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Desde el comienzo de los tiempos el hombre ha
tratado de escudrinar y comprender los diferentes
fenomenos que acontecen a su alrededor. La vida es
uno de esos fenémenos que la humanidad ha tratado
de explicar y comprender, dandole multiples expli-
caciones. Hoy sabemos que todos los seres vivos
poseen el mismo tipo de moléculas, las cuales gobier-
nan cada una de las funciones que ellos mismos
realizan. En tiempos modernos se ha tratado de
correlacionar el arreglo de los atomos en una mo-
lécula con la funcién o reactividad que ella tiene.
Este hecho ha permitido el desarrollo de la ciencia
conocida como proteémica, el estudio de las protei-
nas. Las técnicas analiticas han sido y estan siendo
herramientas fundamentales para que los bioquimi-
cos intenten comprender el proceso vital y el papel
que las proteinas juegan en este proceso.

En el ano de 1962 Max Perutz y John Kendrew
compartieron el premio Nobel de Quimica (Nobel
de Quimica 1962)[Cita electronica] por haber obte-
nido por cristalografia de rayos X la primera estruc-
tura proteica, la mioglobina. Por muchos afios la
difraccion de rayos X por cristales inicos fue la inica
técnica que determinaba estructuras de macromo-
léculas bioquimicas. Treinta y ocho
afios después se le da el premio No-
bel de Quimica a investigadores que
contribuyeron a la aplicacion de la
espectrometria de masas (EM) y la
resonancia magnética nuclear
(RMN) al analisis y determinacion de
estructuras de proteinas. La mitad
del premio fue otorgado a los inves-
tigadores John B. Fenn y Koichi Ta-
naka, por laimplementacién del mé-
todo de ionizacién por “electrospray”
y por la aplicacién de la ionizacion
suave por rayos laser en EM para el
analisis de macromoléculas biologi-
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cas. La otra mitad del premio fue otorgado a Kurt
Wiithrich, por el desarrollo de métodos en RMN para
la identificacién y analisis estructural de macromo-
léculas biologicas.

En el presente trabajo se explicaran las contri-
buciones de estos investigadores que merecieron
dicho premio, para lo cual se describiran brevemen-
te los fundamentos de las técnicas de EM y de RMN.

Espectrometria de masas

La EM es una técnica analitica en la cual los atomos
o moléculas de una muestra son ionizados, posterior-
mente separados de acuerdo con su relacién masa /
carga (m/z) y posteriormente detectados. La EM
[Larse y McEwen, 1998] nace en 1886 cuando Gols-
tein descubre los iones positivos en un tubo de
descarga eléctrica a baja presion. Wien (N. Fisica
1911) en 1898 muestra que los rayos de esos iones
podian ser desviados por campos eléctricos y mag-
néticos. Entre 1912 y 1919, Aston (N. Quimica 1922)
yJ.J. Thomson (N. Fisica 1906) realizaron modifica-
ciones a la técnica. Para 1924, Aston fue capaz de
determinar las abundancias isotopicas de mas de 50
elementos. Pero no fue sino hasta los afios cuarenta
que se populariz6 su uso en Quimica. Hoy en dia
existen diferentes tipos de espectrometros de masas
comercialmente disponibles. Los detalles de ellos
difieren en la forma en que se realizan los diferentes
procesos requeridos para realizar el fenomeno. En
forma esquematica podemos decir que los espectré-
metros de masas consisten de cuatro secciones fun-
damentales: 1) sistema de introduccién de muestra;
2) camara de ionizacion; 3) analizador, y 4) detector.

Las modificaciones instrumentales han sido de
la mayor trascendencia en la EM. Los analizadores,
que comenzaron siendo sectores magnéticos, han
evolucionado a sectores de cuadrupolo, sextupolos,
octupolos, trampa de iones, analizadores por tiempo
de vuelo, llegando a contener uno o dos sectores para
lograr una mayor precision.

Las modificaciones de Fenn y Tanaka fueron en
la manera de introduccioén y en la forma de ioniza-
cion de la muestra. En los inicios de la EM la intro-
duccién de la muestra era un problema. Para que el
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compuesto fuese ionizado, era requisito fundamental
tener la muestra en fase gaseosa. Por ello, solo se
podia obtener espectros de masas de aquellos com-
puestos que vaporizaran o sublimaran de forma
estable. Posteriormente se modificaron los equipos y
la introduccion de muestra se realiz6 en forma directa,
lo que provoc6 un incremento en el nimero de
compuestos analizados. Pese a todas estas mejoras en la
técnica, seguian existiendo un gran nimero de com-
puestos que no podian analizarse. El ejemplo del azi-
car (sacarosa) es muy conocido, no se puede evaporar
o sublimar, ni a presiones muy bajas (107 mmHg).
A este respecto, los quimicos propusieron una solu-
cion al problema, comenzaron a obtener derivados
que fueran volatiles y estables. Sin embargo, ésta no es
la solucion mas viable cuando el compuesto es des-
conocido, o cuando la molécula es tan grande que
no es factible la formacion de derivados.

La busqueda de nuevas formas de ionizacién
suaves emplearon el bombardeo de iones para ioni-
zar a las moléculas. Esta accion provocaba que la
muestra se ionizara y sublimara al mismo tiempo,
aunque frecuentemente las moléculas eran destrui-
das. Para evitar que las moléculas se fragmentaran
por la colision, Barber [1981] gener6 un medio qui-
mico protector no volatil adyacente a las moléculas
bajo analisis para permitir que compuestos polares
y labiles pudieran ser volatilizados y ionizados en un
mismo proceso sin ser destruidos. La técnica se
llama “Fast Atom Bombarder” o FAB. Este método
no soluciono el problema de obtener espectros de
masas de proteinas de alto peso molecular, pero la
solucion estaba en camino.

lonizacion “electrospray”
El principio del electrorrocio o “electrospray” se
conoce desde 1917 [Larse y McEwen, 1998]. Consiste
en generar gotas cargadas muy pequeiias. El agua de
la gota se ira evaporando gradualmente hasta un
punto donde el namero de cargas electrostaticas
repulsivas en la superficie es tan grande con relacion
al tamano de la gota que se produce una explosion,
debida a la repulsion de las cargas en la gota. Esta
explosion genera un gran nimero de gotas cargadas
mas pequeiias y, dependiendo de las condiciones
iniciales, el proceso se puede repetir nuevamente.
Dole [1968] emple6 un gas inerte para favorecer la
desolvatacion en los analisis de espectrometria de
masas en polimeros de poliestireno de alto peso mole-
cular. Logro obtener masas considerablemente altas.
Pero fue hasta 1988 cuando Fenn en un congreso
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Figura 1. Esquema de los equipos de espectrometria de masas. La introduccion y
ionizacion de la muestra se esquematizan como camaras separadas.
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Figura2. a) Esquema del sistema de electrorrocio. b) Sinopsis del método de ionizacion
suave por rayos laser. En ambos casos la relacion m/z es determinada por tiempo de
vuelo y se obtienen iones policargados.
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en San Francisco [Fenn, 1988] pre-
sent6 espectros de proteinas de hasta
40 kDa. En ese momento mostr6 que
era posible obtener la masa molecu-
lar de moléculas grandes con preci-
sion del 0.01%. Fenn [1989] logro
mejorar el método de Dole con un
gas a contra flujo, favoreciendo la
evaporacion del agua, evitando la
re-solvatacion de los recién forma-
dos iones multicargados de biomolé-
culas. La relacion m/z es funcion del
tiempo que tardan en llegar los iones
al detector; a este proceso se le deno-
mina deteccién por tiempo de vuelo
(figura 2a).

Fenn desarroll6 una teoria en la cual explica que
los estados de diferentes cargas pueden interpretarse
como mediciones independientes de la masa mo-
lecular. Mediante un proceso de promedios con base
en resolucion de ecuaciones simultaneas puede de-
terminarse la masa molecular de moléculas grandes
con gran precision.

La sensibilidad de la técnica se encuentra en el
orden de los atomoles. Este tipo de ionizacién ha
resultado ser el método menos invasivo y permite
estudios de complejos moleculares que inicamente
tienen interacciones no-covalentes débiles, tales
como proteina-proteina, enzima-sustrato o comple-

jos proteina-ligante.
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Figura 3. Equipo de resonancia magnética nuclear de 11.25 T, el proton resuena a
500 MHz, de aqui el nombre del equipo. Este campo magnético es el minimo
requerido para poder estudiar macromoléculas bioquimicas.

Desorci6n suave por rayos laser

Durante los afios ochenta varios grupos trataron de
resolver el problema de volatilizacién e ionizacién
de la EM usando rayos laser como una fuente de
energia. Enfocando un rayo de luz en un pequeiio
punto de una muestra sélida o liquida, uno podria
ser capaz de evaporar una pequena parte de la
muestra, evitando su degradacién.

Fue en un congreso en Osaka, cuando Kiochi
Tanaka [1987], presento los espectros de masas de la
quimotripsina (25,717 Da), carboxipeptidasa A
(34,472 Da) y citocromo C (12,384 Da). Ello lo logro
mediante una combinacién adecuada de la absor-
bancia, las propiedades de transferencia de calor de
la matriz y la estructura molecular del analito pre-
sente en la matriz con la energia y lalongitud de onda
del laser. Tanaka[1988] mostré que los iones gaseosos
macromoleculares pueden formarse usando un laser
de baja energia (de nitrgeno). La longitud de
onda del laser de nitrégeno, 330 nm, impide que la
radiacion sea absorbida por los aminoacidos aroma-
ticos, lo cual impide la fragmentacion de las protei-
nas (figura 2b).

Resonancia magnética nuclear

Kurt Wiithrich [1986] tuvo la vision de agrupar a
varios investigadores que hicieron posible que la
resonancia magnética nuclear (RMN) determinara
estructuras de proteinas.

La mayoria de los niicleos atémicos posen espin,
la cual es una propiedad de las particulas que com-
ponen a los atomos. Al momento de introducir estos
atomos con espin a un campo magnético intenso, el
nicleo se comporta como un pequefio iman. El
momento magnético del nicleo tiende a orientarse
preferentemente a favor del campo magnético apli-
cado. Si se aplica energia que obligue a los nucleos
a invertir el sentido de su orientacién, se dice que el
sistema estd en resonancia. En este momento es
cuando se realiza el fenémeno de resonancia mag-
nética nuclear. La energia aplicada corresponde a
radiacion electromagnética de la region de las radio-
frecuencias.

Cada tipo de nucleo, 'H, *C o N, absorben en
una regién especifica. Sin embargo, no todos los
nicleos de todas las moléculas absorben a la misma
energia; existen pequeias variaciones que dependen
preferentemente de la densidad electrénica que lo
rodea, o entorno quimico. Esta caracteristica, cono-
cida como desplazamiento quimico, ayuda a identi-
ficar cada prot6én en una molécula. Si la molécula es
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muy pequena, esta caracterizacion es relativamente
sencilla. El problema se incrementa al aumentar el
numero de nicleos presentes en la molécula. En una
proteina de 60 aminoacidos se tiene en promedio
800 nucleos de 'H, los cuales darian cada uno una
sefial de RMN.

Existen cuatro niveles estructurales en las pro-
teinas: 1) el primer nivel lo constituye la secuencia
de los aminoacidos en la proteina; 2) los aminoacidos
por diferentes puentes de hidrégeno se pliegan en
hélices oo 0 en hojas B; 3) diferentes estructuras
secundarias se pueden agrupar por atracciones elec-
trostaticas o fuerzas de van der Waals, y 4) las protei-
nas se agrupan entre ellas para formar el altimo nivel
conformacional.

La RMN requiere de conocer la secuencia de los
aminoacidos en la proteina para poder determinar
la estructura secundaria y terciaria [Wagner et al,
1981; Wiithrich et al, 1982; Wagner y Wiithrich,
1982], para lo cual se necesita la asignacion de todos
los protones en la proteina. El efecto nuclear Over-
hauser, o NOE por sus siglas en inglés, juega un papel
fundamental para la determinacién de macromo-
léculas bioquimicas. E1 NOE se presenta cuando dos
nucleos de protén se encuentran a menos de 5 x 1071
metros, siendo proporcional a la distancia entre los
nucleos involucrados. Este efecto se cuantifica y es
posible establecer a qué distancia se encuentran los
diferentes ndcleos. Las distancias se emplean para
incluirlos como restricciones en calculos de dinami-
ca molecular para asi obtener la estructura de las
proteinas [Havel et al, 1979].

Existen grandes ventajas al poder obtener la
estructuras de las proteinas por RMN: se determinan
en el mismo medio en el cual ejercen su funcion; se
pueden modificar las condiciones con las cuales se
obtiene la estructura, como pH, temperatura y fuerza
i6nica; se pueden determinar cambios conformacio-
nales en presencia de diferentes sustratos, hecho que
permite el estudio de disefio de farmacos. El conoci-
miento de la relaciéon estructura funcién de las pro-
teinas permite el avance de las ciencias prote6mica
y genOmica, entre otras.

El trabajo fundamental de Kurt Wiitrich consis-
ti6 en vislumbrar que la RMN era una técnica capaz
de dar la informacion suficiente y promover la apli-
cacién de diferentes técnicas de la RMN para la
determinacion estructural de proteinas. Estas modi-
ficaciones consistieron en: la cuantificaciéon de los
NOE’s, incremento en la sensibilidad de los equipos
de RMN, con campos magnéticos de hasta 21.15 Teslas,
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Figura 4. Representacion estéreo de la estructura de la proteina h-RPABC subunidad
de la RNA polimerasa humana (Nature Structural Biology, 6 (1999) 1039-1042).

y la implementacién de experimentos de RMN en
dos, tres y cuatro dimensiones, los cuales se emplean
en la elucidacion estructural de cualquier tipo de mo-
léculas y en todos los campos de la Quimica. v
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