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Introduccién. Las glandulas paratoides de anfibios
producen una gran diversidad de moléculas con una
amplia gama de actividades bioldgicas, de las cuales las
mas importantes son: antibacteriana, antiparasitaria,
antifingica, antiviral y antitumoral (1). La metodologia
bioquimica tradicional utilizada para el aislamiento y
caracterizacion de péptidos es en general tardada y
costosa. Por ello, emergentes tecnologias como la
espectrometria de masas macromolecular en tdndem y
analizadores iénicos de alta resolucion han sido
desarrolladas con gran éxito en la Gltima década (2).

El objetivo de este trabajo es evaluar nuevos métodos de
fragmentacién en tandem a través de la espectrometria
de masas para la delucidacién estructural de péptidos
bioactivos contenidos en la secrecién de anfibios
mexicanos.

Metodologia. La secrecion total de la piel de los anfibios
fue obtenida por electro-estimulacién y los extractos
totales fueron separados por HPLC. Los péptidos en
forma homogénea, de forma intacta o generada por
digestiones enziméticas, fueron sometidos a
fragmentacién por las técnicas CID (Collision- Induced
Dissociation), PQD (Pulse Quadrupole Dissociation),
HCD (High Collision Dissociation) y ETD (Electron
Transfer Dissociation) en los espectrometros de masas
LTQ-ETD y LTQ-Orbitrap. Los espectros MS/MS fueron
analizados manualmente y por los programas
computacionales Sequest, Peaks, Online, Mascot vy
Protein Prospector.

Resultados y discusion. Cientos de péptidos fueron
aislados de la piel de anfibios y sometidos a
fragmentacion en tandem. La evaluacion comparativa de
los datos espectrales obtenidos por fragmentacion a
través de los cuatro métodos utilizados revela que estos
arrojan datos estructurales complementarios. PQD y
HCD demostraron ser excelentes técnicas de
fragmentacion para la identificacion de iones imonium y
de fragmentos ionicos de bajo peso molecular. Los
métodos CID y ETD fueron utilizados para iones
cargados con doble y triple carga respectivamente. La
figura 1 presenta un espectro fragmentado por la técnica
CID cuya secuencia posee 100% de identidad
estructural con las brevinias, que son péptidos con
actividad antibacteriana y antifungica. La utilizacién

concomitante de diferentes métodos de fragmentacién y
herramientas computacionales nos permitié obtener
docenas de secuencias totales y parciales. Las
secuencias obtenidas fueron utilizadas para identificar
péptidos con diferentes actividades biologicas:
antibacterianos (ranciclinas y ranatuerinas);
antiparasitarios, antifungicos y antivirales (temporinas);
liberadores de insulina y citoliticos (Fig 1).
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Fig. 1. Espectro de masas en tandem de un péptido triptico
cuya secuencia delucidada es: GIMoxDTLKNLAK.

Conclusiones. La utilizacion de diferentes métodos de
fragmentacién en tdndem permite una mayor cobertura
de secuencia y por consecuencia, una amplia
identificacion de mezclas complejas de proteinas. La
metodologia  utilizada, acoplada a sistema de
cromatografia liquida, se constituye en la plataforma
analitica de excelencia para estudios peptidomicos.
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