver y se vuelven a inyectar en la 

segunda dimensión (2D). Este enfoque es sencillo de realizar y ofrece una gran 

variedad de modos de separación, fases móviles y tampones, aunque se puede ver 

afectado por una baja reproducibilidad analítica y una posible pérdida de muestra. 

 On-line: la transferencia entre las dos dimensiones está completamente automatizada, 

generalmente por medio de válvulas de conmutación controladas electrónicamente. 

Las técnicas en línea son más convenientes cuando se trata de cantidades de muestra 

limitadas, pero son más difíciles de realizar y requieren instrumentación y software 

específico. 

Las combinaciones más populares son la IEC-RP, como primera y segunda dimensión 

respectivamente63,64. Aunque la SEC-RP65,66, la AFC-RP67 y la HILIC-RP68 también han sido 

técnicas propuestas para el análisis de proteínas. Además, para el análisis de péptidos 

también se ha propuesto el uso de RP en las dos dimensiones64,69,70. 

Dowel y colaboradores64 realizaron un estudio comparando los resultados obtenidos utilizando 

RP-RP o SCX-RP. Observando que mientras que con la primera técnica se consiguieron 

identificar 281 proteínas, mediante la segunda sólo se identificaron 81. 
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En otro estudio, Cassidy y colaboradores71 han combinado dos tipos de RP para conseguir 

una mejor separación. En una primera dimensión, utilizaron la cromatografía en RP a pH 10, 

mientras que, en la segunda dimensión, el pH fue 2. 

 

Como ya se ha comentado anteriormente, la IEC se ha utilizado durante mucho tiempo para 

el análisis de proteínas y péptidos y, a menudo, se utiliza como primera dimensión en las 

separaciones 2D LC72. 

La combinación IEC-RPLC posee las siguientes características72: 

1. La IEC ofrece una alta capacidad 

2. Tanto la IEC como la RP ofrecen una alta resolución 

3. La mayoría de los sistemas 2D LC utilizan RP como segunda dimensión debido a su 

compatibilidad con ESI-MS 

4. Ambos modos cromatográficos proporcionan una alta eficiencia de separación 

Mud-PIT (técnica multidimensional de identificación de proteínas) es otro método ampliamente 

utilizado en la separación de proteínas y puede acoplarse directamente al espectrómetro de 

masas73. La Figura 11 muestra de manera esquematizada en qué consiste esta técnica72, 

donde puede verse la columna híbrida que contiene una zona de intercambio iónico y otra 

zona de RP. 

 

 

Figura 11. Esquematización del sistema Mud-PIT. 
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La AFC es una técnica efectiva y reproducible para aislar proteínas y péptidos de baja 

concentración. La IMAC, por ejemplo, es muy efectiva para la identificación de fosfopéptidos, 

mediante el uso de iones inmovilizados de Fe(III) o Ga(III)72. 

Las ventajas de la IMAC-RP son72: 

 Estabilidad de los ligandos 

 Alta capacidad de carga de muestra 

 Condiciones de elución suaves 

 Regeneración simple 

 Alta aplicabilidad bajo condiciones desnaturalizantes 

 Bajo coste 

 

La SEC se utiliza ocasionalmente en la primera dimensión en separaciones 2D LC. Las 

ventajas de esta técnica es su alta reproducibilidad, estabilidad y tiempo de análisis 

relativamente corto72. 

 

4.2 Electroforesis Capilar 

 

La electroforesis es la migración de partículas o iones que se encuentran en solución cuando 

se les aplica un campo eléctrico74. 

La electroforesis capilar (EC) es una técnica sencilla, selectiva, proporciona una gran 

eficiencia de separación y posee un elevado grado de independencia respecto de la matriz 

utilizada75. Otra ventaja de la EC es que el volumen de muestra necesario para obtener una 

alta resolución analítica es muy pequeño9. 

Pero posee también ciertas desventajas, como la sensibilidad a bajas concentraciones, 

aunque se puede resolver con éxito mediante la aplicación de varias técnicas de 

concentración en línea76. 

La electroforesis bidimensional es la técnica central de la proteómica77. Sus aplicaciones 

incluyen el análisis de proteomas, la señalización y la detección de marcadores de 

enfermedades y cáncer. 

En la 2D-PAGE se realiza una primera separación de las proteínas de acuerdo a su punto 

isoeléctrico (pI) utilizando un gradiente de pH (IEF) y, posteriormente, se realiza una segunda 

separación de acuerdo a su peso molecular mediante el uso de un gel desnaturalizante de 



Sistemas avanzados en columna para el análisis proteómico 

 
34 

poliacrilamida (SDS-PAGE)78. Esto permite el análisis de miles de proteínas en un único 

ensayo. 

 

El sistema EC, tal y como se muestra en Figura 12, se compone de los siguientes elementos79: 

 Un capilar de sílice fundida recubierto de poliamida, donde se realiza la separación. 

 Reservorios con solución amortiguadora, donde quedan sumergidos los electrodos y 

el capilar.  

 Reservorios que contienen las muestras. 

 Una fuente de alto voltaje que genera el campo eléctrico. 

 Un sistema de inyección de muestra (hidrodinámica y electrocinética). 

 Un sistema de control de la temperatura. 

 Detector conectado a un sistema de adquisición de datos. 

 

 

Figura 12. Representación de los elementos que componen un sistema de EC79. 

 

Un avance prometedor en la electroforesis capilar es la adición de modificadores en las 

paredes de los capilares. Los modificadores más prometedores son las nanopartículas (NP), 

que debido a su química de superficie única, forman suspensiones estables con el electrolito 

de fondo y son compatibles tanto con disolventes orgánicos como con la detección por MS.  
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4.2.1 Electroforesis capilar de zona 

Shen y colaboradores80 realizaron una revisión del progreso más reciente en electroforesis 

capilar de zona (CZE) acoplada a un espectrómetro de masas, técnica con gran potencial para 

el análisis de proteínas siguiendo la estrategia top-down (Figura 13). 

Los temas que se han tratado en su revisión han sido: 

 La mejora en la técnica de CZE-MS para el análisis top-down con respecto a la CE-

MS. 

 El acoplamiento, tanto en línea como off-line, de otros sistemas de separación en fase 

líquida con la técnica CZE-MS. 

 La descripción de varios métodos de fragmentación en fase gaseosa basados en CZE-

MS. 

 El uso de CZE-MS en la proteómica nativa. 

 

 

Figura 13. Sistema de trabajo en el análisis proteómico top-down utilizando la técnica CZE-MS/MS. 

 

El método de ionización más utilizado para la CZE-MS es el ESI. El desarrollo de nuevas 

interfaces con una mayor sensibilidad y estabilidad es uno de los grandes retos en el campo 

de la electroforesis capilar acoplada al espectrómetro de masas. 
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4.2.2 Electroforesis capilar bidimensional diferencial en gel 

El principio fundamental de la electroforesis capilar diferencial (DIGE) es el de etiquetar las 

proteínas antes de su separación por 2DE81. 

Lim y colaboradores82 utilizaron la técnica 2D-DIGE para la identificación y validación de 

potenciales biomarcadores proteicos en el suero de pacientes con cáncer colorectal (CCR). 

La 2D-DIGE facilita el análisis de expresión de proteínas al marcar poblaciones de proteínas 

de diferentes orígenes con tintes fluorescentes77. 

Tras el análisis DIGE, se procedió a identificar las proteínas encontradas por LC-MS/MS. Los 

resultados obtenidos pueden verse en la Tabla 4. Se detectaron 2419 manchas mediante la 

técnica 2D-DIGE, de las cuales 23 proteínas (derivadas de 33 manchas) se expresaron de 

manera significativamente diferencial entre los grupos de estudio (p≤0.05). Estas proteínas 

están involucradas en la proteólisis celular, transporte de proteínas, apoptosis, reacciones de 

fase aguda, factores de coagulación, proliferación y diferenciación celular, proteínas 

estructurales y vías de transducción de señales. 
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Tabla 4. Proteínas identificadas por LC-MS/MS tras el análisis DIGE82. 

 

  

No.
Número 
UniProt

Nombre de la proteína

Cobertura 
de la 

secuencia 
(%)

Peso 
molecular 

(kDa)
pI

CRC 
temprano 

vs. 
Control 
normal

CRC 
tardío vs. 
Control 
normal

Proceso biológico / 
Función molecular

1 Q15113
Potenciador de procolágeno C 

endopeptidasa 1
19.4 47.9 7.3 Up Down* Proteolisis

2 Q53RT3 Proteasa retroviral humana 1 9.3 37.0 5.1 Up Up* Proteolisis
3 Q9P173 PRO2275 humana 21.7 13.1 9.6 Up Up* Proteolisis

4 P68871
Subunidad beta de la 

hemoglobina
73.5 16.0 6.9 Up Up* Transporte de 

proteínas

5 Q363Q5 Fragmento de beta globina 72.5 4.5 10.0 Up* Down* Transporte de 
proteínas

6 P02768 Albúmina 12.9 45.1 5.7 Up* Up
Transporte de 

proteínas

7 P02649 Apolipoproteina E 42.1 19.9 8.7 Up Up* Transporte de 
proteínas

8 P02647 Apolipoproteina A1 31.1 30.8 5.4 Up* Up* Transporte de 
proteínas

9 P47929 Galectina-7 52.2 15.1 7.6 Down* Up Apoptosis

10 C9JSK2
Proteína humana no 
caracterizada CFH

51.2 43.9 7.3 Up Up* Proteína de fase aguda

11 P08603 Complemento de factor H 32.1 31.0 7.7 Down Down Proteína de fase aguda
12 P0C0L4 Complemento C4A 11.5 19.3 6.6 Up* Up Proteína de fase aguda

13 Q14624
Inhibidor de cadena larga H4 

inter alfa tripsina
5.1 103.3 6.5 Up Up* Proteína de fase aguda

14 P01009 Anti-tripsina alfa 1 11.1 34.7 4.9 Up Up* Proteína de fase aguda
15 P02735 Amiloide humano 20.2 25.4 6.1 Up Up* Proteína de fase aguda

16 P04070
Vitamina K dependiente de 

proteína C humana
21.7 52.0 5.8 Up Up* Factores de 

coagulación

17 P00734 Protombina humana 10.0 70.0 5.5 Up* Up* Factores de 
coagulación

18 Q9GZN7 Proteína rogdi 12.0 32.2 8.3 Up* Up* Proliferación y 
diferenciación celular

19 Q70YC5
Isoforma humana 6 de la 

proteína ZNF 365
43.1 5.7 11.0 Down* Down* Proliferación y 

diferenciación celular

20 Q5SSB9
Fibrinógeno de colágeno que 

contiene proteína hakata
39.4 11.4 4.6 Up* Up

Transducción de 
señales

21 O15056 Synatojanin-2 17.4 10.0 4.7 Up* Up* Transducción de 
señales

22 P04262 Keratin Down Down* Proteína estructural

23
Proteína humana no 

caracterizada LOC 134121
9.5 17.0 7.5 Up Up* Desconocido

* Diferencias estadísticamente significativas (p <0.05) cuando se comparan entre diferentes grupos de estudio.
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Otro estudio interesante utilizando esta técnica ha sido el desarrollado en Colombia por 

Calderón-Rodríguez y colaboradores83. Se centraron en estudiar el proteoma plasmático de 

niños diagnosticados con leucemia linfoblástica aguda (LLA) tipo B, causante de más del 40% 

de las muertes por cáncer en menores de edad. En esta enfermedad, el diagnóstico temprano 

es uno de los factores que más afecta el éxito del tratamiento. Se realizó una primera 

separación por 2DE-DIGE para posteriormente realizar una segunda separación por LC-

MS/MS. Se encontraron ocho proteínas con expresión diferencial en plasma de pacientes con 

LLA-B (posibles biomarcadores para un diagnóstico temprano de la enfermedad), entre las 

cuales resaltan la serotransferrina, la alfa-1-antitripsina, la haptoglobina, la alfa-2- 

glicoproteína de zinc y el complemento C3. Sin embargo, se requerirá de una etapa posterior 

de validación de la técnica para poder ser usada para detectar y diagnosticar de manera 

temprana la LLA-B. 

 

4.3 Cromatografía de líquidos acoplada a electroforesis capilar 

 

La cromatografía líquida bidimensional como la electroforesis capilar de zona son técnicas 

que se utilizan habitualmente en el análisis proteómico, siguiendo la estrategia bottom-up. Las 

dos técnicas son ortogonales entre sí en la separación de péptidos. Sin embargo, el número 

de proteínas que se pueden identificar mediante el uso CZE en muestras complejas sigue 

siendo muy inferior que la encontradas utilizando LC. Es por ello que recientemente, Chen y 

colaboradores84 han establecido por primera vez una plataforma SCX-RP-CZE-MS/MS para 

el análisis proteómico. Consiguieron mediante esta técnica la identificación de 8200 grupos 

de proteínas y 65000 péptidos de una muestra de proteoma de cerebro de ratón en 70 horas. 

La Figura 14 muestra el diseño experimental del trabajo. 
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Figura 14. Diseño experimental del trabajo. 
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5 PARTE EXPERIMENTAL 

 

En esta sección del trabajo se han seleccionado los artículos y publicaciones científicas más 

recientes relacionadas con el análisis de péptidos y proteínas mediante el uso de sistemas 

capilares, y se ha analizado tanto la preparación de muestra como el análisis. En todos los 

casos, el sistema de detección utilizado ha sido el MS o MS/MS. 

 

5.1 Preparación de la muestra 

 

Tal y como se ha descrito en varios artículos durante los últimos años85,86,87, la preparación de 

la muestra en análisis proteómico continúa siendo un cuello de botella para la obtención de 

datos de alta calidad, tanto si se sigue la estrategia botom-up como la estrategia top-down. 

Brown y colaboradores88 han publicado recientemente un artículo sobre el desarrollo de un 

nuevo método compatible con MS para el análisis de proteínas, siguiendo la estrategia 

bottom-up. 

Los surfactantes convencionales que se utilizan para solubilizar las proteínas, como por 

ejemplo el SDS, generalmente no son compatibles con el análisis por espectrometría de 

masas y se deben retirar antes, repercutiendo no sólo en un consumo en tiempo sino en la 

pérdida y degradación de las proteínas presentes en la muestra89,90,91. Para evitar este 

problema, se desarrollaron los tensioactivos iónicos lábiles a los ácidos (compatibles con MS), 

como RapiGestTM (conocido también como RG o ALS)92,93, ProteaseMaxTM 94 (ácido 

decilfuranilsulfónico) y MaSDeS95, que mejoran de manera significativa la solubilidad de las 

proteínas y facilitan su digestión. Sin embargo, estos tensioactivos necesitan condiciones muy 

ácidas para su degradación tras la digestión y requieren un paso de limpieza fuera de línea, 

lo que excluye la automatización. Además, esta degradación ácida puede provocar la pérdida 

de importantes PTMs que son inestables en condiciones ácidas (fosforilaciones o 

glicosilaciones lábiles a los ácidos) y no es compatible con el análisis directo de proteínas 

intactas (apoximación top-down). 

La estructura general de RapiGestTM puede verse en la Figura 1584, donde: 

 p pueden ser 0, 1 o 2 sustituyentes 

 R es un alquil 

 R1 y R2 pueden ser, independientemente, hidrógeno y metil 
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 R3 puede ser —OSO3
−, —R4OSO3

−, —R4OR5SO3
− y —OR5SO3

− 

 R4 y R5 son alquiles 

 

Figura 15. Estructura general de RapiGestTM. 

 

En la Figura 16 puede verse una estructura química particular posible para el RapiGestTM 84. 

 

 

Figura 16. Estructura química particular de RapiGestTM. 

 

El objetivo de Brown y col. fue demostrar que el surfactante 4-hexilfenilazosulfonato (Azo) es 

compatible con MS y sirve tanto para la aproximación top-down como bottom-up (Figura 17). 

 

 

Figura 17. Uso del Azo en proteómica. 
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El Azo es un reactivo fácil de sintetizar (que sólo requiere de dos pasos) y fácil de purificar. 

Además, solubiliza las proteínas de manera efectiva y se puede degradar fácilmente antes del 

análisis por MS (Figura 18). 

 

 

Figura 18. Reacción de degradación del Azo por UV. 

 

El surfactante tiene su máxima absorbancia a 305nm (Figura 19a), por lo tanto, su 

degradación puede llevarse a cabo mediante espectroscopía UV/VIS usando una lámpara de 

mercurio en menos de 5 minutos (Figura 19b). 

 

 

Figura 19. (a) Curva de absorbancia del Azo. (b) Curva de degradación del Azo. 

 

Se evaluó el poder del Azo en la digestión de la mioglobina (proteína resistente a la tripsina), 

utilizando una solución control (0% de Azo) y tres soluciones adicionales al 0.05%. 0.1% y 

0.2% de Azo. La eficiencia de la digestión se hizo mediante la visualización de la mioglobina 
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intacta remanente mediante SDS-PAGE y el análisis por LC-MS (Figura 20). Tras 0.5 y 1h de 

digestión, los resultados fueron los siguientes: 

 0% Azo: se observó una banda de proteína intacta a 17kDa. Por lo tanto, la eficiencia 

de la digestión fue mala. 

 0.05% Azo: se observó una leve banda de proteína intacta. 

 0.1% - 0.2% Azo: no se observó ninguna banda. Esto indica que el Azo mejoró la 

eficiencia de la digestión. 

Brown y col. han demostrado con este experimento que el Azo facilita la desnaturalización de 

la proteína, proporcionando una digestión eficiente. 

 

 

Figura 20. Digestión de la mioglobina con diferentes concentraciones de Azo (izquierda). Análisis mediante LC-
MS de la mioglobina remantente (derecha). 

 

Se realizó una comparativa directa entre Azo y RapiGestTM en la digestión de mioglobina, 

usando soluciones al 0.1% en ambos casos, observando una señal de péptido más baja para 

la muestra con RG que con Azo, tal y como puede verse en la Figura 21. 
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Figura 21. Comparativa directa entre Azo y RapiGest™ (RG) en la digestión de la mioglobina seguido de un 
análisis por ESI-MS. 

 

Brown y col. también probaron el poder del Azo en la digestión de una mezcla estándar de 

insulina, mioglobina y anhidrasa carbónica (CA). Nuevamente, se observó que el Azo mejora 

la digestión (Figura 22). 

 

 

Figura 22. Digestión de proteínas estándar en presencia de Azo. 
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Los resultados obtenidos indicaron que las proteínas (incluso las resistentes a la digestión con 

tripsina) se pueden digerir rápida y eficazmente utilizando Azo. 

Finalmente, Brown y col. investigaron el poder del Azo en la digestión en un solo paso de una 

muestra compleja utilizando células de riñón de embrión humano 293T (HEK293T) y se 

comparó con un protocolo estándar mediante el uso de SDS-FASP (preparación de muestra 

asistida por filtro) desarrollado por Mann y colaboradores96. Los resultados se muestran en la 

Figura 23. 

 

 

Figura 23. Comparativa de la digestión enzimática de proteínas extraídas de células HEK293T utilizando Azo o 
SDS. 

 

Después del análisis por LC-MS/MS y el procesamiento MaxQuant, se observó que el mayor 

número de identificaciones se consiguió utilizando Azo con una digestión durante toda la 

noche (1254), seguido de la digestión con FASP durante toda la noche (1225). Utilizando el 

Azo y una digestión de 30 minutos, se detectaron sólo 33 proteínas menos que respecto del 

SDS durante toda la noche. Esto demostró que el Azo es un reactivo que proporciona datos 

robustos y reproducibles reduciendo significativamente el tiempo de preparación de muestra. 

 

Otro estudio reciente que también pretende sustituir al FASP como técnica de preparación de 

muestra es el desarrollado por Massamba y colaboradores97. Han propuesto un dispositivo 

llamado ChipFilter Proteolysis (CFP) que posee dos cámaras de reacción de 0.6μL de 

volumen cada una (diámetro interno 4mm, altura 50μm), separadas por una membrana de 

filtración de proteínas (diámetro 4.3mm) en celulosa regenerada (corte de 10kD). Ver Figura 
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24. En estas dos cámaras se concentran o retienen los polipéptidos grandes y se liberan las 

moléculas pequeñas. El microchip permite la lisis celular, la concentración de proteínas y su 

tratamiento químico y enzimático. 

 

 

Figura 24. Diseño del ChipFilter. 

 

El transporte de fluido y el flujo dentro del microchip se pueden controlar mediante una bomba 

externa y un controlador de fluido. El sistema permite usar de forma fiable un caudal máximo 

de 3μL/min y una presión máxima de 500mbar. 

El protocolo de trabajo utilizado con células de mamíferos o con extracto de proteínas se 

compone de varios pasos, que se muestran en la Tabla 5 y en la Tabla 6, en función del tipo 

de muestra que se utilice. 
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Tabla 5. Protocolo de proteólisis aplicado a células de mamíferos. 

 

 

Tabla 6. Protocolo de proteólisis aplicado a extractos de proteínas. 

 

 

En la Figura 25 se muestra una esquematización del sistema analítico utilizado en el presente 

artículo. 

 

Descripción
Flujo 

(µL/min)
Volumen 

(µL)
Tiempo 
(min)

1 Carga de la célula Carga de la célula en el ChipFilter 2
Volumen de 

muestra

En función 
del volumen 
de muestra

2 Lavado de la célula
Lavado de la célula con ácido tricloroacético 

al 10%
2 40 20

2 40
1 10
2 40
1 10

5 Lavado Bicarbonato de amonio 50mM 2 30 15

6 Carga de tripsina
Solución de tripsina 0.1μg/μL en ácido 

trifluoroacético al 0.1%
2 10 5

7 Activación de la tripsina Bicarbonato de amonio 50mM 2 20 10
0.4 24
2 15

8 Digestión y elución Bicarbonato de amonio 50mM 67

Lisis celular y reducción 
de puentes disulfido

0.1M ditiotreitol en tampón de lisis 30

4 Alquilación 50mM iodoacetamida en tampón de lisis 30

Paso

3

Descripción
Flujo 

(µL/min)
Volumen 

(µL)
Tiempo 
(min)

1 Carga de la muestra Carga del extracto de proteínas en el ChipFilter 2
Volumen de 

muestra

En función 
del volumen 
de muestra

2 40
1 10
2 40
1 10

4 Lavado Bicarbonato de amonio 50mM 2 30 15

5 Carga de tripsina
Solución de tripsina 0.1μg/μL en ácido 

trifluoroacético al 0.1%
2 10 5

6 Activación de la tripsina Bicarbonato de amonio 50mM 2 20 10
0.4 24
2 15

3 Alquilación 50mM iodoacetamida en bicarbonato de 
amonio 50mM

30

7 Digestión y elución Bicarbonato de amonio 50mM 67

2
Reducción de puentes 

disulfido
20mM ditiotreitol en bicarbonato de amonio 

50mM
30

Paso
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Figura 25. Configuración automatizada para el CFP acoplado a nanoLC-MS/MS. DTT: Ditiotreitol. IAM: 
Iodoacetamida. ABC: bicarbonato de amonio. 

 

El ChipFilter se probó con albúmina de suero bovino (BSA), mostrando que era 

completamente operacional. Posteriormente, Massamba y col. aplicaron el microchip en la 

caracterización del extracto de proteínas de levadura comparando los resultados con los 

obtenidos con el método FASP (Figura 26).  

Las condiciones en las que se realizó la comparación fueron las siguientes: 

 CFP: 1μg de extracto de proteína incubando durante 1 hora. 

 FASP: 10μg de extracto de proteína y realizando varias incubaciones durante 1h o 

durante toda la noche (ON). 

 

 

Figura 26. Comparación entre los resultados obtenidos con el método CFP (digestión on-chip) y el método 
FASP, en el extracto de proteínas. 
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El método CFP permitió disminuir drásticamente tanto la duración del procesamiento de la 

muestra como la cantidad de material de partida requerido. 

 

La situación ideal es poder disponer de una técnica universal que permita la extracción y 

fraccionamiento de las proteínas y que, a su vez, sea rápida, no necesite sustancias 

surfactantes y requiera del menor número de pasos y manipulación de la muestra, y por 

supuesto, que se pueda automatizar. 

La técnica SPEED31 es una nueva aproximación que, tal y como su nombre indica, reduce la 

preparación de la muestra a tres pasos: 

 Acidificación con TFA para romper las células y extraer las proteínas. 

 Neutralización con TRIS. 

 Digestión con proteasas para generar péptidos. 

 

5.2 Análisis de la muestra 

 

Como ya se ha mencionado durante el presente trabajo, las técnicas por excelencia más 

utilizadas en el análisis proteómico son el HPLC y la EC. 

 

La cromatografía de líquidos miniaturizada, utilizando nanopartículas, ha sido una de las 

técnicas más empleadas en el análisis de péptidos y proteínas, principalmente porque una 

menor velocidad de flujo hace que se mejore la ionización de péptidos por ESI para MS, 

mejorando así también la sensibilidad. Sin embargo, la fabricación de este tipo de columnas 

tiene un coste elevado, además del mantenimiento que requieren, limitando la reproducibilidad 

de la identificación y cuantificación de péptidos. 

Bian y colaboradores98 han evaluado el uso de microflujo LC-MS/MS en el análisis proteómico, 

utilizando un equipamiento HPLC estándar (disponible en cualquier laboratorio analítico). 

Utilizaron una columna RP de 150mm de longitud y diámetro interno igual a 1mm (comparado 

con los 75μm de diámetro interno que posee una columna de nanoflujo), que trabaja a 

50μL/min.  

Debido a que la configuración de microflujo permite la inyección directa de la muestra en la 

columna a 100μL/min, el tiempo necesario para cargar la muestra y/o el equilibrio de la 

columna se pueden reducir de manera drástica en comparación con los sistemas populares 
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de nanoflujo que operan a velocidades de flujo bajas, aumentando la eficiencia del MS y 

permitiendo el análisis de hasta 96 muestras por día (Tabla 7). 

 

Tabla 7. Resumen del rendimiento que se puede lograr con el sistema de microflujo LC-MS/MS en comparación 
con una configuración típica de nanoflujo LC-MS/MS. 

 

 

Además, en el estudio se configuraron dos sistemas de microflujo LC independientes en un 

Orbitrap Q Exactive HF-X y un Orbitrap Fusion Lumos, viendo que el rendimiento era muy 

similar en los dos sistemas. Se analizaron 11 líneas celulares de cáncer humano dando como 

resultado la identificación de 7786 y 6388 proteínas utilizando los métodos HF-X y Lumos, 

respectivamente, a partir de 250μg de péptidos (16h de análisis). Se observó también que, si 

se aumenta el gradiente de flujo de 15 a 25, los resultados obtenidos en Lumos eran 

comparables a los obtenidos en HF-X (7636 proteínas). En este caso, el tiempo de análisis 

aumenta hasta las 24h. El número de proteínas identificadas usando el sistema de nanoflujo 

LS acoplado al HF-X fueron 7470. Los resultados mediante las dos técnicas son comparables, 

aunque hay que tener en cuenta que la cantidad de péptidos necesaria para lograr este nivel 

de rendimiento fue entre 2-5 veces mayor. Estos resultados se muestran en la Tabla 8. 

 

Tabla 8. Resumen de resultados para el análisis proteómico a gran escala de 11 líneas celulares de cáncer 
humano utilizando sistemas LC–MS/MS de nanoflujo o microflujo. 

 

Micro Nano Micro Nano
10 67 33 96 48
15 75 43 72 41
20 80 50 58 36
30 86 60 41 29
45 90 69 29 22
60 92 75 22 18
90 95 82 15 13

120 96 86 12 10

Gradiente 
(min)

Eficiencia en el MS (%) Muestras analizadas por día

Gradient 
(min)

LC
Sistema de 

detección MS
Péptidos 

identificados
Proteínas 

identificadas

15 Micro Lumos 59089 6388
25 Micro Lumos 89733 7636
15 Micro HF-X 93698 7786
15 Nano HF-X 76415 7470
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Los resultados que se obtuvieron sugieren que el uso de la técnica de microflujo LC-MS/MS 

puede llegar a tener el potencial de transformar el análisis proteómico, debido a la facilidad de 

su implementación técnica, la amplia gama de aplicaciones factibles y la alta calidad de los 

datos que se obtienen. 

 

Otro estudio que va en una línea similar fue el desarrollado por Vowinckel y colaboradores99 

en 2018, donde ya apuntaban a que el uso de sistemas de microflujo puede mejorar los 

resultados obtenidos y disminuir el coste del análisis. Según Vowinckel y col., las columnas 

de microflujo se bloquean con menos frecuencia e idealmente duran años. En muestras 

preparadas y analizadas en su estudio, una columna de nanoflujo duró como máximo 200 

inyecciones, mientras que las columnas de microflujo se pudieron utilizar en aproximadamente 

3000 inyecciones. 

 

También se está estudiando la mejora de los rellenos de las columnas en LC para una mejor 

separación de péptidos y proteínas. Sun y colaboradores100 han desarrollado, haciendo uso 

de una técnica novedosa y de bajo coste, una columna OT de 100μm de diámetro interno (di) 

y 120cm de longitud, modificada con una mezcla de monómeros: 

 N-fenilacrilamida: proporciona mayor selectividad, al controlar la polaridad de la fase 

estacionaria resultante. 

 Estireno: para mejorar la eficacia de separación de la columna. 

 Dimetacrilato de etileno (EDMA) como cross-linker. 

El método desarrollado es simple ofrece una buena morfología, alta permeabilidad y una 

excelente estabilidad mecánica de la columna (Figura 27). 

Se validó la nueva columna mediante la separación con éxito de 5 péptidos sintéticos con una 

alta eficiencia (211500platos/columna).  
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Figura 27. Esquema de preparación de la columna poli(N-fenilacrilamida-co-estireno). 

 

La columna presentó una buena repetibilidad, tanto intra como interdía, mostrando una 

desviación estándar relativa inferior al 4%. 

 

Recientemente, Wang y colaboradores101 han desarrollado un nuevo método para el análisis 

de proteínas intactas de cromatografía de líquidos bidimensional (RPxRP), mediante el uso 

de columnas capilares con canales (C-CP) de fibra de polipropileno en la segunda dimensión. 

Para la fabricación de las columnas, siguieron las instrucciones descritas por Randunu y col. 

en artículos previos102,103. Se analizó una mezcla sintética de 11 proteínas y se compararon 

los resultados obtenidos con los de las columnas comerciales de lecho empaquetado que se 

emplean habitualmente en 2D-LC. 

La Tabla 9 muestra las columnas comerciales utilizadas, así como sus características 

principales: tipo de ligando (C8 y C18), longitud (50-100mm) y diámetro interno de la columna 

(2.1-4.6mm), y el material de soporte y el tamaño del poro que se presupone son los 

parámetros que más afectan a la separación de las proteínas. 
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Tabla 9. Detalles de las columnas comerciales utilizadas en la segunda dimensión. 

 

 

Los cromatogramas bidimensionales obtenidos tras la separación de la mezcla sintética se 

presentan en la Figura 28, observándose diferencias muy significativas entre el uso de la 

columna de fibra (Figura 28a) y el resto de columnas. 

Para todas las columnas, las condiciones cromatográficas fueron las siguientes: 

 Velocidad de flujo: 1.2mL/min 

 Tiempo de modulación:0.6min (incluido el tiempo de equilibrio de 0.1min) 

 Longitud de onda de detección: 216nm 

Nombre

Diámetro 
interno de la 

columna 
(mm)

Longitud de 
la columna 

(mm)
Material de soporte

Tamaño de 
partícula 

(μm)

Tamaño de 
poro                    
(Å)

Ligando

ACE Excel Super C18 2.1 50
Sílica completamente 

porosa
1.7 100 C18

Zorbax Eclipse Plus C8 2.1 50
Sílica completamente 

porosa
1.8 95 C8

Zorbax Eclipse Plus C8 3.0 50
Sílica completamente 

porosa
1.8 95 C8

Zorbax SB-C8 2.1 100
Sílica completamente 

porosa
1.8 80 C8

InfinityLab Poroshell 120 EC-C8 3.0 50
Sílica superficialmente 

porosa
2.7 120 C8

AdvanceBio PR-mAb SB-C8 2.1 50
Sílica superficialmente 

porosa
3.5 450 C8

Chromolith Performance RP-8e 4.6 100 Sílica monolítica 2* 130** C8

*: tamaño del macroporo. **: tamaño del mesoporo.
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Figura 28. Mapa bidimensional de la técnica RPLCxRPLC mediante el uso de diferentes columnas en la 
segunda dimensión. (a) PP fiber column. (b) ACE Excel Super C18. (c) Zorbax Eclipse Plus C8 (2.1mm). (d) 

Zorbax Eclipse Plus C8 (3.0mm). (e) Zorbax SB-C8. (f)InfinityLab Poroshell 120 EC-C8. (g) AdvanceBio RP-mAb 
SB-C8. (h) Chromolith Performance RP-8e. 
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Un aspecto muy importante del estudio de Wang y col. es la capacidad de realizar 

separaciones 2D sin necesidad de recurrir a un sistema de bombeo UHPLC.  

 

Como alternativa a la cromatografía de líquidos, Meyer y colaboradores104 han demostrado 

que la adquisición independiente de datos del análisis de inyección de flujo (FIA-DIA) 

utilizando la separación de péptidos en fase gaseosa en lugar de LC, ofrece un análisis 

extremadamente rápido.  

Se usaron tres tecnologías (Figura 29): 

 Movilidad iónica (FAIMS) 

 Quadrupolo m/z 

 Disociación iónica 

Al incorporar la movilidad iónica con FIA-DIA, se consiguió analizar más de 500 proteínas en 

pocos minutos (aproximadamente 3.5proteínas/segundo). Han conseguido demostrar la 

utilidad de esta técnica para realizar un complejo estudio de proteoma multifactorial de 

interacciones entre nutrientes, genotipo y toxinas mitocondriales en una colección de células 

humanas cultivadas. Se midió de manera cuantitativa más de 45000 proteínas de 132 

muestras en menos de 5 horas. FIA-DIA ofrece un nuevo enfoque para impulsar los estudios 

de descubrimiento de fármacos y biomarcadores que requieren el análisis de miles de 

proteínas. 
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Figura 29. Resumen general de la técnica FIA-DIA para la identificación de proteínas. (A) La muestra digerida se 
somete a una ionización por electrospray, los iones se separan por movilidad iónica y son fragmentados en el 

quadrupolo. Los fragmentos son detectados. 

 

En el ámbito de la electroforesis capilar, Lubeckyj y colaboradores105 han presentado un nuevo 

estudio, continuando las investigaciones realizadas por ellos mismos en un trabajo previo106, 

en el que han tratado de aumentar la ventana de separación y el volumen de muestra en un 

sistema CZE-MS/MS, mediante el uso de una columna capilar con un recubrimiento interior 

de poliacrilamida lineal (LPA). Para este estudio, han utilizado un capilar de separación más 

largo (1.5m vs. 1m), con el objetivo de reducir el campo eléctrico a través del capilar y disminuir 

la velocidad electroforética de las proteoformas, dando como resultado una ventana de 

separación más amplia para poder adquirir e identificar más espectros en el MS/MS. Además, 

esto permite cargar un mayor volumen de muestra sin perder eficiencia en la separación. 

Primero compararon los resultados obtenidos al analizar una mezcla de proteínas que 

contiene mioglobina (Mio), CA y BSA, con los capilares de 1.5m y de 1m. En ambos casos, el 

volumen de inyección fue de 500nL. 

Tal y como se puede observar en la Figura 30, con la columna de mayor longitud se obtuvo 

una mayor ventana de separación (11min vs. 5min), debido a que las proteínas migran de una 

manera más lenta (dato que evidencia el mayor tiempo de migración). 
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Figura 30. Electroferogramas obtenidos tras el análisis por CZE-MS usando una columna capilar de 1.5m 
(arriba) y 1m (abajo). 

 

Posteriormente, se analizó la misma muestra únicamente con el capilar de 1.5m, utilizando 

diferentes volúmenes de muestra: 

 0.5 μL (17% del volumen total del capilar): 8ng de proteínas totales 

 1 μL (33% del volumen total del capilar): 16ng de proteínas totales 

 2μL (67% del volumen total del capilar): 32ng de proteínas totales 

 

 

Figura 31. Análisis de una mezcla de proteínas estándar mediante CZE-MS utilizando 3 volúmenes diferentes de 
muestra: 0.5μL (arriba), 1μL (medio), 2μL (abajo). 
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Tal y como puede verse en la Figura 31, a medida que se aumenta el volumen de muestra, 

mejora considerablemente la ventana de separación. 

Posteriormente, analizaron el proteoma de E. coli identificando 800 proteoformas (usando 

250ng de proteínas) y 400 proteoformas (utilizando 25ng de proteínas). 

Según sus datos, esta técnica puede tener un gran potencial en la proteómica top-down 

cuando el volumen de muestra es limitado. 

 

Aunque las separaciones 2D se han utilizado ampliamente desde el período inicial de la 

proteómica, la separación tridimensional (3D) apenas se ha utilizado en el pasado, debido a 

una baja reproducibilidad en la separación y al aumento en el tiempo del análisis. Pero con el 

desarrollo de nuevas técnicas y las mejoras de la espectrometría de masas, la separación 3D 

se convierte en una muy buena alternativa en el análisis proteómico. Duong y colaboradores107 

han realizado recientemente una revisión donde resumen las plataformas 3D-LC 

desarrolladas para el análisis de proteínas, tanto en el análisis off-line (Tabla 10) como on-line 

(Tabla 11).  

  



Sistemas avanzados en columna para el análisis proteómico 

 
59 

Tabla 10. Desarrollo de varios sistemas off-line 3D-LC. 

Configuración 
3D-LC 

Muestra (cantidad 
de proteínas) 

MS 
Proteínas 

identificadas 

Tiempo de 
análisis MS 

(h) 

Año 
Referencia 

RP-SCX-RP 
Plasma humano 

(500μg) 
Agilent 

1100LC/MSD Trap 
484 100 

2006 
Shen y col. 

SEC-SCX-RP 
Hígado humano 

(1mg) 
QSTARXL 636 206 

2007 
Zhang y col.  

SEC-HILIC-RP 
Suero humano 

(7.4mg) 
Trampa de iones 

cuadrupolo 
1955 60 

2011 
Garbis y col.108 

ERLIC-RP-RP 
Suero humano 

(1.2mg) 
QTOF 1088 216 

2013 
Boichenko and 

col.  

SCX-RP-RP 
Fibroblasto 

embrionario de 
ratón (1mg) 

Orbitrap LTQ XL 5051 - 
2013 

Betancourt y 
col.  

SCX-HILIC-RP Células K562 (3mg) 
Orbitrap LTQ-

Velos 
4708 126 

2013 
Zhou y col.  

SCX-HILIC-RP 
Células HeLa 

(500μg) 
Orbitrap LTQ-

Velos 
3424 126 

2013 
Zhou y col.  

SEC-HILIC-RP 
Paracoccus 

denitrificans (8mg) 
Orbitrap Elite 2627 66 

2015 
Pernikářová y 

col.  

SCX-RP-RP 
Células madre 
embrionarias 
humanas (-) 

Thermo Finnigan 
LTQ 

3184 117 
2015 

Zhao y col.  

RP-RP-RP 
Células Jurkat 

(720μg) 
TripleTOF 5600 14230 189 

2016 
Spicer y col.  

GELFrEE-RP-RP 
& LPIEF-RP-RP 

Orina humana 
(5mg) 

TripleTOF 5600 6085 720 
2017 

Zhao y col.  

SAX-RP-RP 
Células HEK 293T 

(30μg) 
Orbitrap Fusion 8222 20.4 

2017 
Chen y col.  

SCX & SAX-RP-
RP 

Suero humano (-) Orbitrap Fusion 862 12 
2018 

Xue y col.  

 

Tabla 11. Desarrollo de varios sistemas on-line 3D-LC. 

Configuración 
3D-LC 

Muestra (cantidad 
de proteínas) 

MS 
Proteínas 

identificadas 

Tiempo de 
análisis MS 

(h) 

Año 
Referencia 

RP-SCX-RP 
Saccharomyces 

cerevisiae (200μg) 
LCQ Deca XP 1900 140 

2005 
Wei y col.  

RP-SAX-RP 
Saccharomyces 
cerevisiae (5μg) 

Orbitrap XL 
4004 202 

2011 
Zhou y col.  

3821 102 
2011 

Zhou y col.  

RP-SAX-RP 
Células madre 
embrionarias 

murinas (25μg) 
Orbitrap XL 11352 580 

2013 
Zhou y col.  

RP-SCX-RP 
Células PC12 

(100μg) 
AB Sciex QSTAR 

XL QTOF 
5345 24 

2015 
Law y col.  
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Además, Duong y col. han analizado y comparado el rendimiento del análisis 3D con el 2D de 

última generación (Tabla 12). 

Tabla 12. Comparativa de la estrategia off-line vs. on-line 

 

 

La proteómica top-down está emergiendo como una estrategia muy potente para la 

caracterización de proteínas intactas, pero el análisis de proteínas de membrana es un gran 

desafío debido a su baja solubilidad, poca abundancia y su complejidad. Kyle y 

colaboradores109 recientemente han reportado un método simple pero efectivo para 

enriquecer y separar proteínas de membrana en muestras de células renales embrionarias 

humanas y lisados de tejido cardíaco, permitiendo la identificación de 188 y 124 proteínas de 

membrana integrales endógenas, respectivamente. 

La técnica desarrollada (ver Figura 32) consiste en el enriquecimiento de las proteínas de 

membrana mediante la técnica de extracción en punto de nube (Cloud Point Extraction, CPE), 

utilizando surfactantes no iónicos como Triton X-114 o Tergitol NP-7, a partir de muestras 

complejas de células o tejidos. Posteriormente realizaron una separación SEC, donde se 

consigue eliminar el surfactante, para finalmente analizar el extracto de proteínas enriquecidas 

mediante RP-MS/MS. Se detectaron proteoformas en un rango de 6 a 115kDa. 

 

Característica
Off-line                                                      
3D-LC

On-line                                                
D-LC

Puesta a punto Simple Generalmente sofisticada

Capacidad de transferir la 
tecnología a otro laboratorio

Alta Baja-media

Cantidad de muestra
Alta, hasta mg. No adecuada para 

muestras de cantidad limitada
Baja, del orden de μg

Operabilidad
Dimensiones separadas, fácil y 

sencilla de operar

Generalmente, completamente 
automatizado. Requiere 

entrenamiento.
Mezcla de muestras Permitido No permitido

Manipulación de muestras Alta Baja
Pérdida de muestra Alta-media Baja
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Figura 32. Aproximación Top-down para la caracterización de proteínas de membrana endógenas. 

 

Además, Kyle y col. han demostrado en su estudio que la RP-MS/MS es una técnica efectiva 

para la separación y caracterización de proteínas de membrana. 
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6 PROTEÓMICA Y SARS-CoV-2 

 

El último año se ha declarado una pandemia mundial debido a una nueva severa enfermedad 

respiratoria causada por coronavirus 2 (SARS-CoV-2) llamada enfermedad por coronavirus 

2019 (COVID-19). Haas y colaboradores110 han escrito un artículo científico donde exponen 

como la comunidad científica del campo de la proteómica puede ayudar a investigar en cuatro 

áreas clave para conocer más sobre la biología del virus: 

1) Cómo las técnicas basadas en espectrometría de masas pueden superar las 

limitaciones y complementar las aproximaciones estructurales tradicionales, para 

informar sobre la estructura dinámica de las proteínas del SARS-CoV-2. 

2) Cómo el conocer la interacción proteína-proteína entre el virus y el huésped puede 

identificar la maquinaria celular necesaria para la replicación del SARS-CoV-2. 

3) La abundancia global de proteínas y las PTM pueden caracterizar las vías de 

señalización que se forman durante la infección. 

4) La proteómica puede ayudar en la identificación de biomarcadores, el diagnóstico y el 

desarrollo de fármacos para monitorizar la patología de COVID-19 e investigar 

estrategias de tratamiento. 

 

La proteómica puede informar la estructura de una única proteína viral, la composición de un 

virión completo y una visión global del proteoma del huésped durante la infección. Los 

métodos proteómicos proporcionan una visión única de la interacción entre el virus y el 

huésped, incluida la maquinaria del huésped elegida para la replicación viral y las vías de 

señalización que caracterizan la respuesta del huésped. Las herramientas proteómicas 

también se pueden utilizar para investigar las interacciones entre compuestos y proteínas, y 

representan una poderosa estrategia para el descubrimiento de fármacos. 

Las técnicas propuestas para el estudio del SARS-CoV-2, incluidos los tipos de muestras que 

se pueden usar, los conocimientos moleculares que se pueden obtener y cómo se pueden 

integrar las tecnologías para informar la biología del SARS-CoV-2 y la patología del COVID-

19, pueden verse resumidas en la Figura 33. 
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Figura 33. Resumen de las técnicas basadas en espectrometría de masas propuestas para el estudio de SARS-
CoV-2. 

 

La pandemia de SARS-CoV-2 requiere el estudio urgente de la estructura de la proteína viral, 

su replicación, la interacción virus-huésped y la respuesta del huésped, para obtener una 

comprensión molecular de la patogenicidad e investigar estrategias para posibles 

tratamientos. El campo de la proteómica está bien posicionado para poder responder a 

preguntas actualmente abiertas: 

 ¿Cómo informan de la patogenicidad las estructuras dinámicas de las proteínas y los 

viriones del SARS-CoV-2? 

 ¿Qué maquinaria celular utiliza el SARS-CoV-2 durante la infección? 

 ¿Qué vías de señalización se activan durante la infección por SARS-CoV-2? 

 ¿Cuáles son las estrategias para monitorizar la patología de COVID-19 e investigar 

estrategias de tratamiento? 

De hecho, hay un precedente de importantes contribuciones proteómicas en el estudio de 

otras infecciones virales como el VIH y la influenza. 
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7 PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

El objetivo actual del análisis proteómico y en lo que se centran los estudios más recientes, 

es en conseguir técnicas cada vez más rápidas y que permitan la identificación del máximo 

número de péptidos y proteínas posibles. 

La combinación de métodos para la separación de proteínas (como puede ser la 2DE) con 

una estrategia bottom-up (ESI LC-MS/MS) podría ser una buena aproximación para 

incrementar la productividad de la espectrometría de masas en tándem111. 

Además, mejoras recientes en el ámbito de la espectrometría de masas, abre las puertas para 

el análisis 4D en proteómica112. En la conferencia virtual organizada por la American Society 

for Mass Spectrometry (ASMS) en 2020, Bruker Corporation (www.bruker.com) anunció el 

lanzamiento de métodos únicos para el análisis de proteómica 4D mediante nanoLC-CCS-

MS/MS. 

La proteómica top-down también ha experimentado en los últimos años un aumento en 

popularidad, debido a que los métodos en espectrometría de masas han evolucionado 

considerablemente. Tecnologías emergentes como la DIA  pueden aplicarse también en el 

análisis top-down, haciendo que se puedan solventar las dificultades en la complejidad de los 

espectros y en la detección de proteoformas que se encuentren en bajas concentraciones13. 

Además, enfoques sencillos como la RP-MS/MS se puede utilizar ampliamente para la 

caracterización de proteínas de membrana109. 

El análisis Top-down y las medidas encaradas a resolver y caracterizar proteoformas tienen 

un valor de gran especificidad molecular, de cara, por ejemplo, a poder detectar ciertas 

patologías. El incremento en número de usuarios de esta metodología y los avances 

realizados y en constante evolución, serán los agentes de conducción hacia un cambio de 

rumbo en la proteómica aplicada14. 
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8 CONCLUSIONES 

 

Las conclusiones que se pueden extraer del presente trabajo se presentan a continuación: 

 Las estrategias Bottom-up y Top-down se pueden considerar técnicas 

complementarias. Mientras que la primera se centra básicamente en la cuantificación 

de péptidos, la segunda caracteriza proteoformas intactas. 

 La cromatografía de líquidos y la electroforesis capilar son las técnicas de preferencia 

para el análisis proteómico, por su alta capacidad de separación y selectividad. 

 El mayor problema en el análisis proteómico es el tamaño de muestra y la baja 

concentración de algunas proteínas, además del tiempo de análisis, que suele ser 

elevado.  

 Para conseguir unos resultados óptimos en el análisis en proteómica se requiere de la 

combinación de varias técnicas analíticas acopladas entre ellas, es decir, separación 

multidimensional (MD) combinada con la espectrometría de masas. Las separaciones 

multidimensionales proporcionan una capacidad de pico mejorada y reducen la 

complejidad de la muestra, lo que permite que la MS analice más proteínas con mayor 

sensibilidad. 

 Se ha conseguido mejorar notablemente los resultados en el análisis proteómico 

mediante la introducción de técnicas como la 2D LC o la 3D LC, requiriendo esta última 

de tres técnicas de separación que sean independientes y ortogonales. Aunque la 3D 

LC no siempre es mejor opción que la 2D LC, sobre todo teniendo en cuenta el 

incremento en el tiempo de análisis y el consumo y la posible pérdida de muestra. 

 La identificación y caracterización completa de las proteoformas en la proteómica top-

down todavía no es sencilla porque requiere una determinación y localización precisas 

de todas las modificaciones en las secuencias de proteínas. Una fragmentación más 

extensa de las proteoformas podría beneficiar la identificación y caracterización 

completa de las mismas. 

 El campo de la proteómica es un complemento esencial en los estudios sanitarios, tal 

y como ya se demostró con sus contribuciones en el estudio de infecciones virales 

como el VIH, la influenza y el SARS-CoV-2. 
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