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el análisis de rHuEPO, en el que se puede observar 
la presencia de un cierto número de glicoformas. La 
interacción entre éstas y el recubrimiento del capilar 
determina la resolución obtenida en el análisis.

Junto al electroferograma (Figura 1) se mues-
tra el espectro de masas de las glicoformas más 
abundantes y su deconvolución. La información que 
proporciona el espectro de masas deconvolucionado 
se ha utilizado para obtener el electroferograma de 
iones extraídos, que se puede observar superpuesto 
en la Figura 1.

En el caso de la NESP, su mayor grado de glico-
silación provoca una interacción más fuerte con las 
paredes del capilar, difi cultando la caracterización 
de sus glicoformas. Además, la efi cacia y la resolu-
ción van disminuyendo con el número de análisis, 
sugiriendo la falta de estabilidad del recubrimiento 
utilizado. El uso de otros recubrimientos más esta-
bles, ha proporcionado resultados similares en la se-
paración y caracterización de glicoformas de NESP 
y rHuEPO. En el caso de esta glicoproteína, se ha 
demostrado que, aunque el analizador de trampa 
iónica no es capaz de caracterizar completamente 
el elevado número de glicoformas de la rHuEPO, 
proporciona sufi ciente información para caracterizar 
las principales [3].

Conclusiones

Se ha llevado a cabo la identifi cación de las 
principales glicoformas de una glicoproteína intacta 
de considerable complejidad como es la rHuEPO, 
mediante el uso de la electroforesis capilar con ca-
pilares recubiertos acoplada a un espectrómetro de 
masas de trampa iónica. Los resultados son menos 
signifi cativos en el caso de NESP debido a su mayor 
grado de glicosilación. En ambos casos, la optimiza-
ción correcta de los parámetros del analizador es crí-
tica. La detección óptima de los analitos requiere el 
uso de un electrolito de separación extremadamente 
ácido, con el consiguiente deterioro en la estabilidad 
de los recubrimientos.
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Introducción

El análisis de la expresión diferencial en pro-
teínas es fundamental para entender los procesos 
biológicos y juega cada vez más un rol importante 

en la biología y la investigación médica (Li et al., 
2003). En un trabajo anterior (Serrano et al. 2007) 
describimos un método para llevar a cabo una iden-
tifi cación y detección masivas de los cambios de 
expresión en proteínas de membrana mitocondrial. 
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Con objeto de profundizar en los mecanismos mo-
leculares del proceso de precondicionamiento is-
quémico (IP) (isquemia+reperfusión) en un modelo 
animal, proceso que se ha demostrado que retrasa 
la muerte de los cardiomiocitos tras un período pro-
longado de isquemia (García-Dorado et al., 1997), 
hemos utilizado el método descrito para estudiar los 
cambios de expresión que tienen lugar en el proteo-
ma de membrana mitocondrial de cardiomiocitos de 
ratas precondicionadas.

Material y métodos

El extracto de proteínas (100 μg) proviene de 
una preparación  de membranas de mitocondria de 
tejido de miocardio de rata, según se describe (Hol-
muhamedov et al., 1998; Ruiz-Maena et al., 1999). 
El proteoma se separó mediante SDS-PAGE en 5 
fracciones que se sometieron a digestión en gel, 
marcaje isotópico estable de los péptidos resultan-
tes con 16O/18O, y análisis por trampa iónica lineal, 
según hemos descrito previamente (Serrano et al., 
2007) (Figura 1).  Para el procesamiento y análi-
sis de datos se utilizaron los programas pRatio y 
QuiXoT, desarrollados en nuestro laboratorio (Na-
varro et al., 2007).

Resultados

Hemos identifi cado más de 600 proteínas mito-
condriales, de las cuales hemos conseguido cuanti-
fi car 850 pares de péptidos, correspondientes a 385 
proteínas. El análisis estadístico revela un aumento 
signifi cativo de expresión en tres proteínas de mem-
brana mitocondrial, y una disminución de expresión 
en cinco proteínas de membrana relacionadas con el 
metabolismo energético, de las cuales tres de ellas, 
que muestran el mismo cambio de expresión, perte-
necen al mismo complejo.

Conclusiones

A través de este método hemos conseguido ob-
tener algunas pistas del mecanismo molecular de 
los procesos relacionados con el acondicionamiento 
isquémico en la membrana mitocondrial.  Estos re-

sultados sugieren que la metodología desarrollada 
podría permitir el estudio de diferencias de expre-
sión de proteínas de membrana en diferentes mode-
los de interés. 

Figura 1. Procedimiento para el análisis de expresión 
diferencial en el proteoma de membrana mitocondrial en 
respuesta al pre-condicionamiento isquémico
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