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Resumen:

En las Ultimas décadas, el analisis de compuestos biomarcadores en muestras bioldgicas se ha convertido
en una herramienta fundamental para el diagndstico, seguimiento y prondstico de diversas
enfermedades. Las principales dificultades en muchos casos son la baja concentracion de los
biomarcadores, la complejidad de la matriz de la muestra y la limitada disponibilidad de muestra. En esta
tesis doctoral se presentan nuevas estrategias para la mejora de la sensibilidad y la selectividad en el
analisis de péptidos, proteinas y microARNs (miRNAs) biomarcadores en fluidos biolégicos mediante
electroforesis capilar acoplada a la espectrometria de masas (CE-MS).

La CE-MS es una técnica excelente para la separacion de biomoléculas cargadas y su
identificacidon inequivoca. Sin embargo, para obtener separaciones rapidas, eficaces y de elevada
resolucidn, los métodos de separacion electroforéticos deben ser optimizados convenientemente. En esta
tesis se han desarrollado criterios de calidad basados en la selectividad para la prediccién y optimizacidn
de las separaciones de mezclas complejas en CE y se ha investigado la separacién e identificacién de los
péptidos beta amiloides, biomarcadores de la enfermedad de Alzheimer.

Al tratarse de una técnica a microescala, una limitacion importante de la CE es su baja
sensibilidad en términos de concentracion para la mayoria de analitos a causa del pequefio volumen de
inyeccion de muestra. La extraccion en fase sélida en linea con la electroforesis capilar (SPE-CE) es una
excelente estrategia para disminuir los limites de deteccidn. En esta tesis se han investigado diferentes
metodologias de SPE-CE-MS unidireccional empleando sorbentes selectivos, como los sorbentes de
inmunoafinidad, afinidad a aptamero, afinidad a metal inmovilizado y el carburo de silicio, para el analisis
de proteinas intactas (transtiretina y a-sinucleina), digestos de proteinas y miRNAs en fluidos bioldgicos.
También se ha investigado el potencial de la SPE-CE-MS con una nanovalvula para el andlisis de péptidos
en fluidos bioldgicos y se han comparado las ventajas e inconvenientes de esta configuracién novedosa
respecto a la SPE-CE-MS unidireccional.

Finalmente, se han investigado nuevas estrategias para el andlisis rapido y eficiente de digestos de
proteinas. La tripsina es la enzima proteolitica mas comuUnmente utilizada y la digestion se realiza
habitualmente en disolucién, requiriéndose largos tiempos de digestion. Con el objetivo de disminuir el
volumen de muestra, su manipulacion y el tiempo total de andlisis, en esta tesis se ha desarrollado una
metodologia de andlisis de proteinas empleando microrreactores empaquetados con particulas con
tripsina inmovilizada en linea con la CE-MS (IMER-CE-MS).



