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Abreviaciones

Abreviacion Descripcion
ADI Arginina de iminasa
CrPic; Picolinato de cromo
DPPH 2,2-diphenyl-1-picryhydazyl
EFSA Autoridad Europea de seguridad alimenticia
ESI Ionizacion por electro nebulizacion
FDA Administracion de alimentos y medicamentos de los E.U.
FT-ICR Analizador de resonancia de ciclotron ionica por transformada de Fourier
GC Cromatografia de gases
GSH Glutation
GTF Factor de tolerancia a glucosa
HPLC Cromatografia de liquidos de alta resolucion
IT Filtro de masas de trampa ionica
LAB Bacterias lacticas
LC Cromatografia de liquidos
LMWCr “Low molecular weight chromium” en inglés
LTQX Trampa lineal
MCR Material de Referencia Certificado
MRM Monitoreo de reacciones multiples
MS Espectrometria de masas
MS/MS Espectrometria de masas en tindem
PCA Analisis de componentes principales
RP Fase inversa
SDS-PAGE Electroforesis en gel de poliacrilamida en presencia de dodecilsulfato sodico
SEC Cromatografia por exclusion de tamafio
SeCys Seleno Cisteina
SeMet Seleno metionina
SeNPs Nanoparticulas de selenio
SILAC Marcaje de isotopos estables por/ con aminoacidos en cultivo celular
SLC Enzima dependiente del fosfato de piridoxal
SNP Polimorfismo de nucleoétido unico
TIC Cromatografia de iones totales
TOF

Analizador de masas de tiempo de vuelo
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Resumen

Los avances en la ciencia y la tecnologia en los tltimos afos han permitido estudiar los sistemas
bioldgicos a un ritmo sin precedentes. La secuenciacion del genoma humano y las novedosas
técnicas instrumentales de analisis han revolucionado el estudio de sistemas bioldgicos y
enfermedades humanas. En este contexto, la espectrometria de masas (MS) se ha consolidado
como una de las herramientas mas poderosas para el andlisis de sistemas biologicos,
permitiendo la identificaciéon y cuantificacion de metabolitos y proteinas asociadas a
condiciones biologicas especificas. Este trabajo de tesis tiene como objetivo estudiar el impacto
de los elementos traza selenio (Se) y cromo (Cr) en la levadura de pan (Saccharomyces
cerevisiae), con especial enfoque en el crecimiento celular, la incorporaciéon de estos
elementos, analisis protedmico de seleno levadura y la proteccion antioxidante frente a especies

reactivas de oxigeno (ROS), utilizando técnicas avanzadas de quimica analitica.

En el Capitulo 1, se presentan los antecedentes mas relevantes sobre la biofortificacion
de levadura con Se (S. cerevisiae) y Cr (S. cerevisiae y S. boulardii), destacando estudios como
el SELECT, PRECISE y NPC, que correlacionan la presencia de Se con efectos nutricionales,
especialmente en la prevencion de enfermedades como el cancer y el estrés oxidativo. Ademas,
se abordan los principios fundamentales de las técnicas de espectrometria de masas y se revisan

estudios previos sobre analisis protedmico de levadura.

El Capitulo 4.1 describe el uso del marcaje metabolico con nitrogeno pesado para estudiar la
biofortificacion de levadura con Se, especialmente enfocado en la protedmica comparativa. En
este capitulo, se evaluo el crecimiento de S. cerevisiae en medios enriquecidos con Se(IV) y
diferentes is6topos de nitrogeno (**N y '"N) para establecer las condiciones Optimas de
biofortificacion. Se cultivaron células de S. cerevisiae en medios con sulfato de amonio como
fuente de nitrogeno y glucosa como fuente de carbono, utilizando concentraciones de Se(IV)
de 5, 10 y 20 mgSe/L. Los resultados indicaron que el Se inhibe el crecimiento celular de
manera dependiente de la concentracion, con una reduccion de hasta el 50 % en biomasa a
concentraciones de 20 mgSe/L. También se observo la formacién de Se elemental en la
biomasa, un cambio visual correlacionado con la concentracion de Se. La concentracion Optima
seleccionada para estudios posteriores fue 10 mgSe/L, ya que favorecié una biofortificacion

efectiva sin impactar significativamente el crecimiento celular.
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Posteriormente en el capitulo 4.2, se estudia el fraccionamiento isotdpico de selenio (Se)
durante la biofortificacion de Se en levadura y se examina si el marcaje metabolico con sulfato
de amonio como Unica fuente de nitrogeno afecta la incorporacion de Se y su fraccionamiento
isotopico en estos microorganismos. Se realizé un analisis del fraccionamiento isotopico tanto
en el Se reducido extracelularmente como en el incorporado intracelularmente. Los resultados
indican que la reducciéon de Se(IV), asi como su incorporacion intracelular, son procesos
mediados por la actividad metabdlica de la levadura, y en ambos casos existe una preferencia
por isotopos ligeros de Se, reflejada en valores delta mas negativos. Al sustituir '*N por N,
los valores delta de Se fueron menos negativos en ambas fracciones. Ademas, la incorporacion
de Se aument6 un 92 % en presencia de nitrégeno pesado, sin afectar la reduccion extracelular
de Se(IV) a Se°. Estos hallazgos destacan el impacto del ambiente isotdpico en la asimilacion

y fraccionamiento del Se en levaduras.

En el capitulo 4.3, se realiza un estudio de protedémica comparativa, iniciado con la
confirmacién de que el marcaje metabdlico con "N en S. cerevisiae no afecta su crecimiento
en presencia de Se(IV) a 10 mgSe/L. Se estim6 una incorporacion del 98 % de >N en proteinas
de levadura marcada metabdlicamente. Una libreria del tipo DDA fue generada identificando
cerca de 420 proteinas, incluyendo diez péptidos con selenio incorporado en el residuo de
metionina, sin diferencias de abundancia entre muestras con “N y 'N. El anélisis de
componentes principales (PCA) comparando muestras expuestas a 10 mgSe/L de Se(IV) contra
un control no expuesto, mostré que piruvato quinasa (KPYKI), piruvato descarboxilasa
(PDC1) y THI3 estan directamente asociadas con la exposicién a Se(IV), lo que sugiere su
papel en el metabolismo de glucosa y la fermentacion. Se determin6 que la exposicion a Se(IV)
aumenta significativamente la produccion de etanol en levadura (6.7 + 0.06 g etanol/g biomasa)
en comparacion con el control (5.1 + 0.08 g etanol/g biomasa) (p = 0.023). Estos resultados
contribuyen al entendimiento del impacto del Se en S. cerevisiae y pueden tener aplicaciones

biotecnolodgicas en la produccion de alimentos funcionales.

En el capitulo 4.4, se demuestra la capacidad de las nanoparticulas de selenio (SeNPs)
para actuar como agentes reductores del peroxido de hidrogeno (H20:) a pH fisioldgico y en
presencia de albumina sérica, generando Se(VI) como producto de oxidacion. Se confirmo
ademas que las SeNPs pueden eliminar el H.O2 generado en reacciones enzimaticas, utilizando
dos sistemas experimentales cuidadosamente disefiados. Para estos estudios, se emplearon

SeNPs con un didmetro de 95 + 7 nm y se mantuvo un pH fisioldgico mediante un tampon de
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fosfatos 50 mM. La cuantificacion de Se y H20: se realizé mediante generacion de hidruros
acoplada a espectrometria de emision atomica (HG-MP-AES) y un procedimiento
espectrofotométrico indirecto, respectivamente. Los resultados obtenidos indicaron que existe
una conversion de SeNPs a Se(VI) en ambos sistemas. Dentro de una hora, se removi6 la
concentracion de H202 en un 5.9% cuando se expuso a una concentracion inicial fija de
peroxido, mientras que cuando el peréxido de hidrogeno fue generado enziméaticamente a partir
de Glu-GOX, su concentracion fue reducida en un 17.2 %. Estos resultados resaltan el papel
antioxidante de las SeNPs en sistemas biologicos, aunque también sefnalan la produccion
inevitable de Se(VI), cuya toxicidad podria generar efectos adversos a nivel celular. En
conjunto, los resultados obtenidos contribuyen a un mejor entendimiento de la actividad

antioxidante de las SeNPs y su impacto en el estrés oxidativo.

Finalmente, en el capitulo 4.5 se estudiaron dos cultivos de S. cerevisiae y S. boulardii
enriquecidos con Cr(IIl) en forma de CrCls, utilizando los medios YPG y YNB. Se encontr6d
que YPG favoreci6 una mayor produccion de biomasa en ambas cepas, aunque la presencia de
Cr(IIT) afectd negativamente el crecimiento de S. boulardii. En cuanto a la incorporacion de
cromo, S. cerevisiae y S. boulardii presentaron concentraciones comparables entre ambos
medios, aunque YNB result6 ser el mas eficiente al permitir un bio-enriquecimiento efectivo
con diez veces menos Cr(IIl) que YPG. No se observaron diferencias significativas en la
concentracion de proteinas entre cepas ni medios de cultivo, pero se detectd una mayor
acumulacion de Cr en la fraccion citosolica en YNB y en el pellet de S. boulardii en YPG.
Ademas, se encontraron los niveles més bajos de acidos nucleicos en S. cerevisiae cultivada en
YNB (5 mg AN/100 mg biomasa), un aspecto clave para su uso como suplemento alimenticio.
Finalmente, se concluy6 que la mejor estrategia de bio-enriquecimiento fue el cultivo de S.
cerevisiae en YNB con 25 mg/L de Cr(Ill), ya que permitié una adecuada incorporacion de
cromo con niveles reducidos de acidos nucleicos, ofreciendo una alternativa prometedora para

la produccion de suplementos alimenticios funcionales y seguros.
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1. Marco tedrico

1.1 Introduccion

El selenio y el cromo son dos elementos quimicos extensivamente estudiados en el
contexto de salud humana. Para ambos se conocen efectos benéficos y adversos, dependiendo
de su concentracion total, estado de oxidacién e identidad de especies quimicas que entran al
organismo'*. Mientras que el selenio juega un papel vital en la defensa antioxidante y algunos
de sus compuestos tienen propiedades quimiopreventivas', el cromo trivalente - Cr(III) mejora
la eficacia de la insulina en regulacion del metabolismo de carbohidratos y lipidos®. La EFSA
(European Food Safety Authority) establece las dosis adecuadas de Se y Cr(II) en intervalos
de 15 - 85 pg/dia*y 25 - 35 pg/dia®, respectivamente, dependiendo de la edad, sexo y condicion
clinica. Es también relevante que para ambos elementos se ha informado ingesta diaria
deficiente en algunas regiones del mundo o debido a condiciones especificas de salud®’. Varios
estudios han demostrado una asociacioén entre los niveles sub fisioldgicos de Se con estrés
oxidativo, trastornos cardiovasculares e incidencia de diferentes tipos de cancer®. Por su parte,
en personas obesas -en los que se presentan alteraciones en el metabolismo de glucosa y
lipidos-, en sindrome metabdlico y en pacientes diabéticos, se han reportado bajas
concentraciones de Cr en sangre y suero, mientras que se encontraron elevadas concentraciones
en orina, comparado con sujetos sanos’. Asi mismo, existe el consenso que la suplementacion
con adecuadas formas de ambos elementos y en dosis adecuadas, permiten contrarrestar efectos
adversos provocados por sus deficiencias. Los suplementos dietéticos de Cr y de Se son
ampliamente utilizados, con una variedad de productos disponibles en el mercado'®'2.

En cuanto a las propiedades de los suplementos dietéticos de micronutrientes, éstos deben
contener concentraciones conocidas y adecuadas de las formas biodisponibles, bioactivas y
estables de los elementos de interés. Adicionalmente, dichos suplementos pueden proveer
antioxidantes, vitaminas, aminodcidos y proteinas que en su conjunto potencializan efectos
benéficos a la salud, de acuerdo con el concepto de productos funcionales'® . En el caso de
Se, el suplemento mas comun es la levadura del pan (Saccharomyces cerevisiae) enriquecida
in vivo, donde la forma mayoritaria y bioactiva de Se es Se-metionina'®>. Se han estudiado
también otros tipos de organismos que pueden transformar Se inorganico en formas organicas
con actividad biologica; entre ellos cabe mencionar diferentes tipos de plantas, principalmente
de géneros Brassica 'y Allium'%, y las bacterias probioticas del género Lactobacillus'> 7. En el
caso de Cr(III), el primero en utilizar y hasta ahora el suplemento mas efectivo es la levadura

de pan; aunque la identidad quimica de la especie de Cr(IIl) en este producto no ha sido



elucidada de manera contundente, se ha adoptado el término “factor de tolerancia a glucosa”
(GTF, por sus siglas en inglés), en el que Cr(Ill) es coordinado con glicina, cisteina, 4cido
glutdmico y 4cido nicotinico'®.

Durante varias décadas se realizaron estudios muy intensos enfocados en la obtencion de
productos adecuados para suplementacion en humanos con Cr(III) y con Se. El interés principal
en estos estudios ha sido caracterizar las formas/especies del elemento y sus concentraciones,
asi como evaluar su actividad biologica y establecer las mejores condiciones de su produccion
(enriquecimiento in vivo)” ' 12 1°. Mientras que menor esfuerzo se ha puesto en estudiar el
impacto de Se y Cr en los microorganismos utilizados con el fin de transformar formas
inorganicas de estos elementos en las especies organicas con mayor actividad biologica. En el
contexto de este proyecto de tesis, cabe citar algunos trabajos sobre efectos de Se en
microorganismos de relevancia en alimentacion humana; en la mayoria de ellos se evalué el
crecimiento celular y se utilizaron simples ensayos espectrofotométricos y/o kits comerciales

2024 y/o metabolismo primario®> 2°. Por

para observar cambios a nivel de defensa antioxidante
su parte, no se han encontrado estudios sobre el impacto de Cr(II) en levadura de pan ni en
bacterias probidticas. Para avanzar en el conocimiento sobre los efectos de Se y de Cr(III) en
microorganismos de relevancia en alimentacién/suplementacion en humanos, es necesario
acudir a las herramientas de las ciencias “omicas”. Los resultados de estos estudios seran de
importancia en la produccion de suplementos dietéticos con un valor nutricional mejorado,
evitando los efectos adversos causados por excesivas concentraciones de Se y de Cr(III)
utilizadas en los medios de crecimiento.

El grupo de ciencias “Omicas” abarca diferentes areas de biologia, donde el objetivo es
hallar y caracterizar una totalidad de especies quimicas que en su conjunto tienen importancia
en la estructura, funcidén y dindmica de uno o varios organismos vivos. Pertenecen a las
“omicas” areas tales como gendmica, transcriptomica, protedmica, lipidomica, metabolomica,
glicomica, metalomica, entre otras®’. Una de las principales herramientas en ciencias “omicas”
es la espectrometria de masas con fuente de ionizacidon suave, gracias a su capacidad de
caracterizar estructuralmente e identificar diferentes compuestos con base en la masa exacta
del ion mono-isotopico, el patron isotdpico y espectros de fragmentacion. Aunado a ello, el uso
de adecuadas plataformas de andlisis de datos y andlisis estadistico, permiten evaluar
comparativamente los datos registrados para el mismo sistema bioldgico, pero obtenido en
diferentes condiciones -por ejemplo, bajo estrés abidtico o alglin proceso patoldgico-2432. De
esta manera, K. Bayoumy y col. realizaron un andlisis protedmico, evaluando el efecto de

Se(IV) en S. cerevisiae; las proteinas de muestras expuestas y de controles no-expuestos fueron
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separados y después de tripsinolisis, los péptidos fueron analizados en el sistema de
cromatografia de liquidos acoplado a espectrometria de masas de alta resolucion (LC-MS),
obteniendo datos MS y MS/MS?*. Como resultado, se encontraron 37 proteinas expresadas
diferencialmente en levadura selenizada respecto al control*>. En otro trabajo reciente, Gomez-
Gomez y col. reportaron el analisis protedmico de bacterias lacticas cultivadas en ausencia de
Se, en presencia de Se(IV) y de nanoparticulas de Se”**. Para fines de protedmica cuantitativa,
se utilizé un marcaje metabolico con isotopos estables (SILAC- por sus siglas en inglés),
agregando aminoacidos '*C-arginina (R) o *C-lisina (K) a los medios de cultivo. Una vez
obtenidos extractos mixtos de proteinas de dos diferentes cultivos de los cuales uno ha sido
marcado con isotopo pesado, estos se sometieron a electroforesis en gel de poliacrilamida
(SDS-PAGE). Las fracciones separadas se recortaron y después de tripsinolisis, fueron
analizadas por LC-MS y MS/MS. Se encontraron 57 y 47 proteinas con menor abundancia en
bacterias expuestas a Se(IV) y a Se’ respectivamente, en comparacién con controles no-
expuestos™.

Con base en la revision bibliografica resumida brevemente en los parrafos anteriores, en
el trabajo de tesis se propone estudiar el impacto de Se(IV) y de Cr(Ill) sobre algunos
microorganismos utilizados en la produccion de suplementos dietéticos, utilizando

espectrometria de masas con un enfoque de protedmica cuantitativa.
1.2 Beneficios y riesgos para la salud asociados con el estatus de Se y Cr(III) en humanos

1.2.1 Selenio

El selenio se puede encontrar en diversas formas organicas en el organismo humano,
principalmente como componente de selenoaminoacidos y selenoproteinas, donde este
elemento ejerce importantes funciones fisiolégicas! % 2+ 36, El selenio tiene una importante
participacion en la defensa antioxidante, ademas de prevenir enfermedades cardiovasculares y
ayudar en el tratamiento de cancer y de algunas enfermedades cronico-degenerativas. Debido
a que el metabolismo de Se en mamiferos comienza por la conversion de todas sus formas
ingeridas en seleniuro (H2Se) o metilseleniuro (CH3SeH), es preferible la administracion de las
formas organicas que son rapidamente asimiladas®’. Por su parte, cuando se utilizan oxoaniones
de Se, el selenio inorganico (Se(IV), Se(VI)) tiene que ser primeramente reducido, lo que

compromete al sistema antioxidante; por ello, el Se inorgénico es toxico en el ambiente celular.

En cuanto a las especies organicas de selenio en el organismo humano, es necesario destacar
la selenocisteina (SeCys) como el aminoacido proteico numero 21. Dicho aminoacido fue

descubierto en el afio 1986 por Stadtman’® y se encuentra en el centro activo de al menos 25



selenoproteinas *. En la Tabla 1 se muestra una seleccion de selenoproteinas conocidas y
caracterizadas con sus respectivas funciones. Muchas de estas enzimas son requeridas para los
procesos fisioldgicos en el cuerpo humano; y se ha relacionado el déficit de selenio con la falta
de actividad de estas enzimas, ademas de dafio por estrés oxidativo debido a la insuficiencia de
proteccion antioxidante de éstas mismas! 2% 37 3 Cabe también sefialar la presencia de
selenometionina (SeMet) tanto en forma libre como integrada en proteinas; sin embargo, éste
no es un aminoacido proteico y se forma por la sustitucion de azufre por selenio. Ademas de
estos dos aminoacidos, existen otras especies de Se de baja masa molecular que se introducen
con alimentos y/o suplementos; y que juegan un rol importante en la salud. Tal es el caso de
las formas mono-metiladas de selenio: Se-metilcisteina (SeMeCys) y y-glutamil-Se-
metilcisteina, ambos precursores de metilselenol (CH3SeH), el cual exhibe fuerte actividad anti
carcinogénica®” *°. Finalmente, se debe mencionar que, a pesar de los multiples efectos
benéficos reportados para especies de Se, es también conocido que su exceso ocasiona efectos
adversos a la salud, ademas de que algunas de selenoproteinas son susceptibles a polimorfismo

(SNPs) lo que afecta el estatus de selenio, incrementando el riesgo a ciertas enfermedades’.

Tabla 1. Seleccion de algunas selenoproteinas de relevancia para la salud humana con sus

correspondientes funciones y efectos.! 3% 41,

Efecto asociado a

Selenoproteina Funcion
Glutation
peroxidasas (GPxs)
Antioxidante

GPx1 (citoso6lico)

Efectos antivirales

GPx2
(gastrointestinal)

Proteccion del
sistema
cardiovascular

GPx3 (extracelular)

GPx4
(fosfolipidica)

Efecto a la salud

Remueven el peréxido de hidrogeno,
hidroperoxidos lipidicos, hidroperoxidos
en colesterol y fosfolipidos.

Reduce carga viral mediante prevencion
de mutaciones virales; su deficiencia
causa cardiomiopatia.

Funcion anti apoptdtica en criptas de
colon; ayuda a mantener la integridad de
la mucosa intestinal.

Antioxidante en fluidos extracelulares;
proteccion tiroidea contra peroxido de
hidrogeno en tirocitos y en foliculos del
lumen.

Asociada a membranas; juegan un rol
esencial en movilidad y viabilidad de
espermatozoides. Asi como en
inmunidad en células T.

polimorfismo en
selenoproteinas

Sindrome metabolico, presion
arterial  alta, hemorragia
intracerebral;,  cancer de
pulmoén, prostata, higado y
vejiga; enfermedad de Keshan
y de Kashin-Bock; autismo.

Cancer diferenciado de
tiroides; derrame cerebral
isquémico.

Polipos adenomatosos,
adenocarcinomas
colorrectales; cancer de
colon; cancer de mama.



Yodotironina
desyodasas

Diol (tiroides,
higado, rifion, etc.)

Dio2 (cerebro,
pituitaria, musculo,
oreja, corazon etc.)

Dio3 (cortex, piel,
cerebral, placenta,
utero en embarazo)

15 KDa
Selenoproteina
(SEP15)

Selenoproteinas P
(SEPP1)

Selenoproteina N
(SeIN)

Tiorreduxina
reductasa (TrxR)

TrxR1
(citoplasmatica
/nuclear)

TrxR2
(mitocondrial)

TrxR3 (especifico
en testiculos)

Produccion de hormonas tiroideas T3, y
reversa (rT3).

Produccion de Ts en tiroides y tejidos

. eriféricos.
Tiroidea P

Produccion de Ts en tejidos periféricos.
Hormonal

Produccion de rT3; previene la sobre
exposicion del feto a Ts.

Desdoblamiento de Localizada en RE; puede afectar el

proteinas plegamiento de glicoproteinas
Transporte de selenio desde higado a
tejidos a través de plasma, incluyendo el
Transporte cerebro, testiculos y la placenta; presenta
algunas funciones antioxidantes;
Antioxidante necesario para el cerebro y para

fertilidad masculina; correlacionada con
glucosa en plasma sanguineo.

Localizada en RE; puede regular
movilidad de calcio requerido para
pronto desarrollo muscular

Homeostasis de
calcio

Actividad redox con amplio rango de
sustratos, principalmente tiorreduxina,
requerida para sintesis de ADN
Regulacion de

factores de Controla actividad en factores de

transcripeion transcnpf:lon, prol.lrferacmn celu.l’ar,
apoptosis; reduccion de expresion
conduce a menor crecimiento de
Detoxificacién tumoral.
Indispensable para la viabilidad de
.. cardiomiocitos; homeostasis redox;
Antioxidante

preserva integridad mitocondrial.

Concentraciones libres de
IGF-1, fuerza muscular, masa
corporal sin grasa

Diabetes tipo 2 y resistencia a
insulina; osteoartritis,
densidad mineral 6sea;
deficiencia mental.

Osteoartritis.

Céncer de prostata; cancer de
pulmon; cancer de colon.

Céncer prostata; afecta estatus
de selenio -selenio y SEPP en
plasma- y expresion de otras
seleno proteinas; adenoma de
colon; cancer de colon.

Adenoma de colon avanzado;
esclerosis lateral amiotrofica
familiar.

Céancer gastrico: la SNP en
TrxR2 interactia con GPx1
para afectar el riesgo.

La particularidad de Se en el contexto de la salud humana consiste en un estrecho intervalo de
concentraciones en el que se observan efectos favorables. Ya se menciono antes que la ingesta
recomendada corresponde a 55 - 75 pug Se/dia, mientras que el limite superior seguro es de 400
ng Se/diay los efectos toxicos se observan con dosis superiores de 800 pg Se/dia. Otro aspecto
que distingue Se de la mayoria de los micronutrientes es que su ingesta en alimentos y bebidas

varia inmensamente a nivel mundial, fluctuando desde cantidades deficientes a muy excesivas.



En el caso de ingesta de cantidades tdxicas, lo que ocurre en las regiones con suelos seleniferos
(por ejemplo, la provincia Enshi de China), en la poblacion se observan sintomas tales como
halitosis, pérdida de cabello y ufas, desordenes en sistema nervioso, pobre salud dental y en
ocasiones paralisis*?. Las ingestas tipicas y adecuadas en América del Norte varian entre 80 y
140 ng Se/dia, con promedio de 93 pg Se/dia (mujeres) y 134 pug Se/dia (hombres); entre tanto
en otras partes del mundo los niveles de selenio son considerablemente mas bajos.
Especificamente, en Europa y en Nueva Zelanda los intervalos van desde <30 a 60 pg/diay en
algunas regiones de China, se han reportado ingestas menores a 10 pg/dia'. Claramente, existen
poblaciones grandes alrededor del mundo que no cumplen con los requerimientos minimos de
selenio establecidos, lo que se atribuye al bajo contenido de selenio en suelo y agua. Aunado a
las fluctuaciones de concentraciones totales de Se, su biodisponibilidad en la cadena
alimenticia depende de las formas fisicoquimicas presentes en un sitio dado, del pH y del
contenido de materia organica en el suelo, y finalmente la presencia de otros minerales que

pueden formar compuestos con selenio disminuyendo su disponibilidad®.

Asi pues, el estatus de selenio en los seres humanos, varia en diferentes partes del mundo de
acuerdo con su correspondiente ingesta en la dieta. Dicho estatus se evalta con base a las
concentraciones de Se en suero o plasma y, de manera general, niveles normales de Se
corresponden al intervalo 60 — 120 pg/L. En el caso de concentraciones inferiores, se
recomienda suplementacion con selenio. Se ha demostrado tanto a nivel de investigacién como
en la practica que los suplementos de Se ayudan a restaurar el estatus de Se, disminuyendo
riesgo de enfermedades e incluso eliminando sus sintomas. Por otro lado, también se han
reportado efectos adversos en casos de prolongada administraciéon de ciertos suplementos,
asociados con excesiva acumulacion de Se en el organismo. Especificamente, se han asociado
altas concentraciones de Se en torrente sanguineo con un incremento en prevalencia de diabetes
y alto riesgo de adquirir cancer> 7> #*+45_ A pesar de muchas evidencias acumuladas, no existe
consenso en cuanto a las recomendaciones acerca de estrategias, dosis y tiempos de
suplementacion. Por ejemplo, para la poblacion de los E.U., no se recomienda tomar
suplementos al tener concentracion de Se en suero mayor de 122 ug/L' *S; sin embargo, un
incremento de selenio hasta 130-150 pg/L ha sido asociado con la minima mortalidad*> %°.
Finalmente, es necesario también mencionar que se deberia de evitar tratamientos de
suplementacidn con selenio por periodos prolongados, para prevenir excesiva acumulacion de

Se y evitar asi sus efectos adversos en el organismo.



1.2.2 Cromo

La biodisponibilidad de Cr(IIl) en forma de compuestos inorganicos es baja (aprox. 2%), pero
la reactividad de ion libre dentro de un ambiente celular puede causar efectos adversos.
Especificamente, Cr(III) puede sustituir a Fe(Ill) en su unién con transferrina, ademas de
formar aductos con otras biomoléculas, afectando su estructura y funcionalidad*”> *%. En la
década de los afios 50 del siglo pasado, se report6 un efecto benéfico de Cr(IIl) contenido en
levadura sobre el metabolismo de glucosa y lipidos'®. Para resolver la aparente controversia se
ha propuesto que en levadura se forma un complejo denominado GTF (factor tolerante a
glucosa) como forma biolégicamente activa del Cr(III). GTF ha sido descrito como complejo
de Cr(III) con ciertos aminoacidos (glicina, 4cido glutdmico, acido aspartico, cisteina) y en
conjunto con el acido nicotinico (Figura. 1), aunque la estructura no ha sido completamente

elucidada'® 430,
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Figura 1. Estructura hipotética de GTF. La caracteristica crucial de la actividad bioldgica es la
coordinaciéon plana del acido nicotinico (NA) con el cromo trivalente. Las mitades de

aminoécidos, cisteina, dcido glutamico y glicina hacen que la sal sea soluble en agua ! .

Para explicar el mecanismo subyacente del efecto de Cr(IIl) en metabolizacion de glucosa y
lipidos en humanos, se ha propuesto la formacion de cromodulina - un compuesto de baja masa
molecular que, al unirse con Cr(IIl) se convierte en una forma bioldgicamente activa (LMWCr
low molecular weight chromium)*® °% 33, Se ha reportado también que cromodulina ayuda a
eliminar exceso de Cr en orina, lo que apunta a su adicional rol “destoxificante” en el
organismo®’. La cromodulina ha sido descrita como un oligopéptido sintetizado en higado,

compuesto de glicina, cisteina, aspartato y glutamato, con abundantes grupos carboxilicos que



aseguran unioén de cuatro equivalentes de Cr(II) por una molécula, con la constante de

formacion Kr= 1 x 10?! M*%4,
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Figura 2. Estructura hipotética de cromodulina propuesta por Vincent y col. (izquierda)®>;
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Insulin Receptor Fully Activated Chromodulin Loaded with Cr

mecanismo propuesto para la activacion del receptor de insulina por “cromodulina” (LMWCr)

en respuesta a insulina. IR: Receptor de insulina; I: Insulina (derecha)®.

La estructura hipotética de LMWCr, propuesta en base a biisqueda de secuencias genémicas se
presenta en la Figura 2°°. Se ha propuesto que LMWCr puede funcionar como parte de un
sistema unico de auto amplificacion para sefializacion de insulina *° (Figura 2). Cabe recordar
que, cuando la concentracion de insulina en sangre incrementa (después de la ingesta de
alimentos), se une a su receptor provocando cambio conformacional que resulta en la auto
fosforilacion de un residuo de tirosina en el receptor. El resultado es una activa tirosina quinasa
que permite transmitir sefiales de insulina a las células. El papel de Cr(III) ha sido planteado
de manera que, en respuesta al incremento de la insulina, el cromo es transportado desde sangre
a las células sensibles a insulina para unirse con apo-cromodulina presente en estas células.
Finalmente, el holoLMWCr se une al receptor amplificando su actividad quinasa. Cuando la
sefializacion se acaba, una caida en los niveles de insulina en sangre facilita la relajacion de la
conformacion del receptor, y el holoLMW(Csr es excretado de la célula. Por ultimo, LMWCsr se
elimina en la orina®’. Es sumamente importante mencionar que el aislamiento y la
caracterizacion estructural de cromodulina han sido desafiantes, por lo tanto, la formacion de
union cromodulina-Cr(IIT) y su papel en mejorar la sensibilidad a insulina no han sido
elucidados por completo, aunque ambos aspectos han sido estudiados en modelos de resistencia
a insulina y diabetes>®%. Cabe también resaltar que el enfoque principal de estudios realizados

hasta la fecha ha sido en la identificacion de especies bioldogicamente activas de Cr(III) en
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lineas celulares y/o tejidos tanto de manera in vitro como in vivo® 4739 52.5%.60_En este contexto,
la espectrometria de masas es una herramienta de gran utilidad para la caracterizacion de
compuestos involucrados en la accion benéfica de Cr(III) en el organismo. Especificamente,
Vincent y col. analizaron un extracto de higado bovino mediante MALDI-TOF MS y ESI-QIT
MS en modo negativo; e identificaron al péptido pGluGluGluGluGlyAspAsp, asignandolo
como parte d¢ LMWCr™. En la Figura 3. se observa el espectro de masas PSD (Post Source
Decay) obtenido del ion m/z 804 proveniente de LMWCr de higado bovino, comparada con 2
secuencias de péptidos sintéticos B y C, coincidiendo las sefiales de masas de los iones m/z

384,428, 482 y 570, presentes tanto en el péptido aislado como en los estandares™.
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Figura 3.Espectro de masas en modo negativo [M-H'] mediante MALDI/TOF PSD de (A)
péptido extraido de higado bovino con m/z 804 correspondiente a péptido parte de LMWCr;
(B) m/z 802 de péptido sintético pEEEEGDD; y (C) péptido sintético pPEEEGEDD. 2

Sin duda, este trabajo fue un gran avance hacia el entendimiento del rol fisiologico de Cr(III)
y una aportacion a nivel molecular en los estudios de suplementacién con cromo. Queda sin
embargo abierta la problematica del uso de Cr(IIl) en el tratamiento de sintomas de diabetes
mellitus tipo-2 y de otras enfermedades relacionadas con deficiente metabolismo de

carbohidratos y lipidos.

En resumen, se sabe que suplementacion con Cr(III) tiene efectos benéficos en la salud
humana, principalmente relacionados con mejoramiento de la funcion de insulina y decremento
de los niveles de triglicéridos; con ello se logra una menor incidencia de sindrome metabolico,

el apoyo en el control de diabetes y mejor control de masa y composicion corporal® 3 1130, Sin



embargo, también se sabe de algunos casos aislados donde tratamientos prolongados o en dosis
altas generan afectos adversos a la salud en los que se incluye estrés oxidativo, genotoxicidad

y dafio renal®!

. A diferencia de Se, la elucidacion estructural de las especies de Cr(III) presentes
en alimentos/suplementos, de aquellas formados en el organismo humano y el entendimiento
de los mecanismos responsables de su accion benéfica, siguen siendo un reto después de casi
60 afios de haber estudiado el papel de Cr(III) en el metabolismo de carbohidratos. En paralelo
con investigacion de bases moleculares subyacentes del papel de Cr(IIl) en el organismo, se
estan buscando las mejores estrategias de suplementacion'! ®% %2 Como uno de los temas
actuales, hay que mencionar la busqueda de la forma de Cr(IIl) més adecuada en suplementos
para asegurar su buena biodisponibilidad y utilizacion en el control de metabolismo de
carbohidratos y lipidos, evitando al mismo tiempo excesiva acumulacion de Cr y relacionado

con ello, efectos adversos®” 2.

1.3 Suplementos dietéticos de Se y Cr(III)

Los suplementos dietéticos se definen como productos naturales, intencionalmente
enriquecidos o sintéticos, que contienen vitaminas, minerales, aminoacidos y/o extractos de
ciertos organismos, mismos que se administran para incrementar la ingesta dietética total,
complementarla o suplir alguno de sus componentes, y asi reducir el riesgo de desarrollar
enfermedades®. El “Center for Food Safety and Applied Nutrition” (CFSAN), parte de la FDA,
es la responsable de supervisar estos productos en Estados Unidos de Norte América; mientras
tanto en México, la Secretaria de Salud es la responsable a través de la COFEPRIS. Los
suplementos dietéticos no necesitan contar con algun registro sanitario, el fabricante es
responsable de someter un “aviso de funcionamiento” de estos productos, y debera de cumplir
con el contenido, etiquetado e inocuidad de su producto. Dentro de los suplementos dietéticos
mas usados, se encuentran los vitaminicos/ multi-minerales (MVMs), normalmente
conteniendo algunas de las siguientes especies o combinacion de ellas: vitaminas A, C, D, E'y
K, conjunto de vitaminas B; asi mismo especies de Ca, Fe, Zn, Co, Se, Cr, etc. Estos deben
contener conocidas y adecuadas concentraciones de las formas biodisponible, bioactivas y

estables de los elementos de interés.

En el caso de suplementos obtenidos mediante procesos biotecnologicos (a partir de plantas y
microorganismos), estos suelen contener de manera adicional antioxidantes, vitaminas,

aminoacidos y proteinas que en su conjunto potencializan los efectos benéficos para la salud.
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En cuanto al selenio, en la seccion 1.2.1 qued6 demostrada la necesidad de su suplementacion.
Aunque los alimentos y agua potable pueden contener de manera natural diferentes especies de
Se, desde oxo-aniones inorgdnicos hasta seleno aminodcidos libres o incorporados en la
estructura de proteinas, en muchas regiones su ingesta diaria es deficiente. Las rutas de
asimilacion de Se en mamiferos han sido extensivamente estudiadas y, como ya se ha
mencionado, independientemente de la especie ingerida, el Se es llevado a un pool de seleniuro
(H2Se)®. En el caso de Se(IV) o Se(VI), ocurre la reduccion con participacion de glutation
como donador de electrones. En el caso de especies organicas, las enzimas del grupo liasas son
responsables por la ruptura de enlaces de Se liberando directamente H2Se o primero CH3SeH
y después, por accion de desmetilasas en H2Se®. A partir de seleniuro, el Se puede ser utilizado
para la sintesis de aminoacidos y proteinas o puede ser metilado para su eliminacidon en orina
o como compuestos volatiles®®. Debido a que practicamente todas las especies de Se pueden
ser asimiladas y utilizadas por el organismo humano, la seleccion de la especie para
suplementacidon no parece ser importante; aunque es reportado que se prefieren las formas
organicas por dos razones: (i) asimilacion de Se inorganico consume GSH y provoca estrés
oxidativo, y (i1) muchas de las formas organicas tienen demostrada actividad biologica en
prevencion de cancer. En la Tabla 2 se muestra un resumen de los diferentes suplementos
dietéticos de Se disponibles en el mercado mexicano, mostrando la identidad de la especie de

Se presente.

Tabla 2. Suplementos dietéticos de selenio con sus especies disponibles y concentracion en el

mercado mexicano.

Suplemento Contenido de Se . Vitaminas, proteinas, Costo
. . Forma de selenio A NI
comercial en etiqueta (ng) antioxidantes, aminoacidos MXN

Nature’s Bounty
Selenium

S. cerevisiae Levadura de cerveza, celulosa
200 enriquecida con selenio | vegetal, acido estearico, silice, $ 135
(SeMet) estearato de magnesio vegetal

| Selenium ¢
B 200meg i

Sumprts Prostate
Immane. System Ha
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Solgar Selenium

S. cerevisiae

Levadura de cerveza, sulfitos,

. 200 enriquecida con selenio L, . $410
e q trigo, acido estedrico vegetal
3 'YEAST BOUND ! (SeMet)
GNC Sel
Fosfato di calcico
100 S. cerevisiae celulosa
enriquecida con selenio dioéxido de silicio $230
Sel (SeMet) acido estedrico
i estearato de magnesio
Fiasco con 100 Tabletos/
battle with 100 Tablets
Amazing Formulas
Selenium
Levadura de cerveza, fosfato di
S, cerevisiae calcico, celulosa, dioxido de
200 L . silicio, estearato de magnesio, $800
enriquecida con selenio L. L.
acido estearico, croscarmelosa
de sodio
BIOVEA Selenium
Harina de arroz, hidroxipropil,
100 L-SeMet metilcelulosa, estearato de $235

BIOVEA
l 100rco 4} .
| ol ,

el

magnesio vegetal
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NOW Selenium

Harina de arroz, hipromelosa,

| Super Selenium J
Complex f
200 meg & VitaminE o

it 3

Naz2SeOs4

estearico, didxido de silicio,
fosfato di calcico

200 L-SeMet L . L. $250
acido estearico vegetal
"Selenium
200 meg
@Eantia) Mineral)
Salud&Vida Selenio
— — Harina de arroz, vitamina C,
B-caroteno, sorbitol,
100 L-SeMet hidroxipropil, metilcelulosa, $190
diéxido de silicio
Country Life
Selenium
L-SeMet Celulosa, metilcelulosa, didxido
100 de silicio, estearato de $250
Ty magnesio, acido estearico
Life
| SELENIM !
Life Extension Super
Selenium Complex
Vitamina E (20 mg), celulosa

200 Me-SeCys, SeMet, micro cristalizada, acido $220

Se puede observar en la Tabla 2 que, la mayoria de los suplementos comerciales son

producidos a partir de levadura (S. cerevisiae) enriquecida in vivo con Se. Para ello, durante el

crecimiento de la levadura se agrega Se(IV) al cultivo; los microorganismos lo retienen y
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transforman principalmente en SeMet - la cual se incorpora de manera no especifica a las
proteinas. Estos suplementos son muy bien caracterizados, tanto a nivel de las condiciones
empleadas durante su produccion, como en términos de especiacion de Se!® 68, Se considera
que la levadura selenizada es de buena calidad si Se en forma de SeMet corresponde a 60-90
% de selenio total y el residuo de Se(IV) a menos de 1 % de Se total®. Entre las ventajas de
levadura como fuente de selenio hay que mencionar: (i) SeMet como forma organica,
mayoritaria y estable de Se; (ii) alto contenido de Se organico (mas de 1000 mg Se/kg); (iii) es
un proceso de produccion rapido y controlado. Como se observa en la Tabla 2, algunos
suplementos contienen SeMet en forma libre y no incorporada a las proteinas. A pesar de la
clara preferencia por SeMet (principalmente por su relativamente facil obtencion y buena
estabilidad), hay evidencias de su acumulaciéon y de efectos adversos cuando la ingesta es a
largo plazo’™. Otras formas organicas de Se, especialmente SeMeCys y y-glutamil-Se-
metilcisteina, son sintetizadas en las plantas y presentan una mayor actividad biologica; sin
embargo, estas especies son menos estables y su obtencién en relativamente altas
concentraciones es mas dificil en comparacion con SeMet; por ello, suplementos con estos
compuestos son relativamente escasos. Se pueden también mencionar suplementos que
contienen Se(IV) en forma de selenito de sodio, aunque la asimilacion de Se de esta forma
requiere etapa de reduccion, lo que expone a los consumidores a un aumento de estrés

oxidativo.

A pesar de extensos estudios dedicados a la produccion de suplementos, caracterizacion
estructural y cuantificacion de especies de Se, relativamente poco se sabe sobre el impacto que
este elemento tiene en los organismos utilizados para producir suplementos dietéticos,
especificamente a nivel protedmico y metabolomico. Estos datos serian de importancia en el
contexto de valor nutritivo de suplementos basados en microorganismos enriquecidos in vivo
con Se. El proyecto de tesis se enfoca en la evaluacion de impacto de Se(IV) en levadura de
pan a nivel de proteoma, en el fraccionamiento isotopico de Se duranta el proceso de bio -
fortalecimiento de levadura y en la evaluacion de la actividad antioxidante de nanoparticulas

de selenio elemental formadas como resultados de la actividad metabolica de levadura.

Como ya se menciono anteriormente, el Cr(II) como cation inorganico no esta biodisponible
y, de hecho, solamente 2% de la cantidad ingerida se absorbe en el tracto digestivo. También
se sabe que, ademas de su papel benéfico en el metabolismo de carbohidratos, Cr(III) ejerce
efectos toxicos en el ambiente celular mediante formacion de aductos con biomoléculas. El ion

Cr(III) en el tracto sanguineo se une a transferrina y es transportado a diferentes 6rganos y
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tejidos>; el Cr(I1I) utiliza sitios de unién de Fe(III) de manera similar como ocurre para Al(11I)

o Bi(III)*. Por otra parte, el Cr(III) al unirse con apo-cromodulina, presenta actividad biologica

mediante unién al receptor de insulina. Como ya fue mencionado en la seccion 1.2.2, la

cromodulina es un oligopéptido y se aislo a partir de higados de algunos animales; y solo una
48, 52.

parte de su estructura fue elucidada por espectrometria de masas™ °“; aunque todavia faltan

evidencias contundentes de su formacion y su papel bioldgico en humanos.

Ademas de la funcion en transporte de Cr(I1I), algunos autores proponen que la unién Cr(II)-
Tf ayuda en prevenir efectos toxicos de Cr(III) a nivel celular’!. Cabe también mencionar que
Cr(III), al unirse con Tf, provoca cambios conformacionales de proteina y, dependiendo de las
condiciones -principalmente del pH y de la cinética de liberacion de Cr(II)-, puede ser lenta o
rapida®. En este sentido, en un estudio reciente Vincent y col. argumentan que dicha liberacion
es suficientemente rdpida para ser fisiologicamente relevante*’. En otras palabras, se propone
que transferrina no solamente transporta el Cr(III) en el torrente sanguineo, pero también lo
entrega a los sitios de accion especificos en diferentes tejidos del cuerpo. Los hallazgos que se
acaban de describir son de relevancia para la suplementacion con Cr(I1I), donde principalmente
se utilizan las formas organicas para asegurar efectiva absorcion del Cr(IIl) en el tracto
digestivo, pero muy poco se sabe de su transporte y de los posibles complejos de cromo
formados in vivo. Especificamente, en el contexto de trabajo de tesis, parece interesante
estudiar la interaccion de diferentes formas de Cr(IIl) que son utilizadas en suplementos
comerciales, y con proteinas de suero humano. Los resultados podrian contribuir en un mejor
entendimiento de papel biologico de Cr(Ill), asi como establecer la mejor forma para su

suplementacion.

Tabla 3. Suplementos dietéticos de cromo disponibles comercialmente en México, indicando

forma de Cr(III) y su concentracion.

Supleme.nto Contenido de Forma de cromo (I1I) Yitz}minas, pro.tein'as‘, Costo
comercial Cr(III) (ng) antioxidantes, aminoacidos
Pure encapsulations
200 Picolinato de cromo - $250
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200

500

Picolinato de cromo

Celulosa microcristalina,
celulosa vegetal, estearato de
magnesio vegetal

$410

GNC Chromium

Chromium
Picolinate 200

200

Picolinato de cromo

Fosfato di calcico, celulosa,
dioxido de silicio, acido
estearico, estearato de
magnesio vegetal

$300

INNATE

m INNATE

100

GTF
(levadura S. cerevisiae)

Extracto de arroz organico, S.

cerevisiae, brocoli organico,

zanahoria orgénica, hojas de
perejil organico

$610

100

Levadura S. cerevisiae
enriquecida con cromo

Levadura, maltodextrina,
celulosa micro cristalizada,
talco mineral, hidroxipropil,
metil celulosa, didxido de
silicio, estearato de magnesio

$600

FaAm

Chromium

200

GTF (Levadura S.
cerevisiae enriquecida)

Levadura, celulosa, estearato
de magnesio vegetal, capsulas
en base a grenetina
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En la Tabla 3, se presentan los suplementos de Cr(III) disponibles en el mercado
mexicano. De manera similar a Se, varios de los suplementos contienen levadura S. cerevisiae
enriquecida in vivo adicionando al medio de cultivo el cloruro de cromo (III)'®. En estos
productos aparece la etiqueta GTF como forma activa de Cr(III). Cabe senalar que, en estudios
clinicos, levadura enriquecida con Cr(III) demostré multiples beneficios sin presentar adversos
efectos secundarios. En el caso de pacientes diabéticos, se utilizaron dosis desde 20 pg/dia a
1000 pg/dia por periodos de 2 meses a 7.8 afios, logrando un buen control de niveles de
glucosa®®. Es importante recordar sin embargo que, la identidad de GTF no ha sido elucidada
y tampoco se conocen mecanismos responsables por su absorcion en el tracto digestivo y su
metabolismo en el organismo humano. Por otro lado, GTF y otras formas orgéanicas de Cr(III)
son preferidas en suplementacion debido a que especies inorganicas, como cloruro de cromo
(IIT) y sulfato de cromo(Ill) administradas por periodos prolongados, provocan efectos
toxicos®’. Fuera de cualquier duda, los suplementos mas utilizados a nivel mundial son los que
contienen picolinato de Cr(IIT) (CrPic3) y también estos suplementos son populares en México,
tal como se muestra en la Tabla 3. Se puede observar que, en CrPic3, el ion Cr(IIl) estd
coordinado por tres moléculas del acido picolinico y se ha demostrado que el Cr(IIl) es mas
biodisponible en esta forma respecto a compuestos inorganicos de Cr(II1)®°; sin embargo, es
importante mencionar cierta controversia que ha crecido con relacion a CrPics. Por un lado, en
varios estudios se report6 su efectividad en el control de peso > y también en el manejo de
niveles de glucosa y de lipidos, especialmente en pacientes diabéticos®> 7. Y por otro lado, se
han obtenido numerosas evidencias de la falta de efectos benéficos e incluso de su caracter
toxico’* 7; aunado a ello no hay certeza en cuanto a los mecanismos responsables por su

absorcion y transformacion en el organismo humano.
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Figura 4. Estructura de compuestos organicos sintéticos utilizados en suplementos dietéticos

de Cr(III): (a) picolinato de cromo(IlI); (b) polinicotinato de Cr(III); (c) malato de Cr(III); (d)
glicinato de Cr(III).
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Es de notar el continuo esfuerzo en mejorar la efectividad de los suplementos de Cr(III) en
forma de compuestos orgénicos sintéticos, Figura 4; tal es el caso de polinicotinato de Cr(III)

(5b)7%, malato de Cr(III) (5¢)”7, glicinato (5d)’8, entre otros.

En resumen, en cuanto a suplementos dietéticos de Cr(Ill) se pueden distinguir tres lineas
principales de investigacion: (i) establecer el protocolo de un eficaz enriquecimiento de
levadura con Cr(Ill); (ii) profundizar en el conocimiento sobre mecanismos responsables de
los efectos benéficos de levadura enriquecida y (iii) establecer cudles compuestos organicos
sintéticos son mas efectivos en la suplementacion y entender los mecanismos responsables de
su actividad biologica. En el proyecto de tesis, se propone estudiar el primer aspecto, evaluando
diferentes medios de cultivo y estrategias de exposicion a diferentes formas de Cr(II); como
criterio de seleccion se evaluara la produccion de biomasa y la concentracion de Cr en dicha

biomasa.

La realizacion de estudios planteados hasta ahora requiere el uso de las herramientas de
quimica analitica moderna, incluyendo espectrometria de masas. Por ello, en las siguientes

secciones se hace una breve resefia de herramientas utilizadas en el trabajo.

1.4 Espectrometria de masas como herramienta analitica

La espectrometria de masas es una familia de técnicas analiticas que pueden ser
utilizadas para el andlisis cualitativo y/o cuantitativo de una gran variedad de analitos en
funcién de la relacion m/z de los iones generados en fase gas. Moléculas pequenias, péptidos, y
proteinas se encuentran entre especies analizadas rutinariamente por espectrometria de masas
(MS). Sin embargo, el analisis por MS no es trivial y se requiere de diferentes configuraciones
instrumentales; donde se definen cinco principales componentes: (i) sistema de introduccion
de muestra , (ii) dispositivo de ionizacion, (iii) separador de masas, (iv) detector, y (V)
procesador, siendo ademas una parte esencial el sistema de alto vacio. De manera general, el
analisis por espectrometria de masa inicia con la introduccion de muestra al dispositivo de
ionizacion, donde se generan iones en fase gaseosa. La separacion de estos iones requiere que
no haya colisiones con otras moléculas mientras estos viajan por el espectrometro, lo cual
ocurre en condiciones de alto vacio (10~ — 10 torr). Posteriormente los iones son separados
con base a sus relaciones m/z antes de llegar al detector, el cual tiene la funcion de censar los
iones, convertir el conteo en la corriente eléctrica y amplificar la sefial normalmente en varias

ordenes de magnitud. En el Gltimo paso, un procesador de sefiales convierte la informaciéon en
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un conjunto de picos denominados como espectro de masas; en el que se grafica la abundancia

de los iones respecto a su relacion m/z. El proceso completo se esquematiza en la Figura 5.

I l Sistema de vacio

Fuente de Separador de
.y ionizacion p Detector
Inveccion de muestra masas

LC
w ESI Quadrupolo Multiplicador de e
MALDI TOF Copas de Faraday
Infusion directa APCI Trampa de iones Platos de micro canales
FI Orbitrap
FT-ICR

Figura 5. Componentes principales de un instrumento de espectrometria de masas (MS).

La resolucion de masa y el poder de resolucion de masa son dos términos atribuidos a la
capacidad de un espectrometro de masas para poder adquirir de manera individual dos sefiales

de m/z muy proximas entre si.

La IUPAC define el poder de resolucion de masa como la capacidad de un espectréometro de
masas para distinguir entre dos iones con una minima diferencia de m/z entre ellos,
calculandose como:

m/z

= Xanjz)

Ec. 1

En donde m/z, es el valor del pico al cual la resolucion fue calculada; mientras tanto que el
valor de 4 (m/z) puede ser determinado por dos métodos diferentes: (i) definicion de 10 % valle

y (ii) definicion de anchura de pico.

En el primer caso; el 4 (m/z) se define como la diferencia entre dos picos, (m/z)1y (m/z)2, los
cuales tienen parecida intensidad y deberian ser resueltos entre ellos por la existencia de un
valle en un punto minimo correspondiente al 10 % de la altura de uno de los dos picos; donde
el ion dos se define a partir del primero mediante la ecuacion: (m/z)> = (m/z)1 + (4 m/z). Esta

definicidn se aplica comunmente a espectrometros del tipo sector magnético.
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Por otro lado, en la definicidon de anchura de pico, la medicion es realizada en un solo pico de
masa y el valor 4 (m/z) es determinado a cierta altura del pico, comiinmente a la mitad del pico
y es conocida como anchura completa maxima en la altura media del pico (FWHM). Esta
metodologia es comunmente utilizada en cuadrupolos de filtro de masa, trampa idnica, tiempo
de vuelo, movilidad i6nica e instrumentos de transformada de Fourier como el Orbitrap e ICR.
En Figura 6, se presenta el poder de resolucion de masa para un instrumento bajo las dos
metodologias de calculo de A4m, por definicion de valle 10 % y por definicion de anchura de
pico (FWHM). Instrumentos de poder de resolucion alta son normalmente atribuidos a valores
de resolucion mayores de 10,000; donde se excluye a los filtros de masas del tipo cuadrupolo

y a los analizadores de trampa i6nica” 8,

1001 10 % valle

75

50 -

Intensidad, %

25

107 pwam B

75 1

m = 288.2084
A m Am y,, = 0.0576
Rp =5,000 (FWHM)

50

25

Intensidad, %

288.0 288.1 288.2 2883 2884  288.5

m/z

Figura 6. Poder de resolucion de masa para pico m/z 288.2084, (A) definicion de 10 % valle y
(B) definicion FWHM?. (El espectro de masa fue obtenido del software DataAnalysis 4.0).

La resolucion de masa se define como la separacion entre dos picos cercanos en el espectro de
masas. Mientras que la [UPAC, menciona la resolucion de masa como la pequeiia diferencia
de los valores m/z de dos picos adyacentes; pueden ser resueltos solo si la diferencia entre ellos

es mayor al valor 4 m/z, anteriormente descrito. Para tener buena exactitud en las mediciones
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de m/z, la resolucion en la linea base en ambos picos deberia ser lograda. Esto involucra un
poder de resolucion (Rp) mayor a tres veces la relacion: (m/z)2 /(4 m/z). En la Figura 7, se
observa claramente que la anchura de pico y la exactitud de masa son afectadas por el poder de
resolucion (Rp) en el instrumento. Es evidente que al incrementar el poder de resolucion se
decrementa la anchura de pico, logrando completa resoluciéon de ambos picos a partir de valores

Rp mayores de 20,0007,

A 288.1720 288.2084
100
50 -
100 |
1 B
50 |
NS
=
[
= !
2 100 C
e
=
L]
50 -
100 | |
X /\ /\
0
288.05  288.10 288.15 288.20 288.25 288.30
m/z

Figura 7. Espectro de masas simulados para ionizacidon positiva de 3-metil éter estradiol
(IM+H]", C19H2702, m/z 287.2006) y para 2-hidroxiestrona ((M+H]", C1sH2303, m/z 287.1642);
se presentan los picos a poderes de resolucion de (A) 5000, (B) 10000, (C) 20000 y (D) 300007°.

(Los espectros de masas son simulados en el software DataAnalysis 4.0).

La exactitud es otro factor importante cuando se interpretan espectros de masas, la cual

se refiere a que tan cerca esté el valor de masa medido con respecto al valor de masa esperado
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(verdadero). La exactitud de masa, calculada como la diferencia entre la masa experimental y
teodrica esperada dividida entre la masa teorica, varian enormemente entre diferentes sistemas

de espectrometria de masas. Generalmente se expresa en base al error en partes por millon

(ppm)*'.

m/z teorico m/Z experimental

m/Z tedrico

Error = (10%) [ppm] Ec.2

1.5 Sistemas de ionizacion

Independientemente de la metodologia utilizada para introducciéon de muestra a un
sistema de espectrometria de masas, se requiere generar iones de los analitos en fase gas.
Existen diferentes técnicas de ionizacion y su uso depende del tipo de muestra a analizar y por
tanto de sus propiedades fisicas y quimicas; por ejemplo, cuando moléculas en fase gas son
introducidas a una fuente de ionizacion después de un sistema de cromatografia de gases (GC),
la ionizacion por impacto de electrones (EI) y/o ionizacion quimica (CI) son técnicas altamente
recomendadas. Por otro lado, cuando una separacion se lleva a cabo a través de cromatografia
de liquidos (LC), los analitos en fase liquida son ionizados en condiciones atmosféricas o muy
cercanas a ella, utilizando métodos como: ionizacidn por electronebulizacion (ESI), ionizacion
quimica a presion atmosférica (APCI), o fotoionizaciéon a presion atmosféricas (APPI).
Destacan también otras técnicas de ionizacidbn comunes tal como plasma acoplado
inductivamente (ICP), la desorcion/ionizacion laser asistida por matriz (MALDI),
desorcion/ionizacion por electronebulizacion (DESI), ionizacion de evaporacion rapida (REI)

y desorcion termal (TD).

En la Figura 8, se muestra un esquema donde se relaciona la técnica de ionizacion mas
adecuada para ciertos tipos de analitos en base a su polaridad y masa molecular. Destacando
que para moléculas de baja masa molecular y de naturaleza no polar, ionizacion por impacto
de electrones, APPI o ionizacidon quimica son las més adecuadas. Mientras que, para el estudio
de moléculas de gran tamafio molecular con naturaleza polar, la ionizaciébn por
electronebulizacion (ESI) y MALDI son las mas recomendada; por ejemplo, el andlisis de

proteinas y péptidos.
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Figura 8. Esquema de rango de polaridad y de masa molecular cubierto por las técnicas de

ionizacion (Shimadzu corporation).

Las tltimas dos técnicas de ionizacion mencionadas han revolucionado el uso de
espectrometros de masas en los ultimos afios. La importancia del desarrollo de MALDI y ESI
fue globalmente reconocido cuando a los inventores, Koichi Tanaka de Shimadzu Corp y John
Fenn de Virginia Commonwealth University, se les otorgd el premio Nobel en Quimica en
2002 por sus contribuciones en este campo. Sin embargo, mucho del crédito también debe ser
reconocido a Michael Karas y Franz Hillenkamp, quienes desarrollaron inicialmente la idea de

las técnicas de desorcion laser®>4. En la Tabla 4, se presenta un breve resumen donde se

compara diferentes métodos de ionizacion cominmente utilizados en espectrometria de masas.

Tabla 4. Resumen de los atributos de diferentes métodos de ionizacion usados en

espectrometria de masas

L. . Naturaleza de los Introduccion de Rango de L,
Técnica de ionizacion . Descripcion breve
analitos muestra masa
. Método duro,
Impacto de electrones | Volatiles; estables Cromatografia de .,
.. <1000 Da formacion de
(ED térmicamente gases
fragmentos
Ionizacion quimica Volatiles; estables Cromatografia de <1000 Da M¢étodo suave; ion
(CI) térmicamente gases molecular
Bombardeo rapido de Compuestos Cromatografia de <5000 Da Meétodo suave;
atomos (FAB) organometalicos liquidos requiere matriz
Desorcion/ionizacion Biomoléculas La muestra es co- . Me¢étodo suave;
.. , .. Por debajo de ., .
laser asistida por (proteinas, ADN, cristalizada con una 500.000 Da formacion de iones
matriz (MALDI) gluco-conjugados) matriz ’ mono-cargados
., Compuestos . Método suave;
Ionizacion por . . ., De muy bajas . .
inorganicos y Muestra en solucion iones multiple
electrospray (ESI) L. a muy altas
organicos cargados
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1.5.1.1 Ionizacion por impacto de electrones — EI
El impacto de electrones es la forma méas comun de ionizacidn en aplicaciones de cromatografia

de gases (GC). Ocurre en la reaccidon en fase gas descrita a continuacion:
M+ e > M" + 2e” Ec.3

Donde M es la molécula neutra que se ioniza, y M* es el cation radical originado en el proceso.
Inicialmente, moléculas sin carga en fase gas son bombardeadas con un haz de electrones de
alta energia de 70 eV. Una diferencia de potencial energiza la fuente de electrones, donde la
colision con moléculas neutras resulta en la eyeccion de dos electrones y la formacion de un
radical cationico. Este proceso de alta energia considerado como “ionizacién dura” causa gran
rompimiento de las moléculas, originando fragmentos diversos con valiosa informacion
estructural para creacion de librerias a partir de los patrones de fragmentacion, permitiendo

1dentificacion de analitos en muestras desconocidas.

1.5.1.2 Ionizacidn quimica — CI

La ionizacidon quimica es una técnica de ionizacion suave comunmente usada en GC-MS,
caracterizada primordialmente por la formacion de iones moleculares donde un protén es
transferido o abstraido de un gas, habitualmente metano, amonio o isobutano. El resultado de
la ionizacion quimica es la formacion de iones protonados con carga positiva (MH"); tal como
ser observa en el ejemplo de la Ecuacion 4, donde se presenta la reaccion de ionizacion quimica

entre una molécula neutra y gas metano:

CH, + e~ - CH;" + 2e~ Ec.4 (a)
CH, + CHj - CH{ + CH; Ec.4 (b)
CHZ + M - CH, + MH* Ec.4 (c)

Evidentemente también existe ionizacion quimica en modo negativo, en el que iones son
producidos por extraccion de protones usando gases de caracter basico; esta técnica es tipica

en la industria farmacéutica para cuantificacion de benzodiazepinas y otras drogas.

1.5.1.3. Ionizacién por electronebulizacion — ESI

La ionizacion por electronebulizacion es la ionizacion suave mas robusta que existe, permite
la formacion de iones en fase gas a partir de especies presentes en la solucion, incluyendo iones
de grandes moléculas no volatiles, por ejemplo, péptidos y proteinas. Dicha solucion esta

preparada en un solvente volatil y preferiblemente de naturaleza polar y se introduce a un
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capilar cargado con un voltaje de 1 — 5 kV, formando un aerosol con pequenas gotas (10 ~ pm)
de diametro. Para facilitar la nebulizacion y evaporar el solvente de las gotas formadas se utiliza
gas de secado (N2). Bajo estas condiciones, las gotas se van rompiendo en su camino hacia la
fuente disminuyendo su tamafio, haciendo que las particulas se aproximen entre si, repeldndose
unas con otras debido a su naturaleza con misma carga; causando formacion de gotas aun mas

pequeiias en un proceso conocido como explosion de Coulomb (Figura 9).

Taylor VZOAN
cone log o, (fo N\
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. j - >
Salida LC Ag;i:;ie -3 ~ _ @ @ —> Analizador
(99%\ ’:o\ ~ de masas
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—  Alto

voltaje

Figura 9. Representacion de una fuente de ionizacion por electrospray (ESI)*®

Tones con miltiple carga [M + nH""] son frecuentemente formados en ESI, lo cual es ventajoso
para el analisis de grandes macromoléculas como péptidos y proteinas. La multiple carga de
los analitos provoca una reduccidn en sus respectivos valores de m/z y por consecuencia entran
en el rango aceptable de andlisis de espectrometros de masa. A pesar de resolver los problemas
relacionados con el estudio de grandes moléculas mediante espectrometria de masas y mejorar
su capacidad de analisis acoplandolo con cromatografia de liquidos. En un principio, Fenn y
col. inyectaron muestras con flujos de 2 - 20 uL/min, lo cual gener6 problemas cuando se
trabajaba con ciertas muestras biologicas. Tiempo después, el desarrollo de tecnologias de
nano-espray, las cuales operan a muy bajas velocidades de flujo - del orden de nano litros por
minuto (nL/min)- permiti6 minimizar la velocidad de flujo y mejorar del mecanismo de

formacion de iones.

1.5.1.4. Ionizacion por APCI

La ionizaciéon por ionizacion quimica a presion atmosférica (APCI) ocurre a presion
atmosférica y requiere de nebulizacion, desolvatacion e incorporacion de una interfaz similar
a ESI; sin embargo, en APCI la formacion de iones ocurre de manera diferente comparando
con ESI. La técnica parte de la evaporacion del solvente por medio de calor, y el vapor generado

es entonces ionizado por electrones de baja energia que al mismo tiempo ionizan un gas (Oz,
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N2, H20, etc.), desencadenando una serie de reacciones ion/molécula que produce iones
positivos y negativos del analito. Por otro lado, el alto calor (400 °C) utilizado en APCI puede
generar pérdida de algunas modificaciones metabolicas hechas a los analitos de interés, por lo

que es dirigida principalmente para analitos pequefios y moléculas térmicamente estables.

1.5.1.5. Sistema MALDI

La desorcion/ionizacion laser asistida por matriz quimica (MALDI) es una técnica de
ionizacion suave que permite analisis de moléculas en muy amplios intervalos de valores m/z
y sin requerimiento de su volatilidad o polaridad, incluyendo proteinas, péptidos,
carbohidratos, polimeros y oligonucleotidos. Tipicamente las muestras se preparan en fase
solida liberando iones de los analitos en fase gaseosa. En la técnica convencional, la muestra
es co-cristalizada con una matriz quimica que absorbe fuertemente la energia de laser. Para
dicha co-cristalizacion, la muestra diluida en un disolvente relativamente volatil (< 1 pL) se
mezcla con exceso de una matriz apropiada (relacion de volumenes aprox. 1:1) y es cargada en
la superficie de una placa porta muestras MALDI. Una vez secado el depdsito, se obtiene la
co-cristalizacion deseada. Los componentes de la mezcla son llevados a la fase gaseosa por un
pulso laser, que usualmente suele ser laser de nitrégeno con longitud de onda de 337 nm, el
cual incide en el pocillo con la muestra co-cristalizada (Figura 10). La energia es absorbida por
la matriz y es desprendida de la superficie ionizando la muestra en el proceso, dando lugar a
especies mono-cargadas que son aceleradas por un potencial de 10-30 kV. TOF es el analizador
de masas tipicamente utilizado con MALDI debido a que cada pulso de laser genera grupo de
iones que son transportados al analizador de masas en paquetes discretos, los cuales llegan al

detector en tiempos de vuelo que van de los 10 us a los 100 ps.

Nitrogen laser beam
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Figura 10. Proceso de ionizacion por MALDI. La matriz co-cristalizada es bombardeada con
laser que excita la matriz, la cual transfiere energia a los analitos. El resultado es la ionizacion

y desorcion de los analitos, principalmente como especies de una sola carga®.
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Contrario a ESI, donde la ionizacion produce especies de multiple carga para
biomoléculas, la ionizacion en MALDI tiende a generar especies de una sola carga que

permiten identificar el ion molecular para analitos como proteinas, carbohidratos y lipidos®®.

Existen diferentes tipos de matrices disponibles para su uso en MALDI, la mayoria son
compuestos organicos de bajo peso molecular que absorben energia de radiacion UV y
transfieren dicha energia a la muestra, previniendo su descomposicion y promoviendo la
ionizacion de ésta. La mayoria de las matrices son mezcladas con la muestra en relacion

molares de 1000 : 1 a 10000 : 1; en relacion - matriz : muestra.

1.5.1.6 Ionizacion por ICP

A diferencia de otras fuentes de ionizacion a presion atmosférica, tal como ESI y APCI, la
técnica de ICP se clasifica como una ionizacion dura, la cual permite generacion de cationes
atdmicos monocargados con muy alta eficacia. ICP consta de un sistema de introduccion de
muestra al instrumento (nebulizador y cdmara de nebulizacion), una antorcha y un serpentin de
radio frecuencia (RF) para generacion y estabilizacion del plasma de argon, ademas de una
interfaz que conecta la fuente de ionizacion con el espectrometro de masas. La técnica de ICP
es utilizada principalmente para analisis ultra-trazas de elementos, y posee la ventaja de tener
un amplio rango dindmico de analisis y la capacidad de cuantificar algunos elementos a niveles
de partes por trillon (ppt). Lo que distingue la técnica ICP-MS de otras técnicas de

espectrometria atomica, ademas de muy alto poder de deteccion, es su capacidad isotopica.

1.5.2 Separador/analizador de masas

Los separadores de masas son la parte principal de los espectrometros de masas, estan
basados en la dinamica de particulas cargadas en un campo eléctrico y expuestas a un campo
magnético en alto vacio; su funcidn es separar los iones en funcion de su relacion m/z. Pueden
ser clasificados en dos grupos: (i) del tipo filtro, donde el analizador funciona como un filtro
de masas (ejemplo. cuadrupolo y trampa idnica) y (i1) del tipo analizador de masas, en los que

se encuentran tiempo de vuelo, sector de campo electrostatico y/o magnético.

Por supuesto que los separadores de masas varian en términos de resolucion, rango de masas,
disefio y por tanto del precio. Es importante mencionar que es habitual combinar dos
separadores de masas con el fin de mejorar el desempefio para ciertas aplicaciones, como es el
caso de la configuracion del QTOF, donde se logra alta resolucion de masas en modo MS y

MS/MS; y en QQQ, para realizar analisis cuantitativo por MRM.
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Enla Tabla 5, se describen algunos de los analizadores mésicos mas utilizados en la actualidad

vendidos en los instrumentos comerciales.

Tabla 5. Analizadores de masas mas utilizados en las metodologias analiticas

Separador de masas Acronimo Principio de funcionamiento

Dispersion temporal de un haz de iones a los que se

) confiri6 la misma energia cinética, bajo mismas
Tiempo de vuelo TOF o ] . .

condiciones de alto vacio, existe separacion de los iones

por su tiempo de vuelo en un tubo.

Deflexion de un haz continuo de iones; separacion por
Sector magnético B momento en un campo magnético debido a la fuerza de

Lorentz.

Haz de iones continuo en un campo cuadrupolar de
Cuadrupolo lineal Q radiofrecuencia lineal; separacion debido a la

inestabilidad de las trayectorias de los iones.

Los iones son atrapados y almacenados en un espacio
Trampa de iones IT delimitado por tres electrodos, y mediante ajustes de

voltajes permite expulsar los iones en funcion de su m/z.

) . Los iones son atrapados en un campo magnético (fuerza
Resonancia de ciclotron _ _ o
de Lorentz); separacion por frecuencia de su oscilacion

ionica por transformada FT-ICR _ _ . _
. en ciclotréon, deteccidon de corriente de imagen y
de Fourier B _ y o
transformacion de Fourier de sefial transitoria.
Oscilacion axial en un campo eléctrico no homogéneo;
Orbitrap Orbitrap deteccion de frecuencia después de la transformacion de

Fourier de la sefial transitoria.

1.5.2.1 Cuadrupolo

Los analizadores de masas del tipo cuadrupolo son filtros de iones, que usan ajustes de dos
tipos de campo electromagnético para permitir el paso de iones con particular relacién m/z. A
pesar de tener menor sensibilidad, resolucion, y rango de masas que un sector magnético, el
cuadrupolo es preferido en espectrometros de masas enfocados a investigacion y analisis

clinicos; esto debido a su relativamente menor costo, poseer tamafio compacto, robustez
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analitica y su facilidad para ser acoplado con sistemas de separacion cromatograficas tal como
GC o LC. Sin embargo, los cuadrupolos poseen capacidad muy limitada para separar altos
valores de m/z (usualmente funciona para < 4000 Da), tienen baja resolucién y no permiten
hacer analisis MS/MS. Por lo que es muy usual ver combinacién de cuadrupolos -por ejemplo,
QQQ; donde también el uso de hexapolos y octapolos pueden mejorar el enfoque de los iones

guiandolos hacia otros componentes (otros analizadores de masas).

El cuadrupolo consiste en un grupo de cuatro electrodos cilindricos o hiperbolicos
colocados paralelamente (Figura 11) en una configuracion cuadrada, donde un voltaje de
corriente directa (Vdc) es aplicado a dos de estos electrodos, y a los dos restantes un voltaje
alterno (Vac) con una radiofrecuencia fija (w). Los iones generados en la fuente de ionizacion
deben atravesar longitudinalmente el espacio limitado por las barras hasta llegar al detector.
Campos eléctricos oscilantes son utilizados cuando los iones pasan por el campo generado,
estabilizando o desestabilizando los iones selectivamente; de forma que para una combinacion
de potenciales solo los iones en un estrecho rango de valores de m/z oscilaran la trayectoria
hasta llegar al detector. Particulas neutras y iones con otros valores de m/z tendran trayectorias
irregulares y por consecuencia colisionaran con los electrodos, y serian expedidos radialmente

del analizador.

- (U +V cosot)

(o]

Figura 11. Analizador de masas del tipo cuadrupolo. Estd compuesto de cuatro cilindros
paralelos con voltaje directo y voltaje alterno. Solo un especifico valor de m/z tiene la

trayectoria correcta hacia el detector; el resto colisionan con los electrodos y son expulsados®.

La resolucion (R) de un cuadrupolo es proporcional al nimero de ciclos de RF (n) a los cuales

un ion es sometido. Por tanto, un incremento en la frecuencia de la RF significaria que la

resolucion del cuadrupolo es optimizada. La resolucion es definida con la siguiente ecuacion.
mf2L?

R =n? = v Ec.5
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Donde m es la masa, fes la frecuencia de voltaje alterno RF, L es la longitud de las barras

cilindricas (electrodos) y ¢V es la energia cinética de los iones.

1.5.2.2 Tiempo de vuelo

El analizador de tiempo de vuelo (ToF) se basa en la aceleracion de iones mediante la
aplicacion de un campo eléctrico antes de su entrada a un tubo libre del campo y donde se
mantiene un alto vacio. Los iones viajan a velocidades inversamente proporcional a la raiz
cuadrada de su relacion m/z, por lo que su recorrido hacia el otro extremo del tubo dependera
exclusivamente de su m/z; considerando que la carga y la energia cinética de los iones formados
en la fuente es constante, la medida del tiempo de vuelo permite determinar de forma muy
precisa la masa de cada uno de estos iones. Es decir que los iones con relacion m/z pequeiia

llegan al detector mas rapidamente que aquellos con una relacién m/z mas grande.

ToF se basa entonces en el vuelo libre de las moléculas ionizadas en un tubo de 1 m a 2 m de
longitud, antes de llegar al detector. Los iones se distribuyen a una velocidad inversamente
proporcional a la raiz cuadrada de su relacion masa-carga (m/z) por lo que su llegada al detector
sera distribuido de acuerdo con la raiz cuadrada de su relacion m/z. Es decir, los iones con una
relacion m/z mas chica llegaran al detector mas rapido que aquellos con una relacion m/z maés

grande.

Recordando que la energia potencial de una particula dentro de un campo eléctrico esta dada
por la carga de la particula y la fuerza del campo eléctrico mediante la ecuacion Ep = qU; donde
q es la carga de la particula y U es el voltaje aplicado. Asimismo, cuando las particulas son
aceleradas en el tubo de tiempo de vuelo por un voltaje U, su energia potencial (Ep) es entonces

convertida en energia cinética (Ek). Tal como se describe en la ecuacion 6.

1
E,=qU =E = Emv2 Ec.6
Por otro lado, la velocidad de la particula en el tubo de vuelo puede ser calculada a partir de la

distancia (d) y el tiempo (t) que dura la particula en alcanzar el detector.

V= Ec.7

d
t
Cuando se combina Ec. 6 y Ec. 7, y después de ordenar los términos, se obtiene la Ecuacion:

qU=—1m(g)2 Ec.8

2 t
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Finalmente, despejando el tiempo de Ec 8, se obtiene una ecuacion que asocia la relacion m/z

d |m
tr=— |— Ec.9
V2U | 9

Podemos observar en la ecuacion anterior que los valores de d y U son constantes, si se asignan

con respecto al tiempo.

a una nueva constante K, se simplifica la ecuacion a la forma:
m/q = K t} Ec.10

En este caso, el valor K es el factor de calibracion. Esta ecuacion demuestra la relacion directa
entre los valores (m/z) y el tiempo de vuelo (tf). Como se observa en la Figura 12, si dos iones
(A1y A2) son formados al mismo tiempo y con la misma carga, pero se cumple que la masa A1
< Az, entonces significa que A llegard primero al detector. La principal ventaja de los
analizadores ToF es que eventualmente todos los iones formados llegaran al detector (a

diferencia de los cuadrupolos o los instrumentos de sector magnético).

En un inicio los primeros analizadores del tipo tiempo de vuelo (ToF) tenian la
desventaja de ser de baja resolucion, ya que la energia cinética aplicada no era la misma para
idénticas especies. Mejoras como el desarrollo de la extraccion retardada y el reflector (espejo
electrostatico), el cual modifica el camino de los iones dentro del instrumento, incrementaron
el poder de resolucion de los analizadores TOF. El aumento de resolucion del reflector es
debido a que los iones con mayor energia cinética penetran a una profundidad mayor en el
espejo de iones y, por tanto, los iones seran repelidos de manera gradual hasta igualar el tiempo

en llegar al detector, aumentando la resolucion de la metodologia.

Figura 12. Representacion esquematica de un analizador convencional de tiempo de vuelo ToF

(A) y uno del tipo ToF reflector (B).%
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Es normal asociar el analizador TOF a la fuente de ionizacion MALDI, sin embargo,
acoplamiento con otros sistemas de confinamiento como cuadrupolo resulta adecuado para
realizar experimentos de espectrometria de masa en tindem. La combinacion de una fuente de
iones como ESI o MALDI, con analizadores de masas ToF y/o QToF permiten el analisis de
un gran rango de moléculas, proporcionando informacion estructural para identificacion y

confirmacion de analitos.

1.5.2.3 Trampa de iones

El cuadrupolo de trampa de iones es un dispositivo capaz de actuar como un filtro de masas,
los iones con especificos valores m/z son almacenados en un compartimiento (trampa) por un
periodo de tiempo, seguido por su expulsion hacia el detector. La trampa de iones consiste en
tres electrodos hiperbolicos: el primer electrodo en forma de anillo, un segundo electrodo en la
entrada “endcape”, y un ultimo electrodo “endcape” a la salida. La distribucion de los
electrodos forma un hueco en la cual es posible atrapar y analizar los iones. Los iones atraviesan
los electrodos “endcape” a través de un agujero en sus centros, mientras que el electrodo en

forma de anillo es localizado transversalmente entre los dos electrodos endacape (Figura 13).

Una vez que los iones entran a la trampa, campos eléctricos oscilantes (AC) y no
oscilantes (DC) son aplicados a los electrodos, y mediante variacion en ambos voltajes se logra
atrapar y expulsar los iones en base a su relacion m/z. Dentro de la trampa i6nica se fragmentan
los iones almacenados permitiendo obtener espectros de MS" y por tanto identificacion de
compuestos; ademds de lograr su cuantificaciéon mediante monitoreo de reacciones multiples

(MRM), haciéndolos instrumentos muy versatiles.

lon source

v
Entrance end

| Il e cap electrode
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T Exit end cap
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Figura 13. Analizador de masas del tipo trampa de iones (IT)’.
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1.5.2.4 Orbitrap

El analizador de masas tipo Orbitrap fue comercializado en 2006, a diferencia de la resonancia
de ciclotrén i6nico (ICR), el Orbitrap no utiliza un campo magnético para atrapar a los iones.
Este analizador de masas alcanza resoluciones mayores a 100,000 y exactitudes menores a una
parte por millon (ppm); aunado a su capacidad de tener un rango dindmico de hasta cuatro

magnitudes.

El principio de operacion del Orbitrap es mediante el atrapamiento de iones por medio
de campos electrostaticos, el analizador consta de un electrodo central en forma de un huso de
hilar y rodeado por otro electrodo exterior en forma de barril. El electrodo central confina los
iones de tal forma que se encuentran oscilando en el eje axial del electrodo. Esta oscilacion
genera una corriente de imagen y frecuencia caracteristica para cada valor de m/z de los iones
individuales. Los espectros de masas son obtenidos de manera similar a los analizadores
FTICRY¥. Su alta resolucion y exactitud de masas, ambas benéficas para caracterizar e
identificar analitos, permiten que el Orbitrap sea ampliamente utilizado en estudios de

protedmica dentro de laboratorios de investigacion y en aplicaciones de toxicologia clinica.

1.5.3 Espectrometros de masas en modo tandem

A pesar de que todos los analizadores de masas tienen Unicas caracteristicas que los
hace ideales para analitos especificos, una configuracion secuencial de dos o més analizadores
de masas con una celda de colision entre ellos permite andlisis del tipo MS y MS/MS. El
andlisis por tdndem MS/MS tiene la ventaja de hacer identificacion de compuestos,
caracterizacion de estructuras complejas, y analisis cuantitativo®’. Los analizadores de masa
del tipo haz y configurados de forma secuencial, el andlisis de MS/MS se realiza en modo

“tandem en el espacio”; mientras que para los analizadores de masa del tipo filtro o trampa, el

9986, 88

MS/MS es llevado a cabo en “tandem en el tiempo

Detector

ITon Source Mass analyzer

Detector

ITon Source MS; Ton dissociation MS,
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Figura 14. Comparacion entre espectrometria de masas del tipo MS (arriba) y espectrometria
de masas en tindem MS-MS (abajo). En MS, los iones son separados en el analizador de masas
antes de llegar al detector. En tdndem, iones especificos son seleccionados en el primer
analizador (MS') y son inducidos a colisiones mientras que el segundo analizador (MS?) separa

los iones producto antes de que lleguen al detector®’.

En la mayoria de las metodologias MS/MS en analizadores de masas del tipo trampa, el primer
analizador es usado para seleccionar un ion precursor de especifica relaciébn m/z (ion no
fragmentado), posteriormente este ion se pasa a la celda de colision donde choca con moléculas
de un gas inerte -normalmente Ar, He, o N2- para inducir la fragmentacion, produciendo
pequeiios fragmentos denominados iones productos. El analisis de estos nuevos iones formados

es realizado en el segundo analizador de masa (ver Figura 14)¥.

El método de fragmentacion en fase gas mas popular en MS es la disociacion por colision
inducida (CID), sin embargo, existen otras metodologias de fragmentacién como la disociacion
por transferencia de electrones (ETD), la disociacion por captura de electrones (ECD), y
disociacién de alta energia de colision (HCD). Todas las metodologias mencionadas
anteriormente comparten la similitud de obtener similares perfiles en los espectros de masas
bajo las mismas condiciones de andlisis en diferentes instrumentos, lo cual permite obtener
librerias espectrales muy fiables para la identificacién de analitos para cada tipo de

fragmentacion®® 87,

En CID, un ion madre y un gas neutral colisionan fragmentandose en varios iones producto,
generando informacion estructural de los analitos. La fragmentacion por HCD es una variacioén
de CID, muchas veces utilizado en Orbitrap, donde un mayor voltaje de RF es aplicado para
retener los iones en la trampa tipo C. Una vez los iones son fragmentados, se aceleran y
permanecen dentro de la trampa para ser inyectados y separados dentro del Orbitrap con base

a sus frecuencias rotacionales®’.

ETD es principalmente para secuenciar péptidos y proteinas, incluyendo identificacion de
modificaciones postraduccionales labiles. Este método requiere de cationes en fase gas con z
> 2,y por consiguiente es limitado a ser utilizado exclusivamente con fuente de ionizacion de
ESI. El mecanismo de fragmentacion consiste en producir radicales catidonicos de los péptidos
a partir de reacciones de transferencia de electrones por medio de radicales aniénicos como el

fluoranteno®. Los radicales formados son inestables y se forman durante la ruptura del enlace
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entre la amina y el a-carbono de la cadena peptidica (N - aC), estos fragmentos obtenidos son

conocidos como iones tipo c- y z-, respectivamente®’.

Existen diferentes configuraciones en espectrometria de masas para analisis tandem - MS/MS;
algunas de ellas correspondientes al instrumento de triple cuadrupolo son resumidas en la Tabla
6. El escaneo de un ion producto comienza por la seleccién de un ion precursor de especifica
relacién m/z en un primer analizador de masa (denominado como MS1 o Q1), seguido de un

full scan del espectro de los fragmentos - los iones objetivo.

La metodologia méds comun para cuantificacion en aplicaciones de MS/MS son el monitoreo
de reacciones multiples (MRM), muy comunmente usado en instrumentos de tipo IT, QQQ y
Q-ToF. En adquisicién por MRM, se selecciona un ion precursor de un analito en la primera
etapa de separacion y este ion es fragmentado en la celda de colision para producir un amplio
rango de iones productos. Uno, o mas de estos iones son utilizados para analisis cuantitativo®®
87 Los métodos basados en MRM proporcionan muy bajos limites de cuantificacién y una

selectividad excepcional.

Tabla 6. Diferentes modos de adquisicion en un instrumento de triple cuadrupolo QQQ-MS.

Modo de escaneo Descripcion

e Q1 se configura solo para la transmision de un valor m/z (ion
precursor)

Escaneo de ion producto e Elion precursor colisiona con gas inerte para formar iones producto

(Q2)

e Losiones producto son separados en el Q3

e El analizador Q1 escanea
Escaneo de ion precursor e Elion precursor colisiona con gas inerte para formar iones productos

e (3 se configura para permitir solo el paso de un valor de m/z

e QI y Q3 escanean

) e Jones precursores colisionan con gas inerte formando iones producto
Perdida neutral
e Q3 se configura para ver una pérdida de masa de interés

e Solo iones que producen la pérdida de masa de interés son detectados

e QI se configura para transmitir solo los iones precursores de interés
MRM e La fragmentacion en la celda de colision genera iones producto

e Q3 se configura para transmitir los iones producto de interés
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1.5.4. Espectrometro de masas hibrido con cuadrupolo ortogonal y tiempo de vuelo (Q-ToF)
El espectrometro de masas del tipo Q-ToF fue descrito por primera vez en 1996 en un esfuerzo
por combinar las capacidades de escaneo de un cuadrupolo con el poder de resolucion de un

analizador de tiempo de vuelo ToF®’.

En la Figura 15 se presenta un diagrama representativo de un analizador del tipo Q-ToF. El
espectrometro de masas estd compuesto por dos cuadrupolos acoplados a un analizador de
tiempo de vuelo, posicionado geométricamente alineado en una configuracion ortogonal
respecto a los cuadrupolos. Los instrumentos con esta configuracion usualmente incluyen un
cuadrupolo adicional previo al Q1 que funciona como una guia de iones que mejoran la calidad
del haz de iones, referido como q0, funciona solamente con radiofrecuencia de manera similar
a la celda de colisiones (q2). El cuadrupolo Q1, por otra parte, funciona como un filtro de iones
cuando se trabaja en MS/MS. Debido a los roles cruciales de los cuadrupolos Q1 y q2 durante
andlisis MS/MS, estos instrumentos son usualmente referidos como espectrometros QqToF,
donde el primer Q representa el cuadrupolo de masas y la segunda q hace referencia a la celda

de colision (cuadrupolo o hexapodo de solo RF)%¢ 87,

==

“ i TOF

s »

Mass spectrometer
Reflectron

Figura 15. Representacion esquematica de un instrumento hibrido Q-ToF con fuente de

ionizacién por electronebulizacion (ESI)®C.

Dentro de las ventajas del analizador de masas QToF destacan: (i) habilidad para ser acoplado
con ESI o MALDI con apenas poca manipulacion de la configuracion, (ii) alta resolucion

lograda, (iii) adquisicion en modo MS y MS/MS; (iv) amplio rango dinamico de masas.
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1.5.5 Espectrometro de MC-ICP-MS

La espectrometria de masas con plasma acoplado inductivamente de multicolector
(MC-ICP-MS) fue desarrollado debido a la necesidad de mejorar las mediciones de relaciones
isotopicas para muestras nucleares, geologicas, medio ambientales, bioldgicas y de la industria
médica’. La espectrometria de masas por ionizacion térmica, la cual habia dominado el analisis
isotdpico por décadas, ha sido laboriosa con procedimientos quimicos que requieren mucho
tiempo ademas de presentar dificultades analiticas paran medicion de elementos con altas

energias de primera ionizacion.

La introduccion del plasma acoplado inductivamente (ICP) en los afios 70’s fue una
contribucion significante en el campo de andlisis de trazas multi elemental, debido a su poder
de alta deteccion y rapido analisis de muestras. Las muestras liquidas, introducidas al plasma
en forma de aerosol, son desolvatadas, vaporizadas y atomizadas; los 4&tomos son ionizados

eficazmente en el plasma antes de su introduccion al espectrometro de masas.

El ICP-MS ofrece limites de deteccion del orden de menores a las partes por billon para
la mayoria de los elementos, incluso para elementos con primer potencial de ionizacion alto (>
9.0 eV), por ejemplo, As, Se, P, Cl; ademas de ofrecer alta selectividad y capacidad isotdpica.
Sin embargo, fluctuaciones de las condiciones del plasma, caracteristicas del aerosol y efectos
por matriz de la muestra, limitan la precision durante la medicion de relaciones isotopicas
usando tipicos instrumentos de un solo colector. Por otro lado, instrumentos capaces de realizar
la medicion isotopica de manera simultdnea fueron desarrollados, mejorando
significativamente la precision de las mediciones de relacion isotdpica. El primer sistema de
MC-ICP-MS fue introducido en el afio de 1992, y actualmente existen modelos de cuatro

marcas comerciales, y un total de 190 instrumentos MC-ICP-MS instalados en todo el mundo®.

En instrumentos del tipo sector magnético, particulas cargadas son separadas cuando
un campo magnético constante es aplicado sobre una fuente de iones, permitiendo la coleccion
de iones de diferente valor m/z (incluyendo isotopos del mismo elemento) en el plano focal del
espectrometro de masas. Mediciones secuenciales de las relaciones isotdpicas usando
instrumentos con un solo colector son realizadas variando la fuerza del campo magnético
aplicado a la fuente de iones, por tanto, midiendo secuencialmente cada isotopo de interés en
un solo detector con una posicion definida para cada elemento. Por otro lado, un instrumento
con sector magnético multicollector, los isotopos son medidos de manera simultinea,

utilizando de dos a doce detectores de tipo de caja Faraday (estaticos y/o moviles). La
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adquisicion de diferentes isotopos de manera simultdnea permite emplear largos tiempos de
integracion mejorando de manera sustancial la precision necesaria para observar sutiles

cambios en las relaciones isotopicas.

Los iones que entran al espectrémetro de masas son propensos a efectos de
discriminacioén -sesgos de masa “bias mass”. Estos efectos de discriminacion pueden ser
originados en MC-ICP-MS durante la salida de los iones del plasma, dentro del plasma, en la
region de la interfaz o bien durante el transporte a través del espectrometro de masas. Aunado
a los efectos de repulsion que existen en el haz de iones y en las colisiones con moléculas de
gas residual y atomos de Ar, repercude en la pérdida de iones durante la transmision. Por tanto,
los isotopos ligeros son perdidos de manera mas rapida del haz de iones central, resultando en
desviacion positiva en la medicion de las relaciones isotdpicas *m/*m, asumiendo x > y
(ejemplo "8Se/’Se). Tipicamente, un sesgo de masa de > 10 %, <2 % y < 1 % es observada
para Li, Fe, y U, respectivamente. La magnitud del mass bias es frecuentemente diez veces
mayor que el fraccionamiento isotopico para elementos con isotopos estables en la naturaleza,
y por consecuente es de suma importancia tener correcciones en la exactitud para lograr alta

calidad de los anélisis de relaciones isotopicas.

Existen dos métodos principales para correccion de estos efectos: (i) normalizacion interna y
(i1) normalizacidn externa. La normalizacion interna puede ser usada para elementos con tres
o mas isotopos de los cuales al menos dos son no radiogénicos. El procedimiento consiste en
corregir la relacion de interés, incluyendo el radionticlido, con otro isotopo estable el mismo
elemento, ej. sistemas de Sr y Nd. Sin embargo, este analisis no se puede aplicar cuando el
objetivo es estudiar abundancias de todos los isotopos, €j. Pb donde tres de sus cuatro isotopos
son producidos por decaimiento radiactivo. En lugar de esto, se ha propuesto el uso de otro
elemento con masa similar, y por tanto caracteristicas quimicas y fisicas muy similares;
permitiendo su uso para correccion isotopica. Ej. Uso de TI para correcciones de relaciones

isotopicas de Pb.

Por otro lado, Baxter y col. (2006) desarrollaron un modelo para normalizacién externa
utilizando estandar interno, basados en el trabajo de Woodhead. En este estudio, las soluciones
medidas (estdndares y/o muestras) son adicionadas con conocida cantidad de un estandar
interno con misma concentracion del elemento de interés. El proposito de adicionar un estdndar
interno a las muestras es para corregir variaciones instrumentales e inducidas por la matriz en

el “mass bias”. Usando este protocolo, es mandatorio que los is6topos del estandar interno son
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libres de interferencias isobdricas y que el elemento utilizado para hacer la correccion no esté
presente en la muestra. La exactitud del resultado, corregido, en las relaciones isotopicas es
establecida por la metodologia de estandar — bracketing, donde el estdndar consiste en un

material de referencia con conocida composicion isotdpica.

1.5.6 Detectores y procesadores

En la espectrometria de masas, los detectores son ultimadamente los ojos del
instrumento. Nuevos detectores y tecnologias se han desarrollado para corregir, mejorar y
extender la deteccion de los iones. Sin embargo, todos los esfuerzos se han dirigido
principalmente a mejorar los métodos de ionizacion y separacion de los iones mientras que

muy poco se ha hecho con respecto a desarrollar nuevas tecnologias de deteccion de iones®’.

Detectores analdgicos tradicionales (copas Faraday) y multiplicadores de electrones se
han usado por décadas. Muy pocos métodos novedosos de deteccion han sido desarrollados, y
generalmente no son mencionados en textos o reviews de espectrometria de masas. El
multiplicador de electrones es usado para convertir flujo de los iones que salen del analizador
de masas en corriente eléctrica, aumentando el nimero de electrones en los dinodos sucesivos
correspondientes a cada uno de los iones que impactaron al primer dinodo. El principio fisico
del proceso se basa en la emision secundaria de los electrones que tiene lugar cuando un ion o
electron impacta en la superficie del catodo. El nimero de electrones secundarios expulsados
depende del tipo de la primera particula incidente, su energia y las caracteristicas de la
superficie incidente. Dentro de los detectores multiplicadores de electrones, se identifican tres

tipos principalmente: (i) dinodos discretos, (ii) dinodos continuos y (iii) plato multicanal *’-*!:
92

1.5.7 Acoplamiento de espectrometria de masas con técnicas de separacion
El analisis de metabolitos y estudios de protedémica han tomado mucha importancia en recientes
afos, y dentro de las metodologias mas utilizada actualmente se encuentra el acoplamiento de

técnicas de separacion (GC y LC) con espectrometria de masas (MS).

Hay que tener en cuenta que la infusion directa de la muestra a un espectrometro de masas
permite adquirir un espectro de masas que registra todos iones formados y separados en el
instrumento, lo que en muchos casos es suficiente para obtener informaciéon deseada. Sin
embargo, para muestras con matriz quimicamente compleja la infusién directa no es

recomendable debido a supresion de eficacia de ionizacion y debido a interferencias
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espectrales; para evitar estos problemas, se utilizan sistemas de separacion previos al analisis

por espectrometria de masas.

1.5.7.1 Cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas (LC-MS)

La cromatografia de liquidos acoplada a la espectrometria de masas (LC-MS), es de las
metodologias mas utilizadas en el campo de las ciencias omicas, incluyendo proteémica y
metaloprotedmica. La cromatografia de liquidos ofrece la versatilidad de contar con diferentes
mecanismos de separacion, columnas de diferentes propiedades, y fases méviles que permiten
separar compuestos de diferente polaridad y/o carga. Ademas de que se cuenta con diferentes
marcas comerciales de instrumentos LC-MS, con software disponibles de alta calidad y con de

bases de datos publicos y de pago.

1.5.7.2 Cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas (GC-MS)

La cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas representa una poderosa
sinergia para los estudios enfocados principalmente en metabolitos, especificamente para
compuestos volatiles, semi-volatiles y termoestables. Dentro de las ventajas se encuentra la
separacion de componentes de una matriz compleja permitiendo el andlisis con propositos
cualitativos y cuantitativos. Sin embargo, las técnicas de ionizacion deben tener la capacidad
de formar iones directamente en fase gaseosa (EI, APCI, CI, etc.). Utilizar GC-MS
especificamente con EI, provee un patron caracteristico de fragmentaciéon que puede ser

utilizado para la identificacion del analito.

1.6 Ciencias Omicas

Cuando hablamos de ciencias bioldgicas, se usa la terminacion -omicas para referirse al estudio
de la totalidad o del conjunto de algo. Ciencias “omicas” abarcan la genémica, transcriptomica,
protedmica, metabolomica, metalomica, entre varias mas, cada una de ellas enfocada en otro
conjunto de especies o datos®**. La gendmica es la ciencia que estudia la estructura, funcion,
evolucion y el mapeo de los genes con el objetivo de caracterizar y cuantificar los genes que
participan en la sintesis de proteinas con asistencia de enzimas y moléculas mensajeras. La
transcriptomica por su parte abarca el estudio de todas las moléculas mensajeras de ARN en
una célula, tejido, u organismo. Por otro lado, la protedmica es el estudio de todas las proteinas
presentes en una célula, tejido, u organismo; se enfoca en la relacion de las proteinas con sus
propiedades bioldgicas y su funcidon, ademas de cuantificarlas, identificar modificaciones
postraduccionales o cambios en su estructura durante el crecimiento o cuando son expuestas a

estimulos externos®. En este mismo contexto de funcionamiento de cada organismo vivo, la
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metabolomica tiene como objetivo la identificacion de los metabolitos en una muestra
bioldgica, que representan los productos finales del proceso celular. Esta es tal vez la mas
complicada de las tareas y por ello se definen diferentes enfoques en estudios metabolémicos,
tanto de caracter dirigido como no dirigido . De manera general, el objetivo principal de las
ciencias omicas en conjunto se basa en identificar, caracterizar, y cuantificar todas las
biomoléculas involucradas en la estructura, funcidon y dindmica de una célula, tejido u

organismo.

1.6. Protedmica
1.6.1 Estudios de protedmica

1.6.1.1 Introduccion

El término “protedmica”, introducido por primera vez por Marc R. Wilkins, es el analisis mas
completo y detallado para estudiar la estructura y funcion de las proteinas. Las proteinas son
traducidas a partir del transcripto del ARN (ARNm) que fue transcripto a partir del ADN
complementario del genoma. A pesar de que el genoma guarda e indica las funciones celulares
y estados, el estudio de las proteinas y todas sus formas es necesario para entender

completamente la biologia.

A pesar de que existen diferentes herramientas para realizar estudios de protedmica, la
espectrometria de masas ha tomado suma importancia en la pasada década como herramienta
principal para el analisis comprensivo del proteoma, esto debido a su capacidad para detectar
cambios quimicos para identificacion de péptidos, asi como encontrar modificaciones en
diversas investigaciones biologicas. Entre otros métodos podemos encontrar los basados en
interacciones de afinidad con anticuerpos o aptimeros de ADN, inmovilizacion paralela de
péptidos con microscopia de reflexion interna total, seguida de una degradacion secuencial con
el método de Edman. Sin embargo, actualmente el método por excelencia para andlisis de

protedmica es la espectrometria de masas acoplado con cromatografia de liquidos(LC-MS).

En cuanto a los estudios de protedmica, existen dos diferentes tipos de enfoques utilizando
espectrometria de masas y pueden ser: (i) andlisis de la proteina total (top-down) o (ii) estudio
después de hidrolisis de proteinas a péptidos usando proteasas (bottom up). Es importante
mencionar que, estrategias del tipo bottom up no detectan proteinas, sino que se infieren de los
péptidos encontrados, las cuales representan pequefias fracciones de la secuencia total de la

proteina (ver Figura 16)*%,
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Figura 16. Representacion esquematica de las estrategias “bottom-up” y “top-down”. Los
métodos bottom up incluyen hidrolisis proteolitica de una mezcla de proteinas y los péptidos
resultantes son separados y analizados por LC-MS/MS. Por otro lado, los métodos top down
analiza las proteinas intactas en cual la mezcla de proteinas es primeramente separada y

analizada por LC-MS/MS%,

1.6.1.2 Estudios de protedmica bottom up

Los estudios de “bottom up” por lo regular siguen un flujo de trabajo estructurado, empezando
por la extraccion de las proteinas, donde se utiliza una lisis mecanica de las células o tejidos
mientras que se desnaturaliza y solubiliza solo las proteinas para minimizar interferencias de
matriz en el andlisis posterior. Después, las proteinas son hidrolizadas para fragmentarlas en
péptidos por medio de enzimas de corte, por ejemplo, tripsina, la cual genera péptidos en C-
terminal de los aminoacidos arginina (R) y lisina (K). Normalmente los péptidos obtenidos son
purificados por cartuchos de cromatografia de liquidos en fase reversa o por puntas zip tip C18
para remover posibles interferencias de buffer y sal. Los péptidos recuperados son separados
por cromatografia de liquidos en fase reversa antes de ser ionizados e introducidos a
espectrometria de masas. Durante el analisis de masas se colecta los iones precursores y los
iones productos correspondientes a los péptidos, por lo que los péptidos son identificados a
partir de los espectros de MS/MS; las proteinas son asignadas de acuerdo con las bases de datos
de proteomas reportados y en algunos estudios se reporta también los valores cuantitativos®.
Los cambios en la abundancia de las proteinas bajo diferentes condiciones son determinadas
por medio de analisis estadistico, y los resultados deben de ser interpretados bajo un enfoque
o funcidn bioldgica. La interpretacion de datos en estudios de protedmica es un gran desafio

debido a su complejidad y requiere el uso de programas especializados.’®
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Hay que recordar que existen estudios protedmicos cualitativos y cuantitativos; dirigidos
principales a encontrar: (i) cambios en la abundancia de proteinas en distintos grupos (LFQ o
utilizando marcaje isobarico), (ii) modificaciones postraduccionales (PTMs), incluyendo la
fosfoprotedmica y la glicoprotedmica, (iii) técnicas dirigidas a composicion estructural de las
proteinas en la que se incluye cross-linking mass spectrometry (XL-MS), intercambio de
deuterio — hidrogeno (HDR-MS), (iv) estudios de estabilidad proteica y union a pequefias
moléculas tal como ensayos de desplazamiento celular térmico (CETSA) y finalmente (v)

enfoque dirigido a estudiar interacciones proteina-proteina.

1.6.1.3 Extraccion de proteinas

La extraccion de proteinas depende del enfoque del estudio, ya que por ejemplo la matriz de
una muestra de un tejido vegetal puede variar inmensamente respecto a una muestra de un
tejido de una linea celular. En el caso de estrategias del tipo “bottom up” el objetivo mas
importante es hacer una extraccion eficiente de todas las proteinas de interés. Existen pues un
numero diverso de protocolos de extraccion que se han desarrollado, y la seleccion dependera
del tipo de muestra o ensayo a realizarse (extraccion de proteinas nativas o no nativas). Las
extracciones pueden ser ayudadas con adicion de detergentes o agentes caotrdpicos, sin
embargo, se debe de tener mucho cuidado ya que este tipo de aditivos pueden quedarse en el

sistema de espectrometria de masas.”

A manera de ejemplo un método cominmente utilizado para extraccion de proteinas podria ser
utilizar una solucién 8§ M urea en 100 mM Tris, pH 8.5 (actividad de la tripsina). Seguido de
remocion de sales con ayuda de StageTips o Waters” SepPaks, los cuales permiten limpiar los

péptidos. Se debe de evitar a toda costa detergentes como SDS, triton X-100 y NP-40.

1.6.1.4 Medicion de la eficacia de extraccion

Después de hacer la extraccion de proteinas. La cuantificacion de las proteinas en el
sobrenadante recuperado es requerida para conocer la eficacia de la extraccion y la cantidad de
proteina recuperada para proseguir con el protocolo de trabajo a seguir durante los pasos del
estudio. Existen diferentes métodos para cuantificar proteinas basados en ensayos
colorimétricos o fluorimétricos. Dentro de los métodos colorimétricos se encuentran
principalmente el ensayo de Bradford, el ensayo de Folin-Lowry, el acido bicinconinico (BCA)
y el ensayo de Biuret. En el caso del ensayo por BCA, los enlaces peptidicos de las proteinas
reducen los iones ctpricos (Cu?") a iones cuprosos (Cu") en relacién proporcional a la cantidad

de proteina presente en la muestra. El reactivo de BCA se une a los iones cuprosos, formando
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un complejo que presenta banda de absorcion con el maximo en 562 nm, permitiendo una
correlacion directa entre concentracion de proteina y absorbancia medida a esta longitud de
onda. El ensayo de Bradford es otro método espectrofotométrico cominmente utilizado para
la cuantificacion de proteinas, el cual se basa en la interaccion entre el colorante azul brillante
Coomassie y las proteinas por medio de interacciones hidrofobicas y electrostaticas. La union
proteina-colorante desplaza el maximo de la banda de absorcion de colorante de 450 nm a 595
nm, permitiendo su cuantificacion en esta nueva longitud de onda. Finalmente, el método de
Folin-Lowry es un ensayo colorimétrico consistente de dos pasos. En el paso uno la reaccion
de Biuret forma complejos entre el cobre con nitrégeno de la proteina, en el segundo paso los
aminodcidos acomplejados tirosina y treonina reaccionan con en reactivo fenolico de Folin-

Ciocalteu formando un intenso color azul verdoso que absorbe a 650-750 nm.*

Por otro lado, los métodos fluorimetricos exhiben mayor sensibilidad que los métodos
colorimétricos, que son relativamente mas caros. Las proteinas totales en una muestra
especifica pueden ser cuantificada en base a la fluorescencia intrinseca del triptéfano, el cual
corresponde aproximadamente 1.0 % del contenido total de aminoécidos en el proteoma.
Existen también kits comerciales para determinacion de proteinas por fluorimetria , tal como
el NanoOrange, el cual contiene una solucion del colorante merocianina que incrementa la
eficacia cudntica cuando interacciona con complejos detergentes-proteinas. La sefial de
fluorescencia es medida usando una longitud de excitacion de 485 nm y longitud de emision

de 590 nm.

1.6.1.5 Reduccion y alquilacion

Para protedomica del tipo “bottom up”, los enlaces disulfuro de las proteinas son reducidos y
alquilados previo a la protedlisis. Mediante estas dos reacciones se tiene mayor acceso a todos
los residuos durante la digestion enzimatica y ademas se eliminan entrecruzamientos en la
estructura de las proteinas por puentes de disulfuro (S-S). Los reactivos tipicos para reduccion
de enlaces disulfuro son el hidroclorato de tris(2-carboxietil)fostina (TCEP-HCI), ditiotreitol
(DTT) o el 2-f-mercaptoetanol (2BME), las concentraciones requeridas van en un rango de 5-
15 mM. Aunado al proceso de reduccion, es necesario hacer una alquilacion utilizando agentes
de alquilacion a una concentracion de 10 mM hasta 20 mM, destacando como agentes mas
comunes a la cloroacetamida/iodoacetamida o el n-etil maleimida, los cuales bloquean los
grupos tioles libres resultantes después de la reduccion. Es importante adicionar que las
reacciones de alquilacion son realizadas a temperatura ambiente y en la oscuridad, evitando la

alquilacion en exceso de otros aminoacidos®.
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1.6.1.6 Protedlisis

La proteodlisis es el paso fundamental que distingue a las estrategias “bottom up” de las
estrategias de protedmica “top-down”. Hacer buena hidrolisis de las proteinas es una etapa de
suma importancia, ya que los péptidos de longitud entre 10 y 40 aminoacidos son considerados
mas Utiles para andlisis de espectrometria de masas. Péptidos de longitud muy corta son
dificiles de asignar debido a que podrian coincidir con la secuencia de muchas proteinas,
mientras que péptidos conteniendo muy largas secuencias de aminoacidos no pueden ser
identificados facilmente y podrian ser perdidos durante la separacion cromatografica debido a

su caracter apolar y por ello una fuerte retencioén en las columnas de fase inversa.”

La tripsina es la proteasa utilizada méas comun para hidrolisis de proteinas debido a que es
especifica, eficiente, disponible y de bajo costo. La tripsina corta enlaces del C-terminal de los
aminodcidos de caracter basico; arginina (R) y la lisina (L). Una gran ventaja de la tripsina es
que genera péptidos en apropiada longitud e hidrofobicidad para separacion cromatografica,
fragmentacion de péptidos en MS y MS/MS, permitiendo la identificacion por medio de
busqueda en bases de datos. Sin embargo, una de las grandes limitaciones de utilizar tripsina
es la generacion de demasiados fragmentos, la gran mayoria con longitud menor de seis
aminodcidos, esto limita significativamente el nimero de identificaciones confiables de las
isoformas de la misma proteina y modificaciones post traduccionales. Aunque es cierto que se
pueden usar otras estrategias para incrementar la cobertura del proteoma por medio del uso de
multiples proteasas, incrementando también la identificacion N-terminal y asi encontrar sefiales
de péptidos de proteinas pequenas. En general utilizando un sistema multi-proteasas genera
datos e informacion que incrementa el nimero de proteinas identificadas, modificaciones post
traduccionales y disminuye la ambigiiedad de falsos positivos en la identificacion de proteinas.
Es importante mencionar que utilizar un sistema con multiples proteasas también tiene retos
significativos, ya que los péptidos no son unidos después de que los residuos son cargados
positivamente como en la R/K (cuando se utiliza tripsina), por lo que podrian tener precursores

con una sola carga y ser inefectivamente fragmentados®’.

1.6.2. Cuantificacion de péptidos (LFQ, SILAC, TMT, iTRAQ, TMT).

1.6.2.1 LFQ

La cuantificacion libre de marcaje (LFQ) sigue el protocolo tipico de bottom up, las muestras
son analizadas directamente después de hidrolisis en el espectrometro de masas y son
inyectadas una a la vez obteniendo para cada muestra un experimento de LC-MS/MS y un

archivo raw. En este tipo de estrategia las abundancias de los experimentos LC-MS son
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calculados a partir del 4rea bajo el cromatograma del ion extraido, que es especifico para cada
péptido en su respectivo tiempo de retencion. En LFQ se puede realizar la cuantificacion
usando el ion MS1 de las sefiales obtenidas por la metodologia DDA (data-dependent
acquisition, por sus siglas en ingles), o utilizando multiples fragmentos de los iones obtenidos
en el caso de DIA (data-independent acquisition, por sus siglas en ingles). Es importante notar
que, debido a las diferencias en la eficacia de ionizacion, LFQ solo provee cuantificacion

relativa, pero no absoluta. 8

1.6.2.2 SILAC

El método de marcaje con is6topos estables produce péptidos que son quimicamente idénticos
para cada muestra y que difieren solo en la masa. Entre los métodos se incluye marcaje con
isotopos estables por aminoacidos en medios de cultivo (SILAC) y marcaje quimico tal como
etiquetas para modificar grupos amino para cuantificacion relativa y absoluta (mTRAQ) o
marcaje con dimetil. Los métodos en donde se utiliza este tipo de marcaje isotépico generan
un desplazamiento de 4 Da o 8 Da, los cuales pueden ser identificados dentro del full scan
MSI1. Es importante mencionar que este tipo de estrategias son tipicas para DDA. Sin embargo,
las nuevas tecnologias implementadas en mas recientes instrumentos permiten utilizar marcaje

quimico con 3-plex mTRAQ o marcaje con dos metilos en estrategias DIA.”

1.6.2.3 Péptidos marcados con etiquetas isobaricas

Otros estudios se hacen con multiplexacion utilizando etiquetas isobaricas, una estrategia que
permite analisis en paralelo de adquisicion de datos después de combinar las muestras antes de
la corrida analitica. Las etiquetas comerciales isobdricas incluyen etiquetas de masas tindem
(TMT) y etiquetas isobdricas para cuantificacion relativa y absoluta (iTRAQ) entre otras, y

demasiadas opciones no comerciales se han desarrollado simultdneamente®.

1.6.2.4. Marcaje metabolico °N

La protedmica cuantitativa permite comparar dos 0 mas proteomas para la identificacion de
alteraciones en los niveles de expresion proteica bajo dos condiciones distintas de estudio. Una
de las metodologias de protedmica cuantitativa incluye el uso de isdtopos estables no
radiactivos como estandares internos marcados isotopicamente. El uso de marcaje metabdlico
con N, consiste en marcar isotdpicamente proteinas de un organismo al sustituir el nitrogeno
con abundancia isotopica normal, '*N, por su contraparte, ’N. Durante el anélisis proteémico
muestras con diferentes condiciones son marcadas y mezcladas en una proporcioén conocida,

normalmente 1:1, la diferencia en masa entre péptidos isotopdlogos permite identificar y
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cuantificar con alta precision por medio de espectrometria de masas. Este enfoque minimiza
los sesgos experimentales asociados principalmente a la preparacion y andlisis de muestras,

garantizando resultados més fiables.”’> 190-102
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Figura 17. Diferentes estrategias cuantitativas comunmente usadas en protedmica. (a)
cuantificacion libre de marcaje, proteinas son extraidas de las muestras, péptidos
enzimaticamente hidrolizados y analizados por espectrometria de masas. (b) Marcaje
metabolico utilizando isotopos estables de aminodcidos en cultivos celulares utiliza con
aminoacidos “ligeros” y “pesados”. (c) Marcaje isobarico o quimico, las proteinas son
separadas y aisladas de las muestras, los péptidos son obtenidos por hidrolisis enzimatica, y
entonces marcados quimicamente con isotopos estables isobdricos. Las etiquetas isobaricas
producen reportes de especifica relacion masa-carga (m/z) que son formados durante el proceso
de fragmentacion MS/MS. Los iones de los fragmentos de los péptidos son utilizados para
identificar los péptidos, y las sefiales de los iones reporteros son usados para la cuantificacion;

por lo que alineacién de los cromatogramas y su tiempo de retencién son ajustados.”
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1.6.3 Adquisicion datos

La innovacion en reciente afios de los instrumentos de espectrometria de masas ha permitido
colectar los datos en diferentes formas. Las diferentes estrategias de adquisicion de datos
difieren en la secuencia en la que los scans precursores y fragmentos son analizados y por tanto
codmo los analitos son escogidos para hacer MS/MS. Estas estrategias se pueden clasificar en
dos grandes grupos: (i) Adquisicion dependiente de datos (DDA), en la cual la secuencia exacta
de escaneo en cada analisis depende de los datos que observa el espectrémetro de masas. (ii)
Adquisicion independiente de datos (DIA), en la cual la secuencia exacta de escanco es
independiente de los datos; los datos son colectados independientemente si se inyectan péptidos
de levadura, péptidos de humano o blanco. Ambas estrategias pueden ser subdivididas

posteriormente en métodos dirigidos o no dirigidos. *°

1.6.3.1 DDA

La estrategia de DDA fue inventada a inicios de los 1990’s, donde permitia la coleccion de
espectros de MS/MS para péptidos detectados al eluirse de la columna cromatografica. La
estrategia de DDA no dirigida es un método comunmente usado en protedmica moderna, donde
el espectrometro de masas colecta los iones precursores (MS1) después de hacer un escaneo
buscando precursores de masas que cumplan con ciertos criterios de deteccion especificos tales
como carga del ion y una intensidad minima requerida. Una de la gran desventaja de la DDA
es que los iones son seleccionados al mismo tiempo que son detectados, por lo que analisis

DDA de la misma muestra posiblemente producira diferentes sets de identificaciones.

La estrategia dirigida DDA no es comunmente utilizada, ademas de que los péptidos deben
cumplir con especifica carga y un minimo valor de intensidad, el espectrometro busca valores
de masas especificos. En estos estudios, la muestra es primeramente analizada por LC-MS para
detectar los iones precursores con ayuda de un software, y entonces andlisis posteriores
dirigidos a aquellas masas para fragmentacion con una lista de inclusion hasta que todas las

sefiales sean fragmentadas. Esto incremento la cobertura del proteoma significativamente.

1.6.3.2 DIA

El método mas simple para operar un espectrometro de masas es tener predefinido los escaneos
que seran colectados para cada muestra durante el analisis. En este tipo de metodologias la
secuencia de analisis no depende de los datos que el instrumento observa. Por tanto, el analisis
es repetitivo, y con bucles para ciertos escaneos predeterminados, mas frecuentemente se hace

una seleccion en un rango de m/z en el primer cuadrupolo seguido por fragmentacion en un
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segundo cuadrupolo y la deteccion de los iones fragmentados en la parte final del espectrometro
de masas. De la misma manera DIA puede ser utilizada como dirigida o no dirigida. Cuando
se habla de DIA dirigida se tienen los métodos SRM/MRM o PRM (Parallel reaction
monitoring), mientras que analisis no dirigido (uDIA) es simplemente denominado como DIA

o SWATH (Sequential Window Acquisition of All Theorical Mass Spectra). Ver Figura 18.
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Figura 18. Tipos de andlisis DIA. (a) SRM/MRM, los péptidos son ionizados por ESI y en el
Q1 los iones son filtrados y entonces fragmentados en HCD. Los fragmentos de masas
correspondientes a los péptidos son seleccionados en el tercer cuadrupolo (Q3). (b) PRM, de
la misma manera que MRM, los péptidos son seleccionados en el primer cuadrupolo, pero el
analisis de los fragmentos ocurre en un analizador de masas de alta resolucién como una
Orbitrap o TOF, ganando selectividad debido a la alta exactitud de masa y resolucion para
monitorear los fragmentos. (¢) uDIA/SWATH, los péptidos son aislados en el primer
cuadrupolo, sin embargo, se utiliza una anchura de selecciéon mas amplia (ej. 10 - 20 Da). Esto
resulta en solapamiento de diferentes péptidos durante su aislamiento por lo que con ayuda de
software especiales se puede conocer la identidad y cantidad de los péptidos haciendo uso de

alta resolucion y exactitud de masas obtenidas por el instrumento de espectrometria de masas.
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1.6.4 Anélisis de datos

El objetivo en general de la proteémica es obtener una lista de proteinas y su abundancia a
partir de los datos crudos espectrales obtenidos durante el analisis LC-MS, este proceso
involucra muchas etapas en las que se incluye aseguramiento de la calidad de los datos, la
asignacion de los espectros a los péptidos correspondientes, interferencias proteicas,
cuantificacion y analisis estadistico. Debido a que se pueden obtener datos muy distintos entre
las estrategias DDA y DIA, existen diferentes softwares que facilitan las etapas mencionadas
anteriormente. Ademas de que existe actualmente una gran cantidad de software libres y con
licencia disponibles en el mercado. En Figura 19 se presenta un diagrama de flujo para analisis
de datos utilizando diferentes softwares de protedmica, iniciando en la identificacion y
cuantificaciéon de proteinas, seguido de un filtrado y validacion de estos usando modelos

estadisticos para finalmente darle una explicacion biolégica®’.
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Figura 19. Tipico flujo de trabajo para el andlisis de datos, empezando por identificacion y
cuantificacion de proteinas, seguido de filtracion y analisis estadistico, para finalmente dar una

interpretacion biologica.

En el caso de DDA, el analisis de datos se puede hacer directamente con los programas
proporcionados por el proveedor del software tal como las maquinas de busqueda Mascot,
SEQUEST, Protein Pilot o usando software de licencia libre como MS-Fragger, MaxQuant,
Comet, jX!Tandem, Morpheus y OMSSA. Cuando se usa softwares libres los datos crudos
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deben ser convertidos a formatos estandar como el XML, mzML o mzXML utilizando
interfaces para conversion de datos como el MSConvertGUI de ProteoWizard. Aunque el
avance en la bioinformatica ha permitido hacer el procesamiento de datos mas rapido y
eficiente, también deben destacarse los esfuerzos por parte de diversos grupos de protedmica
para crear ecosistemas colaborativos de cddigo abierto tal como AlphaPept. En el caso de
AlphaPept, el repositorio completo se encuentra almacenado en GitHub y el cddigo esta
documentado en Jupyter Notebooks usando la libreria nbdev. Este tipo de herramientas nos
permiten, por ejemplo, importar datos crudos de diferentes compaiiias (.d, .raw, mzML, etc.)
en forma de un contenedor del tipo HDF para acceder de manera rdpida y de manera
independiente a los datos. Esto permite el almacenamiento de espectros de MS de manera
eficiente, lo que se traduce por ejemplo en cargar datos a la memoria de la computadoraen 1 s
para un analisis completo de protedmica adquirido de una muestra de HelLa durante 2h en un

espectrometro Thermo Orbitrap.
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Figura 20. Ecosistema de Alphapept y sus diferentes modulos. Este ecosistema se basa en el
conjunto de diversos paquetes probados. Librerias altamente optimizadas como Numba,

NumPy, CyPy, scikit-learn, y panda fueron utilizadas para lograr un cédigo efectivo.

Para la busqueda de proteinas se utiliza un archivo FASTA que contiene todas las proteinas
predichas a partir del genoma del organismo escogido como base de datos de referencia para
la busqueda de los espectros experimentales. Antes de comenzar con la bisqueda, una seleccion
de pardmetros como los errores de péptido (tolerancia de MS1) y de los fragmentos (tolerancia
MS?2), tipo de enzima, nimero de cortes fallidos, modificaciones quimicas y modificaciones
bioldgicas potenciales (variables/dindmicas) son seleccionadas en el algoritmo de busqueda.
Cuando el algoritmo encuentra al mejor candidato que empareja un espectro experimental

contra un posible péptido y a este se le asigna un alto score, se le conoce como “peptide
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spectrum match (PSM)”. El valor de score refleja un buen ajuste entre el espectro experimental

y el tedrico, pero no necesariamente representa la veracidad del péptido asignado.

Cuando se habla de analisis DIA, la principal diferencia es que en lugar de tener un espectro
unico de MS/MS para cada péptido, en DIA se observa la elucion de fragmentos de diferentes
péptidos al mismo tiempo cromatografico. Existen dos tipos de estrategias para la
identificacion de péptidos utilizando datos obtenidos por DIA: (i) centrada en los péptidos y
(1) centrada en los espectros. La primera se centra en identificar péptidos especificos utilizando
librerias con datos de MS/MS; estas librerias pueden también ser creadas a partir de algoritmos
de prediccion (ej, Prosit) o utilizar librerias publicas con datos obtenidos previamente. Entre
los softwares mas comunes para este tipo de estrategia se encuentra OpenSWATH,
Spectronaut, csoDIAq y DIA-NN. Por otro lado, las estrategias centradas en espectros se
enfocan en identificar si hay evidencia para cada péptido basado en el andlisis de los espectros
observados. Entre los softwares mas comunes estdn DIA-Umpire y PECAN. Este tipo de
estrategia tiene la ventaja de producir espectros pseudo MS/MS de la coelucion de los

fragmentos que pueden ser usados con busqueda de librerias DDA.

1.6.5 Bases de datos de secuencias de proteinas

La gran mayoria de los algoritmos de busqueda empleados en proteomica basada en
espectrometria de masas requieren de una base de datos teorica para identificar la secuencia de
los péptidos a partir de la masa del precursor y los patrones de fragmentacion del péptido. Estas
bases de datos se usan para busqueda con algoritmos DDA, pero también recientemente con
nuevos modos de prediccion de espectros MS/MS para generar librerias espectrales tedricas
para analisis de datos con DIA. El espacio de btisqueda es calculado de las posibles proteinas
en una muestra (proteoma del organismo en particular) y también se incluye los contaminantes
esperados. La base de datos del proteoma se almacena en un archivo FASTA (FAST All) donde

esta la coleccion de secuencias de las proteinas.

Los archivos FASTA (secuencias de proteinas) pueden ser descargados de diferentes
organismos centrales: UniProt, RefSeq y Ensembl. Es importante mencionar que las secuencias
de las proteinas proporcionadas por las tres organizaciones algunas veces no contienen la
misma informacion, por lo que es necesario adicionar las diferentes bases de datos en la

busqueda.

La base de datos “The Universal Protein Resource — UniProt”, tiene tres diferentes productos:

(1) UniProt Knowledgebase (UniProtKB), (ii) UniProt Reference Clusters (UniRef) y el
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UniProt Archive (UniParc). El UniProt Knowledgebase (UniProtKB) es la coleccion central
para la informacion total de las proteinas, con anotaciones precisas y consistentes. Ademas de
adicionar datos para cada entrada en la coleccion tal como secuencia de aminoacidos, nombre
de proteina o descripcidon, taxonomia, fuente para citar, ademds de todas las anotaciones

posibles que se puede adicionar para tener mas informacion.

La coleccion de UniProtKB consta ademas de dos secciones: una seccion que contiene registros
de anotaciones asignadas manualmente con informacién extraida de la literatura y andlisis
computacional evaluado por un algoritmo curador (UniProtKB/Swiss-Prot), por otro lado,
existe también con registros analizados computacionalmente que esperan una anotacion
manual completa (UniProtKB/TrEMBL). Las secuencias de proteinas en UniProt son
derivadas a partir de secuencias codificantes de ADN enviadas a EMBL-Bank, GenBank y
DDBJ. Las secuencias de proteinas traducidas se importan primeramente a la base de datos de
TrEMBL, por esta razon también se le denomina base de datos “no revisada”. Los datos se
pueden incrementar con adicion de secuencias directamente de “Protein Data Bank -PDB”,
secuenciacion directa de proteinas de trabajos reportados en literatura, y también a partir de
prediccion de gen codificante (fuente de Ensembl). Una vez cargada la informacion con las
secuencias, estas pueden ser entonces revisadas manualmente y agregadas a la base de datos
Swiss-Prot, y por tanto se le denomina también a la base de datos “revisada”. Durante el
proceso de curacion se puede eliminar un conjunto de entradas de TTEMBL y ser reemplazada
por una sola entrada revisada de Swiss-Prot. Por ejemplo, si buscamos S. cerevisiae (Baker’s
yeast) en la base de datos UniProtKB con (taxonomy id:4932), obtendremos 7,913 entradas
revisadas (Swiss-Prot) y 40,121 entradas sin revisar (TrEmBL); indicando que en la actualidad
existen mas proteinas no revisadas que las que si lo estan, aunque durante una busqueda se
puede combinar las dos opciones para tener mayor numero de entradas y cobertura de proteinas.
Con el aumento de secuenciacion de genomas de alta calidad y el desarrollo de nuevos
algoritmos para realizar anotaciones automaticas, las entradas de TrEMBL seran de mayor

calidad que las que existian hace 5 afios, por ejemplo.

El segundo tipo de coleccion de secuencias de proteinas disponibles en UniProtKB se designa
como proteomas, con subclases de “proteoma”, “proteoma de referencia” o “pan-proteoma”.
De acuerdo con el concepto manejado en esta coleccidon, un proteoma es el conjunto de
proteinas derivados de la anotacidon de un gen completamente secuenciado (un proteoma por

un gen). Esto significa que un proteoma incluira tanto entradas de Swiss-Prot como de
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TrEMBL presentes en una tnica anotacion gendémica, y que todas las entradas en el proteoma

pueden rastrearse a hasta un solo ensamble genémico completo.

Cuando se recuperan colecciones de secuencias de proteinas como Swiss-Prot/TrTEMBL o de
proteomas designados, existe la opcion de descargar el archivo como formato “FASTA
(candnica)” o “FASTA (canoénica e isoformas)”. La segunda opcidn incluye también isoformas
adicionales, anotadas manualmente para las secuencias de Swiss-Prot. Cada entrada de Swiss-
Prot tiene una secuencia canonica seleccionada por el curador manual. EI nimero de isoformas
adicionadas en un proteoma varia considerablemente dependiendo del tipo de especie. Una vez
que una coleccion de secuencias de proteinas ha sido seleccionada y recuperada, el archivo
descargado debera de seguir una cierta nomenclatura sugerida por UniProtKB para que las
busquedas entre diferentes usuarios sean reproducibles. Los archivos de UniProtKB FASTA
sugieren utilizar el siguiente formato: [nombre comin o cientifico]-[id taxondmico]-
uniprot[ Swiss-Prot/ TrTEMBL/proteoma]-[ UP#proteoma]-[canonical/canonicalmas isoformas]-
[liberacion]; por ejemplo, el archivo FASTA descargado para Homo sapiens (human) de

UniProtKB: Human-9606-uniprot-proteome-UP000005640-canonical-2023 04.fasta.

2 Objetivos

2.1 Objetivo general

Avanzar en el conocimiento sobre el impacto de Se y de Cr en microorganismos de
relevancia en la alimentacion humana, mediante aplicacion de diversas herramientas analiticas
y de andlisis de datos, con enfoque en el uso de espectrometria de masas.
2.2 Objetivos especificos

I.  Establecer las condiciones de crecimiento y enriquecimiento de S. cerevisiae bajo
exposicion a Se(IV) utilizando marcaje metabolico in vivo con isotopo pesado de
nitrégeno (°N).

II. Estudiar el impacto del marcaje metabolico con SN sobre la captacion y
biotransformaciéon de Se(IV) en levadura, y determinar si existe fraccionamiento
isotdpico de Se durante su incorporacion en la levadura.

III.  Estudiar el efecto del Se(IV) en levadura mediante un estudio de protedmica
semicuantitativa utilizando marcaje metabolico con '°N haciendo uso de cromatografia
de liquidos acoplado a espectrometria de masas de alta resolucion (LC-HRMS).

IV.  Evaluar la capacidad de nanoparticulas de Se (NPSe°) como removedoras de H202 en

condiciones fisiologicas.
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V.  Estudiar diferentes formas de exposicion de Cr con levadura., enfocdndose en una

incorporacion efectiva de Cr(III) y en un buen crecimiento celular de la levadura.

3 Parte experimental

3.1 Equipos de laboratorio

3.1.1 Instrumentacion analitica

e Espectrometro de masas de alta resolucion maXis Impact: Ionizacion ESI y cuadrupolo-
tiempo de vuelo ESI-QToF-MS (Bruker Daltonics, California, USA).

e Espectrémetro de masas con ionizacioén en plasma acoplado inductivamente (ICP-MS)
modelo Nexion 300D (Perkin Elmer, Boston, USA), con celda de colision/reaccion tipo
octapolo.

e Espectrometro de emision atomica con plasma de microondas (MP-AES) modelo MP-
4100 de Agilent Technologies con generador de nitrégeno Agilent 4107 y con modulo de
control de gas externo (EGCM) (Agilent Technologies, California, USA.).

e Espectrémetro de masas modelo “Plasma II”” multicolector de alta resolucion equipado con
16 copas de Faraday (MC-ICP-MS) (Nu Instruments, Wrexham, U.K.).

e Espectrometro de masas con ionizacion ESI y triple quadrupolo (ESI-QqQ-MS) Agilent
6460 (Agilent Technologies, Munich, Alemania).

e Espectrometro de masas con desorcion/ionizacion laser asistida con matriz y con
analizador de masas de tiempo de vuelo (MALDI-TOF-MS) (Bruker Daltonics), equipado
con un laser Smartbeam™-1I Nd:YAG (335 nm, 532 nm, 1064 nm).

e Cromatégrafo de liquidos UHPLC Ultimate 3000 (Dionex Thermo Scientific, California,
USA) equipado con bomba binaria, desgasificador, termostato y auto muestreador.

e Cromatografo de liquidos HPLC Agilent 1260 (Agilent Technologies, Munich, Alemania).

e Cromatdgrafo de gases Clarus 500 con detector de ionizacion de flama (GC-FID) (Perkin
Elmer, USA).

e Espectrofotometro UV/Vis modelo Multiskan GO (Thermo Scientific).

3.1.2 Equipos utilizados en el procesamiento de muestras y preparacion de reactivos

e Sistema de extraccion en reflujo, modelo Carousel 12 Plus Reaction Station (Radleys
Chemistry Equipment, Saffron Walden, U.K.).

e Sistema de digestion asistida por microondas “High-Performance Microwave Digestion

System ETHOS™ UP” (Milestone Srl).
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e Sistema Comercial de generacion de Hidruros/Vapor frio modelo HGX-200 (Teledyne
CETAC Technologies).

e (Camara de electroforesis SDS-PAGE Bio-Rad Mini-PROTEAN 3 (Bio-Rad, México).

e  Purificador de agua Mili-Q WaterPro Ps (Labconco).

e Centrifuga HERMLE Labortechnik Z 326.

e Centrifuga Legend Mrico 17 (Thermo Scientific).

e Speed Vac Vacufuge plus (Eppendorf AG).

e pH metro 3200P (Agilent Technologies).

e Liofilizador FreeZone 2.5 Plus y Frasco Fast-Freeze 600 mL (Labconco).

e Campana de flujo laminar con lampara UV.

e  Micropipetas BioPette™ A de 2 uL, 10 uL, 20 puL, 200 pL, y 1000 pL. (Labnet, NJ, USA).

3.2 Softwares para analisis de datos
o Data Analysis 4.1 (Bruker Daltonics).
o ProteinScape (Bruker Daltonics).
o BioTools (Bruker Daltonics).
o MASCOT (Matrix Science).
o MassHunter Workstation Software Version B.07.00 (Agilent Technologies).
o ProfileAnalysis Version 2.1 (Bruker Daltonics)
o Excel Office 365
o ChemsStation (Agilent Technologies)
o Agilent Expert MP (actualizado de MP-AES 4200)
o Skyline
o MS Fragger
o Isotopic Pattern Calculator
o ProteoWizard — MSconvert
o ID Pick
o R

o Isotope enrichment calculator v.1.2

3.3 Material biologico
o Levadura panadera (S. cerevisiae)

o Glucosa oxidasa de Aspergillus niger
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4. Resultados y Discusion

4.1 Crecimiento de S. cerevisiae durante biofortificacion con Se utilizando marcaje
metabdlico con °N
4.1.1 Introduccion

La levadura biofortificada con selenio ha sido un foco de investigacion desde hace mas
de 5 décadas. El primer estudio nutricional a gran escala se relacion6 con la prevencion de
cancer, comprobando un decremento en la incidencia de diferentes tipos de céncer en la
poblacion que recibié 200 pg de Se-levadura diariamente por 4 anos; el estudio fue llevado a
cabo en los afios 90 por Clark y colaboradores'®. Posteriormente, numerosos ensayos clinicos
han sido realizados utilizando no solamente levadura selenizada como el suplemento, sino
también L-Se-metionina (SeMet), oxi-aniones de selenio y diversas formas orgéanicas de
selenio obtenidas sintéticamente. A través de los afios, un conceso se ha establecido entre los
diferentes estudios de que los efectos benéficos son evidentes solamente cuando los
participantes muestran bajos niveles de Se. Ademas, se ha demostrado que los resultados de la
suplementacion con Se también dependen de la dosis de Se y la duracion del tratamiento. Como
una conclusion importante, la levadura selenizada fue aceptada como la forma mas efectiva del
elemento!'%*!% _ Es necesario resaltar que SeMet administrada por si solo o con vitamina E en
el estudio SELECT, fall6 en la prevencién de cancer de prostata en la poblacion de hombre
relativamente sanos'*®. La SeMet es la forma principal de selenio en levadura, equivalente a
cerca del 60 % del selenio total, y por ello es necesario entender completamente el metabolismo
de selenio y los cambios asociados al Se en estos organismos para poder entender la
significancia de la actividad quimiopreventiva de levadura biofortificada con Se. Como
ejemplo, un estudio realizado en ratones revelod diferentes efectos en la expresion a nivel

genético cuando se utilizaba selenito de sodio, SeMet y Se-levadura!®’

. Ademas, usando
electroforesis en gel de dos dimensiones seguida de cromatografia de liquidos y ionizacion por
electrospray con espectrometria de masas en tindem, se observé diferencias en la expresion de
las proteinas asociadas con el proceso carcinogénico debido a la biofortificacion de levadura

con selenio'%.

En un estudio reciente, ocho fracciones de una electroforesis en gel fueron analizadas
por MALDI-TOF-MS, encontrando cambios en la expresion de proteinas en presencia de Se!®.
Sin embargo, ninguno de los estudios citados fue conclusivo, por lo contrario, los autores

resaltaron la necesidad de realizar mas investigacion futura.
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Por otro lado, el marcaje metabdlico con nitrégeno pesado durante el crecimiento de
ciertos organismos se ha convertido en una estrategia ampliamente aceptada en protedmica

9. 110"y podria ser 1til cuando es enfocada en estudio de Se-levadura. En tales

comparativa
estudios, una sal conteniendo nitrogeno es agregada al medio de crecimiento como Unica forma
de nitrogeno, utilizando sal '°N para la levadura expuesta a Se y una sal con composicion
isotopica natural de nitrogeno (99.63% de '“N) para controles no expuestos (o inversamente).
Cabe resaltar que el marcaje con isotopos estables permite analisis LC-MS de la mezcla de dos
muestras en una sola corrida cromatografica, asegurando idénticas condiciones de separacion
y deteccidon en ambos sistemas estudiados. Gracias a la capacidad isotopica de la espectrometria
de masas, el mismo compuesto (péptido) proveniente de dos muestras diferentes, aunque se
eluye de la columna cromatografica practicamente con el mismo tiempo de retencion, puede
ser facilmente asignado a cada una de las muestras y su abundancia puede ser comparada entre

las muestras aplicando la diferencia esperada de m/z debida a la sustitucion del isotopo ligero

por el isotopo pesado en una de ellas.

No obstante, introduciendo is6topos pesados de nitrégeno, un elemento quimico
presente en la mayoria de las biomoléculas importantes dentro de cualquier organismo puede
alterar varios procesos vitales causando cambios en la transcripcion del ADN, expresion de
proteinas, y en el perfil de metabolitos. Por consiguiente, un marcaje metabolico inverso es
usualmente realizado, preparando dos sets de muestras biologicas; en un set, '“N es aplicado al
cultivo control, y en el otro , "“N es introducido en el organismo expuesto. De esta manera, la
interpretacion de los datos de andlisis de espectrometria de masas se vuelve menos propensa a
errores, y los efectos causados por el tratamiento aplicado puede ser separado de aquellos

ISN102. 111 Egpecificamente, en Escherichia coli, se ha reportado que el °N

provocados por
afecta los perfiles de proteina y metabolitos en varias rutas biosintéticas y metabolicas,

incluyendo en el ciclo del 4cido citrico y glicolisis!!2.

Dentro de los objetivos generales del proyecto doctoral, se propone hacer un estudio
protedémico comparando levadura crecida en presencia de selenio inorganico, Se (IV), contra
un control no-expuesto. Como aportacion original, se pretende hacer marcaje metabdlico con
nitrégeno pesado ('°N). Y para ello, primeramente, se establecieron las condiciones de
exposicion de levadura a Se(IV) teniendo como objetivos una eficiente incorporacion de
selenio sin sacrificar la produccion de biomasa. Para poder realizar el marcaje metabdlico, se
utilizo6 medio YNB (Millipore Y1251), el cual no contiene ni aminoacidos ni sales de

amonio!'3. Por tanto, el sulfato de amonio es agregado como tUnica fuente de nitrégeno;
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utilizando en uno de los cultivos la sal con distribucion natural de isotopos de nitrogeno (1*N)
y en otro cultivo una sal que contiene nitrogeno pesado (1°N). De esta manera se hace posible
comparacion de cultivo expuesto a Se(IV) contra el control no expuesto en una sola corrida

LC-MS.

4.1.2 Objetivos particulares

- Aislar una cepa de S. cerevisiae a partir de levadura panadera comercial.

- Establecer condiciones de crecimiento de la levadura en medio definido YNB (sin

aminoacidos y sin sulfato de amonio), bajo exposicion a Se (IV): 0, 5, 10 y 20 mg/L.

- Evaluar el crecimiento de la levadura en base a la biomasa liofilizada obtenida en peso seco

y sobre nimero de células formadas.

-Comparar el crecimiento de levadura cuando se utiliza marcaje metabdlico con °N, tanto en

los medios con Se(IV) como en los controles no expuestos.

4.1.3 Condiciones experimentales
4.1.3.1 Reactivos y muestras
Los reactivos utilizados fueron de grado analitico y reactivos de la marca Sigma Aldrich fueron

ampliamente utilizados. Las muestras y estandares fueron diluidos con agua desionizada (18

MQ cm Labconco).

Selenito de sodio, sulfato de amonio con composicion isotdpica natural ("*(NH4)2SO4), sulfato
de amonio marcado con nitrégeno pesado (3(NH4)2S04), > 98 % de 4tomos '°N) y dextrosa

fueron reactivos obtenidos de Sigma Aldrich.

El medio minino YNB (base de nitrogeno de levadura sin aminoacidos y sin sulfato de amonio)

fue obtenida de Sigma Aldrich y medio PDA (Agar papa dextrosa) de BD Bioxon.

4.1.3.2 Crecimiento de levadura y enriquecimiento con Se

Un cultivo de levadura de pan (S. cerevisiae) fue obtenido a partir de sembrar el
microorganismo en medio solido agar papa dextrosa (PDA) e incubando toda la noche a 28 °C;
las colonias fueron recuperadas con una aza estéril y fueron inoculadas en dos matraces
Erlenmeyer, cada uno con 200 mL de medio liquido. En ambos matraces, el medio consistid
en 1.7 g/L YNB, 4.0 % de dextrosa y 5 g/L de sulfato de amonio (Tabla 7); sin embargo, la sal
de amonio con composicion natural de '“N fue adicionada en un matraz, mientras que , en el

segundo matraz, la sal con '°N fue utilizada. La levadura fue crecida a 28 °C por 24 h, con
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agitacion. Las células se recuperaron por centrifugacion a 4,000 g por 5 min y la pastilla fue
re-suspendida en 10 mL de medio fresco. Alicuotas de estas soluciones fueron inoculadas en
el siguiente ciclo de crecimiento donde ocho matraces Erlenmeyer se utilizaron para cultivos
con N y otros ochos para 'N. En cada caso, dos matraces fueron usados para crecer un control
no expuesto y los otros seis matraces se destinaron para la exposicion a Se(IV) con
concentraciones de 5, 10 y 20 mgSe/L, respectivamente (dos replicas para cada condicion). La
concentracion inicial de levadura en cada matraz fue de 6.0 x 10% células/mL. Todos los
experimentos fueron realizados de manera simultanea manteniendo las mismas condiciones de
crecimiento, incubandolos por 24 h a 28 °C con agitacion constante. Las células se recuperaron
por centrifugacion (5,000 g por 5 min) y fueron lavadas tres veces con agua desionizada.
Finalmente, las muestras fueron congeladas, liofilizadas, y la produccion de biomasa fue
evaluada con respecto a peso seco obtenido. Las repeticiones bioldgicas de los medios crecidos

bajo las mismas condiciones fueron analizadas en tres replicas técnicas.

Tabla 7. Composicion de medio de cultivo YNB sin aminodcidos para crecimiento de levadura

marcada isotopicamente con nitrogeno '°N; bajo exposicion a Se (IV) 5, 10, y 20 mg/L.

Reactivo Levadura - “N/ N
Medio YNB 1.7 g/L
Dextrosa 4.0 % m/v
*(1Y15NH4),S0;4 37.9mM =5 g/L
Se (IV) 5, 10, 20 mgSe/L

* ge utilizaron dos sales de amonio, una con composicion isotopica natural de “N y otra con NN > 98%)).

4.1.4 Resultados y Discusion

Como punto de partida, el crecimiento celular de la levadura en presencia de nitrégeno
ligero y pesado fue evaluada, estableciendo las mejores condiciones para su crecimiento.
Inicialmente, un medio YNB sin aminoacidos fue preparado de acuerdo con las instrucciones
proporcionadas por el proveedor, adicionando sulfato de amonio como fuente de nitrégeno, es
decir, sal con distribucion isotépica natural '*N para un medio ligero, mientras que, una sal

enriquecida isotopicamente con °N para el medio pesado.

Se utiliz6 una concentracion de sal de amonio de 20 mmol/L y 2.0 % m/v de glucosa,
tal como ha sido reportado anteriormente!!*. Sin embargo, se observo deficiente crecimiento

bajo estas condiciones, varios experimentos se realizaron variando la concentracion de
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nitrogeno y de glucosa como fuente de carbon (resultados no mostrados)'>. Como resultado de
estas pruebas, se decidi6 usar doble del sulfato de amonio inicialmente probado y 4 % m/v de
glucosa, los cuales produjeron buen e igual crecimiento de levadura en presencia de ambas
formas isotopicas de nitrogeno. Por otro lado, para el enriquecimiento con Se, se adicion6
selenito de sodio (NaxSeOs) para tener concentraciones finales de Se en los medios
equivalentes a 5, 10 y 20 mgSe/L. Como se observa en la Figura 21a el Se inhibe el crecimiento
de levadura en forma directamente proporcional a la cantidad adicionada. Es de particular
interés que un color rojizo aparecid en todos los cultivos con exposicion a Se, indicando la
formacion de Se elemental. Se observd ademas que la intensidad del color fue de manera

proporcional a la cantidad de selenio adicionada a los medios.

Es importante mencionar que, bajo estas condiciones idénticas de crecimiento
seleccionadas, practicamente el mismo numero de células y cantidad de biomasa fueron
obtenidos después de crecimiento de la levadura por 24 h, tanto en los medios en presencia de
nitrogeno "N y >N (Figura 21a y Figura 21b). Es claro también que, la exposicion de la
levadura a 20 mgSe/L inhibe el crecimiento celular en aproximadamente 50 % con respecto a

un control no expuesto.
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Figura 21. Efecto de diferentes concentraciones de Se en medio de cultivo (mgSe/L) sobre la
cantidad de células de levadura generadas por mL, (a); y sobre biomasa total liofilizada (b); se
muestra comparacion entre los medios de crecimiento obtenidos en presencia de nitrogeno

ligero "N y pesado '°N.
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A manera de demostracion, en Figura 21 se presentan resultados obtenidos en estos
experimentos; las cantidades de células por mL y los valores de biomasa obtenidos después de
24 h de crecimiento en ausencia de Se(IV) y cuando los medios fueron expuestos 5, 10 y 20
mgSe/L, respectivamente. Adicionalmente, en la Figura 22 se puede observar el cambio de
color de biomasa conforme aumentaba la concentracion de Se en el medio. En base a los
resultados obtenidos, se seleccion6 la concentracion de 10 mgSe/L para las siguientes etapas

del estudio.

Figura 22. Imagen donde se muestra efecto de las diferentes concentraciones de Se en medio
de cultivo (mgSe/L) sobre el crecimiento celular y produccion de biomasa después de 24 h de

exposicion.

4.1.5 Conclusiones

Se establecieron las condiciones de crecimiento de S. cerevisiae adecuados para llevar a cabo
el marcaje metabdlico con '°N utilizando sulfato de amonio como fuente de nitrégeno. Se ha
logrado igual crecimiento y produccioén de biomasa de levadura en presencia de ambas formas
isotopicas de nitrogeno. Asi mismo, se selecciond la concentracion de Se(IV) en medio

correspondiente a 10 mgSe/L

4.2 Estudio de fraccionamiento isotopico de Se durante bio-fortificacion de S. cerevisiae e
influencia de marcaje metabdlico con '°N
4.2.1 Introduccién

En el capitulo 4.1, se describe el crecimiento de la levadura utilizando marcaje
metabolico con nitrogeno pesado como una estrategia util enfocada en estudio de Se-levadura,
especificamente pensando en hacer proteémica comparativa®- ''°. No obstante, introduciendo
isotopos pesados de nitrégeno, un elemento quimico presente en la mayoria de las biomoléculas
importantes dentro de cualquier organismo puede alterar varios procesos vitales causando
cambios en expresion de proteinas, y en el perfil de metabolitos. Especificamente, en

Escherichia coli, '’N ha sido reportado que afecta los perfiles de proteina y metabolitos en
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varias de sus rutas biosintéticas y metabolicas, incluyendo en el ciclo del 4cido citrico y
glicolisis. En este sentido, se han reportado también diferencias en la composicion isotdpica de
carbono (un elemento estructural similar al nitrégeno) entre plantas con diferentes vias de

fotosintesis, afectando el fraccionamiento isotopico durante la sintesis de clorofila''>.

Por otro lado, es reportado que el fraccionamiento de masa para ciertos metales, tal
como Cu, Zn, o Fe, ocurre durante procesos biologicos ''®. Alteraciones en la composicion
isotopica en nutrientes minerales se han observado en varias condiciones clinicas y patologias,
incluyendo cancer'!'> 17118 También existen reportes informando valores delta negativos para
selenio presente en levadura, lo que sugiere que durante el proceso de captacion y asimilacion
de este elemento existe una preferencia a los isotopos “ligeros” de; sin embargo, la Unica
muestra analizada hasta el momento fue SELM-1- un material de referencia certificado

producido en el Centro Nacional de Investigacién Council Canadd (NRCC)!!? 120,

La informaciéon colectada y resumida anteriormente fue la motivacion para investigar el
fraccionamiento isotopico de Se durante bio-fortificacion de S. cereviciae y evaluacion de los
posibles efectos causados por nitrogeno pesado, usado en el marcaje metabolico. En este
capitulo se reportan los resultados de la evaluacion del efecto del marcaje metabélico con "N
sobre la incorporacién y sobre el posible fraccionamiento isotopico de Se durante la
captacion/biotransformacion de Se(IV). Para determinar la incorporacion de Se(IV) a levadura,
se utilizaron dos sistemas instrumentales: espectrometria de emision atdmica con plasma de
microondas- previa generacion de hidruros (HG-MP-AES) y espectrometria de masas con
ionizacion en plasma acoplado inductivamente (ICP-MS). Asi mismo, la conversion de Se(IV)
en SeMet fue confirmada después de la digestion de muestra con acido metanosulfonico y el
analisis por cromatografia de liquidos con detector masico de triple cuadrupolo. Finalmente,
las relaciones isotopicas de Se fueron determinadas utilizando un espectrometro de masas de
alta resolucioén con ionizacion en plasma acoplado inductivamente equipado con detector de

tipo multicolector (HG-MC-ICP-MS).

4.2.2 Objetivos particulares
- Corroborar la seleccion de la concentracion de Se(IV) en medio de cultivo mediante
evaluacién de la captacion de Se y su transformacion en SeMet en S. cerevisiae - Determinar

el fraccionamiento isotopico de Se durante bio-fortificacion de S. cerevisiae

- Comparar la incorporacion de Se y su fraccionamiento isotopico entre levadura marcada con

N y levadura con distribucion isotdpica natural de '“N.
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4.2.3 Condiciones experimentales

Para asegurar alta fiabilidad de los resultados, cuatro replicas biologicas de cultivo de
levadura marcada y sin marcaje fueron preparadas y analizadas; el selenio reducido
extracelularmente y Se incorporado en células fue determinado de manera independiente en
muestras de nitrégeno *N y N, usando dos técnicas analiticas diferentes: HG-MP-AES y

ICP-MS.

El fraccionamiento isotopico para selenio fue determinado a partir de las relaciones
isotopicas de Se determinadas por medio de generacion de hidruros acoplado a espectrometria
de masas de multicolector con plasma acoplado inductivamente (HG MC ICP-MS), esto

después de estudiar algunas posibles interferencias.

4.2.3.1 Reactivos y muestras
Todos los reactivos fueron de grado analitico, en su mayoria fueron productos Sigma Aldrich.

Las muestras y estandares fueron diluidos con agua desionizada (18 MQ cm Labconco).

Selenito de sodio, selenometionina (SeMet), sulfato de amonio con composicion isotopica
natural ( (**NH4)2804), sulfato de amonio marcado con >N ( (*NH4)2S04), > 98 % de atomos
5N), sulfito de sodio, 4cido nitrico ultrapuro, 4cido clorhidrico fumante, 4cido
metanosulfonico, acido formico, formiato de amonio, hidréxido de sodio, perdxido de

hidrogeno, y dextrosa fueron reactivos de Sigma Aldrich.

Una solucion de estandar multi elemental MERCK ICP VI que contiene: Li, Al, V, Cr, Mn,
Co, Ni, Cu, Rb, Sr, Mo, Ag, Cd, Ba, T1, Pb, Bi, U a 9.8 mg/L, y Be, Fe, As, Se, Zn a 100 mg/L;

estandares individuales de Zn y Cu fueron adquiridos de Merck.

Para determinar la precision y exactitud de los resultados, se utilizo el material certificado de
referencia para levadura selenizada SELM-1 (National Research Council, Ottawa, ON,
Canada), una solucion estandar de selenio SRM NIST 3149 (Merck, Darmstadt, Germany), y
estandares de referencia de agua superficiales, SPS-SW2 y SPS-SW1 (Spectrapure Standards,
Oslo, Norway).

4.2.3.2 Instrumentacion analitica
v’ Espectrémetro de emision atomica con plasma de microondas (MP-AES) modelo MP-
4100 de Agilent Technologies con generador de nitrégeno Agilent 4107 y con modulo
de control de gas externo (EGCM) (Agilent Technologies, California, USA.). Para la

introduccidon de las muestras se utilizO un sistema de introduccion de muestras
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multimodo (MSIS), controlado por el software Agilent MP Expert. El sistema que
integra generacvion de hidruros con MP-AES se abrevia a continuacion HG - MP-AES

v’ Espectrémetro ICP-MS modelo Nexion 300D (Perkin Elmer, Boston, USA), con celda
de colision/reaccion tipo octapolo. En el texto se abrevia este sistema como ICP-MS.

v Cromatédgrafo de liquidos 1290 Infinity HPLC (Agilent, USA) acoplado con
espectrometro de masas Agilent 6064 ionizacidon por electro nebulizacién y con
separador de masas de triple cuadrupolo (HPLC-ESI-QqQ-MS). La columna
cromatografica utilizada fue una del tipo Poroshell 120 EC-C18 (50 mm x 3 mm, 2.7
pm)

v Espectrémetro de masas modelo “Plasma II” multicollector de alta resolucion equipado
con 16 copas de Faraday (MC-ICP-MS) (Nu Instruments, Wrexham, U.K.). Este
sistema fue acoplado a un generador de hidruros y se abrevia a continuacion como HG-

MC - ICP-MS

4.2.3.4 Crecimiento de levadura y enriquecimiento con Se

Las muestras de levadura fueron obtenidas tal como se describen en la seccion 4.1.2 del
capitulo anterior: Sin embargo, para facilitar la interpretacion de datos en los siguientes
capitulos, las muestras se identificaran de la siguiente manera: Lcl-Le4 — levadura crecida en
presencia de *N y sin exposicion de Se; L1-L4 — levadura crecida en presencia de '“N y bajo
exposicion a Se(IV); Hel-He4 — levadura crecida en presencia de N y sin Se; H1-H4 —

levadura crecida en presencia de "Ny Se(IV)”.

En cada experimento, dos muestras biologicas fueron obtenidas de cada tratamiento y
se realizaron cuatro repeticiones en meses consecutivos (marzo — junio 2022). Las repeticiones
bioldgicas de los medios crecidos bajo las mismas condiciones fueron homogenizados y

analizados en tres replicas técnicas.

4.2.3.5 Eliminacion de Se elemental de biomasa de levadura

En todos los experimentos con exposicion a Se(IV) se observo la formacion de nanoparticulas
se selenio elemental (SeNPs) por reduccion de selenio inorgénico a selenio elemental. Su
presencia es visible por una coloracion rojiza acumulada en la superficie celular. Para la
eliminacion de estas nanoparticulas de Se adsorbidas sobre las células de la levadura, se realizo
un tratamiento con sulfito de sodio, siguiendo el procedimiento reportado anteriormente'?!. En

concreto, a una alicuota de 150 mg de levadura liofilizada se adicionaron 2.5 mL de Na2SO3
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200 mM y la mezcla se calent6 a 60 °C durante 6 h en reflujo, logrando la siguiente oxidacion

de Se”a selenosulfito de sodio, soluble en agua.

Na,S0; + Se® - Na,SeS0, Ec.11

Después de solubilizar las nanoparticulas, las soluciones se centrifugaron a 6,000 g por 10 min.
La pastilla obtenida, la cual correspondia a células sin Se’ fue secada a temperatura ambiente
(pastilla 1). Por otro lado, se recuper6 el sobrenadante que contenia el selenosulfito proveniente
de la oxidacion de NPSe y posiblemente algunas proteinas disueltas. Las proteinas extraidas
por el tratamiento fueron posteriormente recuperadas con adicion de tres voliimenes de acetona
fria, y manteniendo la mezcla a — 20 °C toda la noche. Una vez precipitadas las proteinas, se
recuperaron en la pastilla después de centrifugacion a 13,000 g por 10 min (pastilla 2).
Finalmente, las pastillas 1 y 2 fueron combinadas y usadas para la determinacion de: (i)
contenido Se total captado por levadura, (ii) determinacion de elementos traza y (iii) medicién
de las relaciones isotopicas de Se en levadura. En cada muestra, el sobrenadante recuperado
fue evaporado a temperatura ambiente, y concentrado a 1 mL previo a digestion acida para

determinacion de selenio que correspondia a la fraccion que formo NPSe afuera de las células.

4.2.3.6 Determinacion de selenio total en levadura y de la fraccion extracelular del elemento
correspondiente a Se” por HG-MP-AES

Después de remover Se°, 50 mg de levadura liofilizada y el sobrenadante recuperado para cada
muestra fueron depositados independientemente en 15 mL de tubos de digestion de cristal de
borosilicato, previamente lavados en 10 % HNO3 por 24 h, y enjuagados con suficiente agua.
Para la digestion, 1 mL de acido nitrico concentrado fue agregado a cada muestra, y todas
fueron calentadas a 80 °C durante 20 min, seguido de un incremento de temperatura a 120 °C
y mantenida por 3 h (Accublock Digital Dry Bath D1200, Labnet International, NJ, USA). Una
vez que los digestos se enfriaron a temperatura ambiente, 500 uL. de peréxido de hidrogeno se
adiciono, y las muestras se calentaron por otros 30 min. El volumen se ajust6 a 2 mL en tubos
eppendorf y, después de haber centrifugado a 13,000 g por 5 min, 400 puL fueron tomados y

diluidos a 4 mL con agua desionizada previo a analisis por HG-MP-AES.

El procedimiento de HG-MP-AES fue adoptado de estudios previos'>. La generacion
de seleniuro (HG) se realiz6 utilizando un sistema MSIS; donde las muestras/estandares fueron
bombeadas a través del canal inferior, el agente reductor suministrado a través del canal
superior y el gas de nebulizacion fue introducido de manera perpendicular. Para la

acidificacion, 1 mol/L HCI fue proporcionado junto a la muestra mediante una conexion en
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forma de T. La solucion reductora fue preparada diariamente disolviendo 4.5 g de NaBHa4 (1.5

% m/v, 0.32 M) en 300 mL de 1.0 % m/v, 0.26 M NaOH.

Los pardmetros para la generacion de hidruro de selenio y las condiciones de operacion
del instrumento son presentados en Tabla 8. La cuantificacion de selenio se realiz6 utilizando
una curva de calibracion externa con siete puntos de calibracion (0, 0.25, 0.50, 0.75,1.0,2.0 y
5.0 mgSe/L) utilizando el estandar de Se(IV). La funcion de regresion lineal de la calibracion
fue de R?> 0.999 y el limite de cuantificacion instrumental para Se fue de 0.14 mg/L. El
procedimiento fue validado utilizando el material de referencia certificado SELM-1, el cual fue

utilizado en todo momento.

Tabla 8. Condiciones de operacion instrumental en el sistema HG-MP-AES

Generacion de hidruros

Acidificacion HCI 1 mol/mL; 1 mL/min

Agente reductor NaBH4 1.5 % (m/v) + NaOH 1.0 % (m/v); 1 mL/min

Deteccion por MP-AES

Presion de nitrogeno 140 psi

EGCM Media

Nebulizador/camara de niebla Sistema de introduccion de muestra multimodo/MiraMist Teflon
Presion de nebulizador 220 KPa

Posicion de visualizacion -20

Posicion de adquisicion Continua

Tiempo de integracion 5s

Longitud de onda de deteccion A =196.026 nm, A = 203.985 nm

Numero de pixeles 3

4.2.3.7 Determinacion de Se y de elementos traza en biomasa de levadura por ICP-MS

150 mg de biomasa liofilizada fue tratada con sulfito de sodio como anteriormente se describio,
la pastilla recuperada y el sobrenadante (concentrado a 1 mL) se colocaron de manera
independiente en tubos de digestion de teflon. Para la digestion, 4.5 mL de acido nitrico
ultrapuro concentrado y 0.5 mL de peroxido de hidrogeno fueron adicionados, y las muestras
se calentaron en un sistema de microondas (High-Performance Microwave Digestion System

ETHOS™ UP, Milestone, Italy). El programa de digestion consistid en 50 min con una
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potencia maxima de 1800 W; la temperatura fue incrementada de manera lineal hasta 210 °C
durante 20 min, y mantenida a 210 °C por 15 min. Finalmente, los digestos fueron enfriados a
temperatura ambiente por 20 min y el volumen se llevo a 50 mL con agua desionizada para el
analisis de Se y de elementos trazas. Se utilizo un ICP-MS Nexion 300D (Perkin Elmer,
Boston, MA, USA) con nebulizador Meinhard y cdmara de nebulizacion ciclonica de Quarzo.
Los parametros de operacion del instrumento fueron optimizados diariamente para obtener la
maxima sensibilidad. Las condiciones de operacion fueron las siguientes: poder de RF de 1300
W, el flujo de gas de plasma (Ar) fue de 15 L/min, velocidad del flujo de gas auxiliar 1.2 L/min,
y flujo del gas de nebulizador (Ar) fue de 0.8 L/min, tiempo de integracion de 100 ms.
Especificamente para la determinacion de Se en biomasa y en sobrenadante, los is6topos "*Se
y ¥2Se fueron elegidos debido a la conocida interferencia poliatomica del dimero de Ar con el
isotopo mas abundante, 3°Se. Se monitorearon los siguientes elementos en biomasa con base a
los siguientes isotopos: >'V, 3Cr, >*Mn, 'Fe, ¥Co, 'Ni, ®*Cu, ®Zn, %6Sr, *’Ba. Se realiz6
calibracidn externa con diluciones sucesivas de una solucion de estandares multi elemental
para ICP-MS, la cual consistia en: Li, Al, Cr, Mn, Co, Ni, Cu, Rb, Sr, Mo, Ag, Cd, Ba, Tl, Pb,
Bi, U con concentraciones de 9.8 mg/L y Be, Fe, As, Se, Zn con concentracion de 100 mg/L.
Los rangos de calibracion fueron de: 0.98 — 98 ng/L para el primer grupo de elementos, y de
10— 1000 pg/L para el segundo grupo. Las muestras fueron diluidas apropiadamente para tener

los elementos analizados dentro del rango de calibracion.

La exactitud de los resultados fue validada mediante el andlisis de los materiales de referencia
certificados SPS-SW 1 y SPS-SW2; obteniendo desviaciones relativas del valor certificado
para los diez elementos monitoreados de 1.15 % - 3.38 %, excepto 6.44 % para Sr en SPS-
SWI1. En el caso de Se, los porcentajes de desviacion fueron 0.14 % en SPS-SW2 (valor
certificado 2.0 + 0.02 ng/mL) y 0.12 % en SPS-SW2 (valor certificado 10.0 + 0.05 ng/mL).

4.2.3.8 Determinacion de selenometionina(SeMet) por HPLC-ESI-QqQ-MS

Alicuotas de muestra de 50 mg de biomasa liofilizada libre de Se® fueron digeridos con 4cido
metanosulfénico de acuerdo con Wrobel y col.!?, con ligeras modificaciones. En resumen, 5
mL de acido metanosulfonico (MA) 4 mol/L y 50 uL de mercaptoetanol se adicionaron a cada
una de las muestras y todas fueron calentadas en reflujo por 18 h en el sistema de digestion
Carousel 12 Plus Reaction Station (Radley Tech, Germany). El volumen de los digestos se
afor6 a 10 mL, y se tomaron alicuotas de 30 pL, las cuales fueron diluidas 50 veces con agua
desionizada y filtradas por filtro de jeringa (PVDF Acrodisc LC de didmetro 13 mm, y tamafo

de poro 0.2 um) antes de inyectar al sistema de separacion LC.
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La determinacion de Se-metionina (Se-Met) se realizo6 utilizando el sistema HPLC-ESI-QqQ-
MS, siguiendo procedimiento reportado previamente '**. La columna de fase inversa se
mantuvo a 40 °C. Las fases moviles fueron, A: formiato de amonio 10 mM y acido formico 0.4
% en agua y B: formiato de amonio 10 mM y 4cido férmico 0.4 % en metanol. Se utiliz6 el
siguiente gradiente de elucion: 0—2.0 min, 0 % B; 2.0 — 4.0 min, 0 % - 90 % B; 4.0 — 6.0 min,
90 % B; 6.01 — 8.0 min, 0 % B. Se inyect6 un volumen de 3 pL para cada muestra y se mantuvo
un flujo de 0.34 mL/min.

Los parametros de operacion del espectrometro de masas fueron los siguientes: fuente
de ESI en modo positivo, voltaje del capilar 3.5 KV, nitrégeno como gas de nebulizacion (35
psi) y gas de secado (8 L/min); con temperatura de secado 300 °C. Se utilizé también nitrogeno
como gas de colision para fragmentacion de los iones seleccionados. La adquisicion de datos
se realizo en el intervalo de m/z 50 - 250. El tiempo de retencion de la Se-metionina fue de 1.6
min, y se cuantificd por monitoreo de reacciones multiples (MRM), utilizando transiciones de
los iones 198 > 56 y 199 > 57, para levadura crecida en medio de cultivo de “N y °N,
respectivamente. Los iones fueron fragmentados con un voltaje de colision de 25 V y
monitoreados en ventana de adquisicion de 0.35 a 3.0 min; por otro lado, las transiciones de
los iones calificadores fueron 198 > 181 y 199 > 181, respectivamente, (voltaje de colision de
9 V). El voltaje de fragmentacion fue fijado a 60 V y tiempo de integracion de 200 ms. La
calibracion externa fue realizada en un rango de 60 — 300 pg Se /L, con regresion lineal r* >

0.996 y limite de deteccion instrumental de 18 pg Se/L.

Ademas de determinar SeMet, era necesario descartar posible formacion de 6xido de SeMet
(SeMetO) durante hidrolisis de proteinas (aunque la hidrolisis se llevo a cabo en presencia de
2-mercaptoetanol) .. Para este analisis, el estdndar de SeMetO se obtuvo adicionando 1 mL de
peroxido de hidrogeno 30 % a 10 mL de solucion de estandar de SeMet 1 mgSe/L preparado
en 0.1 mol/L HCl y la solucion fue dejada a temperatura ambiente toda la noche. El producto
de reaccion fue introduciendo al mismo sistema HPLC-ESI-QqQ-MS, observando su elucion
en un tiempo de 0.8 min; para la cuantificacion por MRM se utilizo la transicién 196 > 95 bajo
los mismos parametros aplicados a SeMet. El limite de deteccion instrumental para SeMetO
fue de 25 pg Se/L. En aplicacion al analisis de muestras reales, no se observd la formacion de
SeMetO ni en SELM-1 ni en las muestras de levadura obtenidas y analizadas durante este

trabajo.
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4.2.3.9 Evaluacion del fraccionamiento isotdpico de Se por HG - MC - ICP-MS

Se realizaron mediciones de las relaciones isotdpicas de Se en biomasa de levadura libre de
Se° y en sobrenadante que contenia la fraccion de Se reducido por actividad metabdlica de
levadura y oxidado/solubilizado a selenosulfito; se utilizé el mismo protocolo de digestion con
acido nitrico que se empleo para analisis por ICP-MS. Para todas las muestras, la concentracion
final de Se en la solucion se ajustd a 1000 pg/L y todas fueron preparadas en solucion HCI
Imol/L. Para asegurar introduccion de Se al plasma libre de posibles interferentes y para lograr
mayor eficacia de transporte, se llevo a cabo la generacion previa de seleniuro, utilizando un
sistema de generacion de hidruros modelo HGX-200 (CETAC Technologies, Omaha, NE,

124 1 as condiciones de

USA), con parametros seleccionados en base a lo reportado en literatura
generacion de seleniuro se presentan en la Tabla 9. En la misma Tabla 9 se enlistan condiciones
de operacion del espectrometro de masas “Plasma II” multicolector de alta resolucion equipado
con 16 copas de Faraday (Nu Instruments, Wrexham, U.K.). El ajuste de las condiciones
instrumentales (tuning) se realizo previo a cada sesion de analisis; la posicion Optima de las
copas y la calibracion de los amplificadores Faraday fue realizada diariamente utilizando una
sefial de referencia interna de 40 V. El plasma fue operado con un poder de RF de 1300 W, un
flujo de gas refrigerante de 13.6 L/min y una velocidad de flujo de gas auxiliar de 1.17 L/min;
y conos de interfaz de niquel fueron utilizados como detectores. Cuatro colectores (L-4, H-2,

H-8) se emplearon para las mediciones de is6topos de Se 76, 77, 78 y 82, respectivamente, con

tiempos de integracion para cada isétopo de 0.5 s.

Las relaciones isotopicas de selenio: #2Se/"®Se y %2Se/”’Se, fueron medidas usando el método
de adquisicion estandar-muestra-estandar (SSB standard-sample-bracketing por las siglas en
inglés), el cual consiste en que cada muestra se introduce al sistema entre dos porciones de la
solucion de estandar Se NIST 3149 con conocida relacion de is6topos de Se. También se hizo
correccion de blanco real utilizando la sefial medida justo antes de la introduccion del primer
estandar, y se sustrajo tanto para los estandares de Se como para las muestras de levadura
analizadas. Por ultimo, posibles interferencias debidas a presencia de ciertos metales de
transicion fueron descartadas (descripcion de experimentos en el apartado de resultados y
discusiones) demostrando que las mediciones de las relaciones isotdpicas de Se fueron
confiables sin acudir a la separacion previa de cationes por cromatografia de intercambio

16nico.
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Tabla 9. Condiciones de operacion instrumental para generacion de hidruros y MC-ICP-MS

Generacion de hidruros

Acidificaciéon HCI 1 mol L™

Agente reductor NaBH4 1.2 % (m/v) + NaOH 0.05 % (m/v)
Velocidad de flujo de reactivos y muestra 0.83 mL/min

Posicion de rotametro de introduccion de muestra 13 mm

Velocidad de flujo de gas de adicion 0.7 mL/min

Parametros de MC-ICP-MS

Potencia de RF 1300 W
Flujo de gas de enfriamiento (Ar) 13 L/min
Flujo de gas auxiliar (Ar) 1.15 L/min
Flujo de gas nebulizador (Ar) 0.69 L/min
Interfaz de los conos Nickel

Parametros de medicion

Modo de resolucion 300

Configuracion de las copas L2:"Se; Ax:"*Se; H8: ¥2Se; H4:*'Se
Tiempo de integracion 3.0s

Modo de medicion Analisis de tiempo resuelto (TRA)
Réplicas >60

El fraccionamiento isotdpico del Se en las muestras analizadas fue calculado de acuerdo con la
Ecuacién 12, en la cual *Se corresponde a la sefial de ®Se y 7’Se, respectivamente:

( )111.1 estra
Se

<(825e> N (8256> )
XSe NIST 3149(1) 78Se NIST 3149(2)

2

5%2/XSe(%o) =

En donde el estandar Se NIST 3149 (1) es la medicion pre-muestra y Se NIST 3149 (2) es la

medicidn post-muestra.

4.2.3.10 Analisis estadistico

Cuatro réplicas bioldgicas para cada condicion de crecimiento fueron obtenidas para cada
muestra (Lc1-Lc4, L1-L4, Hc1-Hc4, H1-H4), y los anélisis por HG - MP-AES, ICP-MS, y HG
- MC-ICP-MS fueron llevados a cabo en tres réplicas técnicas. Después de obtener valores
promedio y sus respectivas desviaciones estdndar, un analisis estadistico fue realizado

comparando los resultados entre dos técnicas analiticas (HG - MP-AES contra ICP-MS). Por

71



otro lado, se realiz6 la comparacion de los valores delta de fraccionamiento isotopico de Se
entre muestras de levadura obtenidas en presencia de nitrégeno ligero y pesado (prueba t-test,
dos colas). El software donde se realizo fue en Microsoft Excel 2020 (Microsoft, Munich,

Alemania) y un nivel p < 0.05 de significancia estadistica se establecio para la prueba t-test.

4.2.4 Resultados y Discusion

En primera instancia, se evalud la incorporacion de Se a levadura para diferentes
concentraciones de Se(IV) en medio y utilizando la levadura con nitrogeno ligero y pesado con
el fin de complementar los datos presentados en capitulo 4.1. . El selenio elemental extracelular
fue separado del Se incorporado intracelularmente usando sulfito de sodio, posteriormente la
determinacion de selenio total en ambas fracciones se llevo a cabo por HG-MP-AES y por ICP-
MS. Para confirmar la biotransformacién de Se a SeMet, la levadura fue digerida con 4cido
metanosulfonico, y el anlisis se hizo por HPLC-ESI-QqQ-MS. Adicionalmente, fue necesario
examinar si algin elemento traza u otro componente de la levadura digerida podria interferir
las mediciones de relaciones isotopicas de Se. Finalmente, se llevé a cabo la determinacion de
las relaciones isotopicas de Se en las muestras obtenidas fueron determinadas por HG-MC -

ICP-MS.

4.2.4.1 Incorporacion de Se en levadura crecida “N y °N

Previo al tratamiento con sulfito de sodio, las células de levadura fueron lavadas tres veces con
agua desionizada para eliminar residuos de Se(IV). Después del tratamiento, el selenio en la
solucion correspondié a fraccion de selenio elemental -producto de reduccion de Se(IV)
mediante actividad metabolica de levadura, mientras que Se absorbido por las células pudo ser
determinado en biomasa . Utilizando el método de Bradford se observé presencia de proteinas
en la solucidon debido al rompimiento celular parcial por el tratamiento con sulfito. Puesto que
estas proteinas podrian tener Se incorporado, se realiz6 su precipitacion con acetona fria y la
pastilla se combin6 con la biomasa de levadura para la determinacion de Se absorbido por los
microorganismos. Para cuatro muestras seleccionadas (L1, L2, H1, H2), la determinacion de
selenio total en la solucion y en biomasa libre de Se extracelular se realiz6 en dos laboratorios
diferentes, utilizando dos diferentes procedimientos de digestion y dos técnicas analiticas

diferentes (HG MP-AES y ICP-MS).

Los resultados obtenidos se presentan en Tabla 10; donde se observa que no existen diferencias
significativas entre los resultados obtenidos para las mismas muestras en dos laboratorios (z-

test, p < 0.05). Utilizando el procedimiento de HG - MP-AES, los porcentajes de recuperacion
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de Se total, calculado como la suma de Se en solucidon y biomasa con respecto al Se total

cuantificado antes del tratamiento con sulfito de sodio, fueron en un rango de 99.3 % y 105 %.

Tabla 10. Selenio incorporado en biomasa de levadura y en fraccion de Se elemental,

determinados en dos laboratorios, utilizando dos diferentes técnicas.

Se, Suma de tSe, promedio £ | R, %
Muestra Fraccion promedio fracciones, pg/g D,lfl) . 2ue | Procedimiento
DE, pg/g* o P HEE
biomasa 1699 + 11
3042 3026 99.5 HG-MP-AES
sobrenadante 1342+ 6
H1
biomasa 16855
3068 - - ICP-MS
sobrenadante 1383 £ 6
biomasa 1746 £ 49
2502 2485 99.3 HG-MP-AES
sobrenadante 7552+ 15
H2
biomasa 1793 + 10
2355 - - ICP-MS
sobrenadante 561+2
biomasa 568 £21
2020 3026 100 HG-MP-AES
sobrenadante 1452 + 145
L1
biomasa 520 £ 21
- - - ICP-MS
sobrenadante -
biomasa 619 + 36
2367 2254 105 HG-MP-AES
sobrenadante 1748 + 160
L2
biomasa 614 +24
- - - ICP-MS
sobrenadante B
SELM-1 biomasa 1816 + 76 2046 2006 102 ICP-MS
sobrenadante 230 + 34 - -

no se encontraron diferencias significativas entre los resultados de la misma muestra obtenidos por las dos técnicas (#-test, p < 0.05); **- Se
total determinado en digestion acida de levadura sin tratamiento con sulfito de sodio; *** porcentaje de recobro calculado como la suma de

Se en las dos fracciones con respecto al tSe determinado.

En la Tabla 11 y en la Figura 23, se presentan los resultados obtenidos para levadura con
nitrégeno ligero y pesado. A primera vista se observa que la incorporacion de selenio fue mejor
en los microorganismos que contenian nitrogeno pesado (1460 + 286 pg/g) con respecto a
nitrogeno ligero (746 + 47 pg/g), confirmando diferencias estadisticamente significativas en
prueba-t. Por otro lado, no se encontraron diferencias significativas entre concentraciones de

Se en soluciones analizadas, correspondientes a selenio elemental.
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Figura 23. Efecto del marcaje '°N sobre la incorporacién de Se durante el crecimiento de

levadura (biomasa) y sobre la reduccion extracelular de Se(IV) a Se°. Se presentan las

concentraciones promedio de Se con su desviacion estandar; basadas en cuatro replicas

biologicas y tres técnicas. Una prueba-t de dos colas fue utilizada para comparar los resultados

obtenidos entre cultivos de *Ny °N.

Tabla 11. Concentraciones de Se encontrados en biomasa y en sobrenadante (correspondientes

a Se®) en cuatro replicas bioldgicas de cultivos con N y >N, respectivamente. En la parte

inferior de la tabla, se muestran resultados ANOVA, comparando cultivos obtenidos para dos

isotopos estables de N. (Promedios y DE son reportados en base a tres replicas técnicas de cada

muestra en microgramos de Se por un gramo de biomasa inicial - antes de eliminar Se?).

Se en biomasa, promedio £ DE, Se en sobrenadante, promedio + DE,
Replica
ug/g biomasa ug/g biomasa
bioldgica
14N 15N 14N 15N
1 568 + 32 1699 £ 11 1452 + 145 1342+ 6
2 619 £36 1746 =49 1748 £ 160 755+ 15
3 847+ 53 1146 +£203 815+ 18 1135 +£20
4 991 + 126 1247 + 14 854+ 25 1306 + 10
Feop=71.7 Fep=0.57
ANOVA Foi=4.2 Feir=4.2
p=33x10"° p =0.4581
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La biotransformacion del selenio inorganico a SeMet, como la especie principal en
levadura, fue confirmado por andlisis de HPLC-ESI-QqQ-MS. En la Figura 24, se muestran
tipicos cromatogramas MRM que se adquirieron para las muestras de SELM-1, L2, y HI;
mientras que los resultados cuantitativos obtenidos para determinacion de SeMet se muestran
en la Tabla 12. Es de notar que los porcentajes de Se total en forma de SeMet en muestras L2
y H1 fueron similares, con porcentajes de 59.7 % y 56.4 %, respectivamente. En el caso de
SELM-1, se encontré experimentalmente un 60.3 % de Se total en forma de SeMet, lo cual
coincide con el valor esperado de 63 % de acuerdo con los valores certificados de este material
de referencia. Finalmente, es de suma importancia mencionar que la concentracion de SeMet
en levadura depende del procedimiento de crecimiento aplicado, en este trabajo, la levadura
fue crecida en medio minimo con sulfato de amonio como unica fuente de nitrogeno. Una vez
que la incorporacion de Se y la eficiencia de biotransformacion a SeMet fue demostrado, el

siguiente paso fue determinar el fraccionamiento isotopico de Se.

1.2
1.0 . H1 (199>57)
- 08 . L2 (198->56)
&
0.6 . SeMet standard, 100 pg/mL (198—56)
0.4

0.0

0.8 1.0 1.2 14 16 1.8 20 22 24 2.6

Time, min

igura 24. Cromatogramas tipicos MRM de SeMet, adquiridos con solucion de estandar de

SeMet, biomasa de levadura '“N - L2 y biomasa de levadura N - H1.
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Tabla 12. Concentraciones de SeMet en muestra de levadura L2, H1 y en SELM-1
determinadas por HPLC-ESI-QqQMS/MS (promedios de tres réplicas con sus desviaciones

estandar) y se presentan los porcentajes de Se total en forma de SeMet.

Se total, SeMet, Se en forma de % de Se total en
Muestra ug/g* ug/g SeMet, ug/g forma de SeMet
L2 619 £36 918+ 116 370 59.7
H1 1699 + 11 2378 £ 51 957 56.4
2006 + 76 3002 + 88 60.3
SELM-1
2031 + 70** 3190 £ 260** 1209 63%*

* - resultados obtenidos por HG-MP-AES; ** - valores certificados

4.2.4.2 Medicion de las relaciones isotopicas de Se (validacion de las mediciones)

Los isétopos %2Se, "8Se y 7’Se fueron seleccionados para analisis isotopico debido a que
presentan suficiente abundancia isotopica de 8.82 %, 23.7 % y 7.60 %, respectivamente;
ademas de no presentar interferencias originadas en el plasma. Las relaciones isotdpicas
82Se/7Se y %2Se/’®Se fueron adquiridas por HG — MC - ICP-MS. Las muestras fueron
introducidas al plasma por medio de generacion de hidruros, evitando potenciales

interferencias por efecto matriz que podrian ocurrir utilizando tipica introduccion de muestra.

Por otro lado, existe el riesgo de que la presencia de iones metalicos divalentes afecte
la eficiencia de generacion de hidruros, ademas de la posibilidad de formar boruros; ambos
casos causarian errores en el analisis. Para el caso especifico de Se, interferencias por Ni, Co,

125 Por tal motivo, diez elementos fueron

Cu, y Zn han sido reportadas anteriormente
determinados en muestras de biomasa de levadura (Lc1,Hcl, L1-L4, H1-H4) y los resultados
obtenidos se presentan en Tabla 13. Para V, Cr, Co, Ni, Sr y Ba, se encontraron concentraciones
inferiores a 3 pg/g en biomasa liofilizada, descartando cualquier efecto. El manganeso y hierro
fueron encontrados en mayor concentracion (aproximadamente 2.2 — 9.3 pg/g y 20.8 — 60.6
pg/g, respectivamente), sin embargo, no se han encontrado reportes sobre interferencias
causadas por estos elementos'’*. Para dos elementos considerados como interferencias
potenciales — el Cu y Zn, sus concentraciones en biomasa fueron entre 9.0 — 18.6 ug/gy 7.8 y

14.0 pg/g, respectivamente. Para estos elementos fue necesario comprobar el impacto que

pudieran causar durante la medicion de las relaciones isotopicas de Se.
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Tabla 13. Resultados obtenidos por ICP-MS para elementos traza y Se en muestras de biomasa
libre de Se°, incluyendo controles no expuestos (Lcl, Hcl) y levadura expuesta a Se en cuatro
replicas biolégicas (H1-H4 crecidas con '°N; L1-L4 conteniendo “N). (Las concentraciones se

presentan en microgramos del elemento por gramo de biomasa liofilizada).

Muestra #Se %Zn %Cu Ni ¥Co Fe Mn %Cr 5V 137Ba 86§y

Lcl 035 9.04 13.0 121 020 334 7.34 1.18 0.04 0.12 0.13
Hel 023 874 141 091 031 429 932 1.27 0.04 0.11 0.14
L1 520 114 186 055 007 208 221 1.51  0.07 3.00 2.70
L2 551 982 131 072 0.18 334 792 1.74  0.09 025 0.21
L3 916 119 178 064 023 429 9.01 1.82 0.11 033 0.25
L4 395 7.82 899 066 011 242 5.19 1.23  0.05 0.17 0.15
H1 1684 108 164 039 0.17 538 7.92 1.70  0.08 021 0.15
H2 1793 11.6 181 037 0.19 606 8.79 145 0.08 020 0.17
H3 1381 140 103 039 0.11 36.2  7.20 143 0.07 0.18 0.15
H4 1356 142 11.1 039 0.09 414 3.88 1.67 0.08 0.11 0.07

Para estudiar posible efecto de Cu y Zn en la medicion de relaciones isotopicas de Se,
se prepararon soluciones del estaindar NIST 3149 a concentracion 1000 pg/L Se, con adicion
de Cu 40 pg/L y Zn 20 pg/L; estas concentraciones fueron elegidas por ser las méaximas
observadas en las muestras de levadura. En la Tabla 14, se observa claramente que los valores
de fraccionamiento de Se no fueron afectados por la presencia de Cu y/o Zn a estas
concentraciones. Asi mismo, efectos por matriz fueron estudiados utilizando la muestra control
(Lcl) con adicion del estandar NIST 3149 y comparando con una solucion de estandar puro,
sin que se encontrara diferencia alguna en el fraccionamiento isotdpico de Se. Adicionalmente,
se comprobo que no hay variaciones en el fraccionamiento isotopico para selenito de sodio (la
sal utilizada en el crecimiento de levadura) cuando se analiz6 directamente o después de
digestion 4acida, demostrando que la digestion no introduce variaciones en la composicion
isotopica de selenio en las muestras. El procedimiento y los resultados fueron finalmente

validados realizando el analisis del material de referencia SELM-1. Los valores delta obtenidos
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en este andlisis fueron congruentes con valores reportados anteriormente para este material de
referencia, utilizando generacion de hidruros ' y bajo condiciones de plasma humedo!'?%; los
valores reportados anteriormente son incluidos en Tabla 14. Los experimentos realizados dan
evidencia solida de que el andlisis de relaciones isotopicas de Se por HG — MP — ICP-MS no

fue afectado por interferencias quimicas ni espectrales.

Tabla 14. Valores delta experimentales de fraccionamiento isotdpico de Se, confirmando
mediciones libres de interferencias en biomasa de levadura. Cada solucidn introducida al

sistema de generacion de hidruros MC-ICP-MS contenia Se a 1000 pg/L.

582780 58277

Muestra
Promedio, %o 2 SD Promedio, %o 2SD
NIST 3149 -0.03 0.03 0.00 0.02
Lcl con adicion de NIST 3149 -0.10 0.04 0.00 0.04
NIST 3149 con adicion de Cuy Zn -0.04 0.01 0.00 0.01
Na»SeOs solucion directa original -0.32 0.10 -0.48 0.06
Na;SeOs solucion después de digestion -0.32 0.02 -0.51 0.03
SELM-1* -0.68 0.01 -0.96 0.05

*Valores reportados: §%%78Se = -0.66 (2SD 0.29), ¥77Se = -0.79 (2SD 0.39)'?7; §%%78Se = -0.68 (2SD 0.02) 12

4.2.4.3 Fraccionamiento isotopico de selenio en levadura “N y I°N

Las senales de los isotopos de Se y sus relaciones fueron adquiridas en modo de andlisis en
tiempo real (TRA time resolved analysis por sus siglas en ingles), tanto para muestras de
levadura libre de Se® como para las soluciones recuperadas después de tratamiento con sulfito
de sodio, ademas de los estandares de selenio. En Figura 25, se presentan los registros de
adquisiciéon de datos para los isotopos ¥’ Se y ®Se en modo SSB (estdndar-muestra-estandar),
para muestras L2, H1, y SELM-1, respectivamente. En el eje Y primario (a la izquierda), se
representa la intensidad de los isotopos #*Se y "8Se, mientras que, en el eje Y secundario (a la
derecha) marca los valores delta (8%%78Se, §%%7’Se, ambos en partes por mil) calculados

utilizando la Ecuacion 12.

Como se muestra en la Tabla 14, los valores delta obtenidos para selenito de sodio, el cual fue
adicionado a los medios de cultivo, fue ligeramente diferente comparado con el estandar de
NIST 3149. Debido a que todos los medios de cultivo fueron crecidos a partir de la misma sal
de selenio, no se hizo ninguna correccién al respecto, y el fraccionamiento isotopico de Se
durante su incorporacion fue evaluado con base a los valores delta respecto al estandar NIST

3149.
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Figura 25. Tipicos registros de abundancia de iones de isotopos de Se y sus respectivas
relaciones, obtenidos en modo —TRA mediante HG - MC-ICP-MS, utilizando el método SSB
y el modo de adquisicion en tiempo real (TRA): (a) muestra L2, (b) muestra H1, (c) muestra

SELM-1.
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Como una adicional forma de confirmar la confiabilidad de los resultados obtenidos en la
medicion de relaciones isotdpicas, utilizando los datos obtenidos para todas las muestras y
estandares, se obtuvo la grafica de fraccionamiento isotdpico con tres isotopos de selenio, 7’Se,
’8Se y82Se, 1a cual es presentada en la Figura 26. Como se puede observar, los datos se ajustan
a una funcién de regresion lineal, presentando una R?= 0.9979 y pendiente de 1.268. El valor
obtenido de pendiente coincide con el valor tedrico determinado de 1.269, lo cual indica que
el fraccionamiento isotopico medido fue consistente con la ley de fraccionamiento dependiente

de masa (MDF)!28-130,

—_
- 5 y = 1.2703 X 5 3 »IL_‘H
| 7 " o .........‘.'
2 ,,,,..,,,..,, o
.......,
| g .
.
5 | I I I I I
2 5
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Figura 26. Relaciones isotopicas de selenio obtenidas para las muestras y estdndares
analizados en este trabajo, todos los valores son expresados en unidades por mil, relativas a

estandar de Se NIST SRM 3149, y fueron calculados utilizando la Ecuacion 12.

Los resultados obtenidos de las soluciones digeridas que contienen Se (fraccion extracelular de
Se%), son presentadas en la Tabla 15; todos los valores delta fueron negativos y fueron asociados
al proceso de reduccion de Se(IV) a Se° por actividad metabdlica de levadura. Este efecto
confirma estudios anteriores sobre la preferencia por isdtopos ligeros durante la reduccion de
oxoaniones de Se, tanto en procesos abidticos como bidticos'?® 13% 131 Especificamente, los
isotopos pesados tienden a permanecer en estados de oxidacion mas altos mientras que los
isotopos ligeros son reducidos a estados de oxidacion inferiores, provocando un
enriquecimiento de isotopos ligeros en formas/especies reducidas. Es interesante que cuando
la levadura fue crecida en presencia de °N, se obtuvieron valores delta menos negativos para

ambos pares de isotopos cuando se compararon con '“N.

80



De acuerdo con los valores individuales de las soluciones obtenidas para '“N y >N en todas las
muestras analizadas, se puede comparar los promedios de las muestras L1-L4, donde los
resultados de fraccionamiento para 5**78Se y §%%7’Se correspondieron a -5.20 %o (DE 0.21) y -
6.65 %o (DE 0.31); mientras que para las soluciones H1-H4, los valores fueron -4.08 % (DE
0.21) y -5.23 %o (DE 0.31). Estos resultados demuestran que la presencia de nitrogeno ligero o
pesado en el microorganismo afecta el fraccionamiento isotopico durante la reduccidon
extracelular de Se(IV) a Se®, lo cual confirmé que la reduccion es debida a la actividad

metabolica de la levadura, y dicha actividad es afectada en presencia de '°N.

Tabla 15. Relaciones isotdpicas de selenio obtenidas para biomasa de levadura libre de Se® y
para las soluciones después de tratamiento con sulfito de sodio (Se reducido extracelular),
correspondiente a muestras crecidas en '*N y >N (promedio + DE, basadas en tres replicas).
Cada solucion fue medida por HG-MC-ICP-MS con concentracion de Se ajustada a 1000 pg/L,
diferencias entre valores delta para los dos isotopos de nitrogeno (**N y *N) fueron probados

por medio de sus datos individuales y una prueba ¢ de dos colas fue realizada.

682/7856 682/7756
Muestra N (L1-L4) SN (H1-H4) N (L1-L4) 5N (H1-H4)
Prom., %o 2 SD Prom., %o 2SD Prom., %o 2 SD Prom., %o 2 SD

Solucion después de tratamiento con sulfito (Se elemental)

1 -5.28 0.05 -4.03 0.11 -6.58 0.09 -5.06 0.15

2 -5.45 0.03 -4.02 0.02 -6.93 0.05 -5.34 0.03

3 -5.01 0.11 -4.01 0.01 -6.29 0.08 -5.13 0.02

4 -5.07 0.21 -4.28 0.14 -6.81 0.34 -5.38 0.03
t-test p=99x10" p=29x10"

Biomasa de levadura (Se incorporado)

1 -5.81 0.19 -4.42 0.14 -7.46 0.18 -5.73 0.18

2 -5.28 0.29 -4.52 0.04 -6.72 0.06 -5.80 0.07

3 -5.26 0.01 -4.63 0.11 -6.70 0.02 -5.97 0.32

4 -5.08 0.30 -4.37 0.04 -6.55 0.06 -5.61 0.11
t-test p=2.0x10"° p=179x10°

En Tabla 15, se pueden observar los valores obtenidos para biomasa libre de Se° tanto para '“N
como °N; es claro que los valores delta son incluso mas negativos comparando con sus

respectivas soluciones.
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La captacion y metabolizacion de selenio inorganico por levadura comienza cuando el
oxo-aniéon de Se(IV) entra a las células por la via de sulfatos, involucrando reduccién
enzimatica a seleniuro'*?, por lo que el proceso de reduccion enzimatica intracelular hace que
exista un fraccionamiento isotdpico por preferencia hacia isétopos ligeros de Se. Los valores
delta en biomasa de todas las muestras analizadas en este trabajo fueron menos negativos que
los reportados anteriormente para SELM-1; estos efectos se atribuyen a las diferentes
condiciones de crecimiento y enriquecimiento entre las muestras obtenidas durante desarrollo
de este proyecto y aquellas utilizadas en la produccion del material de referencia. Diferente
distribucion isotopica de Se en la sal utilizada en nuestro estudio y en la produccion de SELM-
1 podria ser otro factor responsable por diferencias entre nuestros resultados y los reportados
anteriormente. Cabe mencionar que existe un reporte previo donde también se observo una
fluctuacion de los valores delta encontrados en levadura enriquecida con Se para diferentes

marcas comerciales!'”.

Mas importante es mencionar que se encontraron diferencias
significativas entre valores delta de muestras de biomasa correspondientes a levadura ligera
comparandola con levadura pesada (prueba-z). Especificamente, valores promedio de todas las
muestras de 8%?78Se y §%%77Se fueron -4.48 %o (DE 0.28) y -5.76 %o (DE 0.31) para nitrogeno
pesado, respectivamente; en el caso de nitrogeno ligero los resultados fueron: -5.35 %o (DE
0.10) y -6.85 %o (DE 0.35). La diferencia de una unidad de partes por miles indica que la

presencia de '°N en levadura causé un decremento de preferencia por isotopos ligeros durante

la incorporacion de Se en levadura.

La evidencia experimental obtenida en este trabajo demostrd que el fraccionamiento
isotopico de Se ocurrid tanto al exterior de las células como durante la captacion y
metabolizacion de Se por S. cerevisiae. En el caso de la reduccion extracelular de Se(IV) a Se®,
valores delta negativos fueron obtenidos para todas las muestras (!*N y '>N), indicando
preferencia hacia los isotopos ligeros durante este proceso. Por tanto, el Se que entra a las
células podria de inicio tener una composicion isotopica diferente a la composicion de la sal de
selenio inicialmente adicionada al medio, es decir, con mayor abundancia de is6topos pesados.
Es incluso mas interesante que los deltas de Se incorporado fueron mas negativos comparados
con el Se reducido extracelular, lo cual muestra que is6topos ligeros son preferidos durante la
toma y asimilacion de Se dentro de las células. Por otro lado, en la levadura crecida con N,
los valores delta obtenidos para Se reducido extracelularmente e incorporado en biomasa
fueron significativamente menos negativos comparados con sus respectivos andlogos de “N.

Se propone que la incorporacién de N en las enzimas participantes en la reduccion e
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incorporacion, y durante la metabolizacion de Se, podria afectar su conformacion estructural
cuaternaria y/o terciaria facilitando la toma del elemento y acceso a los isotopos pesados.
Adicionalmente, alteracién en los perfiles de expresion de proteinas en presencia de N podria

ocurrir tal como se report6 para E. coli'**.

Los resultados también evidencian que el fraccionamiento isotopico de Se en varios
procesos es afectado cuando se remplazan los isotopos ligeros de nitrégeno por isotopos
pesados, tal como se observa en la diferencia de los valores delta para Se reducido
extracelularmente y para el incorporado intracelularmente. En las muestras pesadas H1-H4 se
obtuvieron diferencias en los valores de fraccionamiento entre Se intracelular y extracelular de
(0.40 para 8%?78Se, 0.53 para 6%%7"Se, p < 0.001) comparados contra las muestras L1-L4 donde

se obtuvieron diferencias de (0.15 para §%78Se, 0.20 para 5%*7’Se, p > 0.05), respectivamente.

Respecto a la suplementacion de Se, los resultados de este trabajo y los reportados

i 19,126 4 1 icion isotopica de S levad as li
anteriormente emostraron que la composicion isotdpica de Se en levadura es mas ligera
comparada con su distribucidon natural. A pesar de que los valores de los deltas de Se en
levadura no son altos (aproximadamente menores a 7 %o), la composicion isotopica ligera
podria ser uno de los factores que contribuyen a la eficiencia de levadura selenizada en

prevencidn de cancer comparada con otras fuentes de suplementacion con este elemento.

4.2.5 Conclusiones

El objetivo de este capitulo fue estudiar el fraccionamiento isotopico de Se durante bio-
fortificacion de Se en levadura y examinar si el marcaje metabdlico con sulfato de amonio
como unica fuente de nitrégeno, afecta la incorporacion de Se y su fraccionamiento isotopico
en estos microorganismos. Analisis de fraccionamiento isotopico fue realizado en Se reducido
extracelularmente e incorporado de manera intracelular. Los principales resultados encontrados
fueron: (i) Valores delta negativos se obtuvieron para dos fracciones de Se, pero existié6 mayor
preferencia por isotopos ligeros en el interior de las células. (ii) Cuando "N fue remplazado
por '°N, valores delta de Se menos negativos fueron encontrados tanto en medio extracelular
como en incorporado a células. (ii1) En presencia de nitrogeno pesado, la incorporacion de Se
fue incrementada en un 92 % respecto a levadura crecida bajo condiciones de nitrégeno de
natural composicion isotopica, '“N; mientras que no existio diferencia alguna en el Se(IV)

convertido a Se® de manera extracelular.
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Los resultados obtenidos en este capitulo de tesis indican en resumen que, la reduccion
de Se(IV) a Se®, asi como la incorporacion de Se(IV) son llevadas a cabo por la actividad
metabolica de la levadura; y en ambos procesos se tiene preferencia por is6topos ligeros de Se.
Considerando que existe evidencia reportada donde isotopos pesados de ciertos elementos son
encontrados en células tumorosas, surge la hipotesis de que la mayor presencia de is6topos
ligeros en la composicion de Se en levadura podria contribuir a su eficacia en su actividad

quimiopreventiva de cancer.

El efecto del marcaje metabdlico, por la incorporaciéon de °N en las enzimas de la
levadura que participan en los procesos de reduccidén, metabolizacion e incorporacion de
Se(IV), podria afectar la conformacién estructural cuaternaria y/o terciaria de las proteinas
facilitando la incorporacion de isdtopos mas pesados de Se. Los efectos observados podrian
también ser debidos a la alteracion en los perfiles de proteinas causados por el efecto de
nitrégeno pesado. Los resultados de este trabajo pueden ayudar cuando se disefa protocolos de
protedmica comparativa de levadura bajo exposicion a Se(IV) contra un control de levadura no
expuesto. Especificamente, una estrategia de marcaje metabolico de modo inverso es altamente

recomendado.

4.3. Estudio de protedmica cuantitativa de levadura selenizada con marcaje metabdlico °N

4.3.1 Introduccion

En los capitulos anteriores se describio el crecimiento de levadura de pan (S. cerevisiae) en
medio YNB sin aminoacidos, donde se obtuvo comparable cantidad de células y cantidad de
biomasa en presencia de dos isotopos estables de nitrogeno (1*N y °N). Asi mismo, se probaron
diferentes concentraciones de exposicion a Se(IV) en los medios de cultivo, observandose una
clara disminucién en la produccion de biomasa con aumento de la concentracion de Se(IV). En
base a los resultados obtenidos en los capitulos 4.1, se selecciond Se(IV) 10 mgSe/L como la
concentracion de exposicion a utilizar para el estudio protedmico. Es muy importante
mencionar que, para realizar protedémica comparativa, se estudié también que la sustitucion de
N por "N durante el crecimiento del microrganismo no tuviera un impacto sobre la
metabolizacion de Se(IV) en el perfil de proteinas. Por lo que se evalud la incorporacion y el
fraccionamiento isotopico de Se durante captacion/biotransformacion de Se(IV) por HG-MC-
ICP-MS, respectivamente. Especificamente, la conversion de Se(IV) en SeMet fue confirmada
después de la digestion de muestra con acido metanosulfonico y el andlisis por cromatografia
de liquidos con detector masico de triple cuadrupolo en el modo MRM (HPLC-ESI-QqQ-

MS/MS)!34. Para completar el estudio, es necesario tener evidencia de la formacion de los
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seleno péptidos, comparando abundancias de péptidos ligeros '*N respecto a sus anilogos

marcados isotdpicamente con °N.

Aunque el conocimiento del impacto de Se en S. Cerevisiae a nivel proteoma podria contribuir
en un mejor entendimiento del papel nutricionalmente benéfico de levadura selenizada, el
estado de arte actual en este tema es limitado'*> '*°, Es por ello por lo que se propuso llevar a
cabo un estudio proteémico y, para asegurar mayor confiabilidad de los resultados obtenidos
utilizando sistema capLC-ESI-MS y MS/MS al comparar cultivos expuestos a Se(IV) respecto

controles no-expuestos, se realizd el marcaje metabélico con °N.

En concreto, se llevo a cabo un estudio de protedmica cuantitativa con marcaje metabdlico N
para estudiar el efecto del selenio a nivel proteoma en levadura de pan enriquecida con selenio
(10 mg/L en los medios de cultivo). Las proteinas fueron extraidas y combinadas tomando
iguales cantidades de proteinas provenientes de cultivos con '“N'y con °N 'y la mezcla obtenida
se sometid a una separacion por electroforesis en gel 1D-SDS-PAGE. Una vez teniendo el gel
de proteinas, se recortaron las bandas individuales, mismas que fueron posteriormente
combinadas para su tratamiento y analisis de péptidos por capHPLC-ESI(+)-QToF-MS. En el
estudio se abordaron inicialmente los siguientes aspectos: (i) evaluar el porcentaje de
incorporacion de nitrogeno pesado en las proteinas marcadas metabolicamente con '°N; (ii)
identificacion de seleno proteinas en presencia de Se(IV), aprovechando el marcaje metabolico
con nitrégeno pesado (ii1) hacer un estudio semicuantitativo comparando perfil y abundancia
de proteinas en presencia de Se(IV) contra un control no-expuesto, basandose en principio de
dos canales ("*N 'y '°N). La hipétesis 16gica era que la exposicion a Se(IV) causaria alteraciones
en el perfil y abundancia de proteinas en S. cerevisiae que podrian ser de importancia desde el

punto de vista nutricional o biotecnologico. 6

4.3.2 Objetivos particulares
- Obtener cultivos de levadura crecida en presencia de Se(IV) 10 mg/L y de un control no-

expuesto, haciendo marcaje metabélico inverso con nitrégeno °N.

- Crear libreria de datos local incluyendo péptidos ligeros y/o pesados con base a sus espectros

de MS, MS/MS, y de su tiempo de retencion.

- Evaluar el porcentaje de incorporacion de '°N en las proteinas en cultivos donde se utilizé el

isotopo pesado de nitrégeno como unica fuente de nitrogeno.
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- Realizar el andlisis por capHPLC-ESI-QToF-MS, utilizando multiplexado de dos canales para
el digesto proteico de un pool de bandas individuales recortadas de gel 1D-SDS-PAGE.

- Hacer un estudio comparativo de perfiles de proteinas en levadura expuesta a Se(IV) contra
levadura control no-expuesta, utilizando datos LC-MS y MS/MS y diferentes herramientas de

analisis de datos

4.3.3 Condiciones experimentales

4.3.3.1 Reactivos y muestras

Todos los reactivos fueron de grado analitico. Agua desionizada (18.2 MQ cm, Labconco,
Kansas City, MO, USA), metanol grado HPLC, etanol, acetonitrilo, y acetona de Sigma
Aldrich (Milwaukee, WI, USA) fueron utilizados

Selenito de sodio, selenometionina (SeMet), sulfato de amonio con composicidon isotdpica
natural ( (**NH4)2804), sulfato de amonio marcado con "N ( (**NH4)2S04), > 98 % de atomos
I5N), 4cido férmico, formiato de amonio, bicarbonato de amonio, clorhidrato de
tris(hidroximetil)aminometano, acido clorhidrico, 4cido trifluoroacético (TFA), dodecilsulfato
de sodio (SDS), acrilamida, N,N’-metilenebis(acrilamida), tetrametiletilendiamina (TEMED),
persulfato de amonio (APS), L-glicina, mercaptoetanol, ditiotreitol (DTT), yodoacetamida
(IAM), fluoruro de fenilmetilsulfonilo (PMSF), albumina de suero bovino (BSA),

ovoalbumina, tripsina de grado protedmica y dextrosa fueron todos adquiridos de Sigma.

El medio minino YNB (base de nitrogeno de levadura sin aminodacidos y sin sulfato de amonio)

fue obtenida de Sigma Aldrich y medio PDA (Agar papa dextrosa) de BD Bioxon.
Estandares de proteina Precise Plus (15-250 KDa) fue un producto de Bio-Rad.

4.3.3.2 Instrumentacion analitica

v’ Espectrometro de masas maXis impact ESI-QToF-MS equipado en Data Analysis 4.1
(Bruker Daltonics) fue usado en ac oplamiento con un cromatografo de liquidos modelo
Ultimate 3000 RLSCnano operado mediante software Hystar 3 (Thermo Scientific
Dionex). Se empled una trampa capilar Dionex (p-Precolumna, 5 x 0.3 mm, C18
PepMap 100, 5 um) y una columna capilar de fase inversa HALO C18 (150 x 0.3 mm,
2.7 um) Este sistema se abrevia a continuaciéon capHPLC-ESI-QToF-MS

v" El cromatégrafo de gases con detector de ionizacion en flama fue modelo Clarus 500
de Perkin-Elmer y la columna capilar fue ZB-WAX (30 m x 0.25 mm, 0.25 pm. En el

texto, este sistema se abrevia como GC-FID.
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4.3.3.3 Crecimiento de levadura y enriquecimiento con selenio

La obtencidn y clasificacion de las muestras se describe en capitulo 4.1.3.1

4.3.3.4 Extraccion de proteinas

50 mg de biomasa liofilizada de cada muestra (Lc1, L1, Hcl, H1) fue macerada con nitrégeno
liquido en un mortero de porcelana con tres ciclos de rompimiento. Las proteinas se extrajeron
en 1 mL de buffer TRIS-HCI 50 mM (pH 7.5), agregando 10 uL. de PMSF 0.1 M, como
inhibidor de proteasas. Después de centrifugar a 12000 g por 5 min y a 4 °C, el sobrenadante
se precipitd con tres volimenes de acetona fria, y la mezcla se mantuvo a -20 °C toda la noche.
Las proteinas precipitadas fueron recuperadas por centrifugacion a 12000 x g por 5 min, y su
concentracion final fue determinada por UV-Vis utilizando el método de Bradford. La
calibracion fue realizada con estandares de albumina de suero bovino y ovoalbumina en un
rango de 0 a 1.0 mg/mL; y las funciones de regresion lineal fueron obtenidas diariamente (> >
0.999) realizando lecturas de absorbancia a 450 nm y 595 nm. Finalmente, las proteinas
purificadas fueron resuspendidas en un buffer 50 mM NHs4HCO3, completando el volumen

final a 200 pL. La concentracion final de proteina fue de 2.0 mg/mL.

4.3.3.5 Electroforesis en gel 1D-SDS-PAGE

Una electroforesis unidimensional en gel de poliacrilamida(1D-SDS-PAGE) fue realizada por
el método de Laemmli en 10 % gel de poliacrilamida (Mini-PROTEAN® Tetra System, Bio-
Rad). Un gel concentrador 4 % y un gel separador de 10 % de acrilamida se prepararon a partir
de un stock de 30 % de acrilamida - 0.8 % de N,N’-bis-metilen bis acrilamida. Las
concentraciones finales en el gel de separacion fueron 0.39 M Tris-HCI (pH 8.8) y 0.1 % SDS;
y fue polimerizado quimicamente con 0.1 % APS y 0.1 % TEMED. El gel concentrador
consistio en 4 % acrilamida con longitud vertical de 1 cm, el cual contenia 0.13 M Tris-HCl
(pH 6.8), 0.1 % SDS y polimerizado de la misma manera que el gel separador (0.1 % APS y
0.1 % TEMED). Se utilizaron cinco carriles para separar las proteinas correspondientes a
muestras expuestas a Se(IV) y control no-expuesto; tanto marcadas metabolicamente con N
como muestras con distribucion isotdpica natural '*N. En el carril # 1 y # 2, las muestras Lc1
y L1 fueron cargadas respectivamente; estas muestras fueron dirigidas principalmente para la
generacion de las librerias por DDA. Por otro lado, para el estudio con marcaje metabolico con
15N, una mezcla equivalente de la muestra Lc1 y Hel fue cargada en el carril #3, mientras que
en el carril #4 una mezcla equivalente de muestra L1 y H1 fue cargada. (Un primer carril,

denominado como 0, fue destinado para el marcador).
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En cuanto a la cantidad de proteina cargada en cada carril, un volumen de 20 pL de proteina (2
ng/ul) fue mezclado con 5 pl. de buffer de carga 5X y 1 L de 10 % mercaptoetanol para carril
#1 y #2, en el caso de los carriles #3 y #4, 10 uL de proteina (2 mg/mL) para cada muestra
(2x). Se calent6 a 95 °C por 10 min y se centrifugé a 12000 g por 10 min. Finalmente, el
volumen se carg6 en cada carril y se separ6 en un buffer de corrida compuesto por 25 mM Tris-
HCI (pH 8.8), 0.192 M de L-glicina y 0.1 % de SDS. La electroforesis se corrié por 90 min a
220 V. Los geles obtenidos fueron lavados con agua desionizada, tefiidos con una solucion de
azul de Coomassie G-250 y posteriormente destefiidos toda la noche con agua desionizada. Un
carril fue cargado con el marcador Precise Plus Protein Standards (15-250 KDa), obtenidos de

Bio-Rad.

4.3.3.6 Digestion de proteinas

Después de separar las proteinas por 1D-SDS-PAGE, los carriles fueron cortados y colocados
en un vidrio de reloj - cubiertas con suficiente agua desionizada para prevenir su
deshidratacion. Los cortes se realizaron con un cuter lavado previamente en abundante etanol.
De cada carril se cortan ocho fracciones de aproximadamente 1 cm x 1 cm. Cada fraccion de
gel obtenida fue cortada en cubos de aproximadamente 1 mm?®y se transfirieron a un tubo

eppendorf de 1.5 mL.

Los geles cortados correspondientes a las bandas de los carriles #3 (Lc1 y Hel) y #4 (L1 y H1),
fueron divididas en ocho fracciones, denominadas como C1-C8 y F1-F8, respectivamente,

como se muestra en la Figura 27.

Figura 27. Imagen de carriles 3 y 4 del 1D-SDS-PAGE
correspondientes a las mezclas Lcl + Hcl, marcando ocho
fracciones recortadas para su analisis por capHPLC-ESI-QToF-

MS (aproximadamente 1 cm para cada una de las fracciones).
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Todas las fracciones obtenidas fueron destefiiddas con 200 puL de 50 % ACN en 50 mM
NH4HCO;3 e incubados por 10 min a temperatura ambiente con vortex ocasional; la solucién
se removid y desechd con ayuda de una micropipeta (tres lavados fueron necesarios).
Posteriormente, a los geles se adicionaron 500 pL de acetonitrilo (100%) y se incubd por 5 min
realizando agitacion con vortex ocasionalmente. La solucion de lavado se desechd hasta que
las piezas del gel lucian blancas y opacas. Para reducir las proteinas, 100 uL. de 10 mM DTT
en 50 mM NH4HCOs se adiciond a los geles incubando por 1 h a 55 °C. La solucion reductora
fue removida y desechada. La alquilaciéon de proteinas se realizé con 100 uL de 20 mM IAM
en 50 mM NH4HCOs3y la mezcla se incubd en la oscuridad por 45 min a temperatura ambiente,
la solucién fue desechada nuevamente. Las piezas de gel fueron finalmente lavadas en tres
etapas: (i) 200 pL de 25 mM NH4HCOs, (ii) 200 pL 25 mM NH4HCOs en 50 % ACN vy (iii)
200 uL. de ACN por 10 min hasta que los geles fueron deshidratados; la solucion de lavado
entre cada etapa se fue desechando. Finalmente, la digestion de las proteinas fue realizada con
la adicion de 20 pL de una solucion 20 pg/mL de tripsina en 50 mM NH4HCO;3 (tripsina grado
proteémico de Sigma Aldrich) e incubada a 37 °C toda la noche — cuando fue necesario, se
adiciond algunos microlitros de solucion 10 % ACN en 25 mM NH4HCO3 suficiente para
cubrir los geles. Antes de la separacion cromatografica, se adiciono acido férmico para detener
la digestion enzimadtica (4 % AF) y las muestras se centrifugaron a temperatura ambiente en
16000 g durante 5 minutos; la concentracion final de proteina se ajust6 para tener 0.2 pg/uL en

4% AF y 2 % ACN.

4.3.3.7 Analisis de muestras por capHPLC-ESI-QToF-MS

El auto muestreador se mantuvo a 4 °C y 10 puL de proteina digerida (aprox. 2 pg de proteina)
se inyectaron a la trampa capilar C18 por medio de la bomba de carga con flujo de 15 puLL/min
y 1.0 % de fase B (0.1 % acido formico en ACN). Después de 2 minutos, el flujo fue cambiado
a la columna capilar (mantenida a 40 °C) realizando la separacion cromatografica con flujo de
4 pL/min utilizando dos fases moviles: Fase A - 0.1 % acido férmico en agua; Fase B - 0.1 %
acido formico en ACN. La separacion se llevo a cabo bajo los gradientes lineales: 1.0 % - 38
% B durante 100 min; 38 % - 98 % B por 10 min; 98 % B mantenida por 5 min; 98 % - 1.0 %
B por 2 min; 1.0 % B durante 3 min; y finalmente la columna fue reequilibrada con 1 % B por
5 min. La corrida cromatografica total fue completada en 120 min. La salida de la columna
capilar fue conectada a una fuente ESI a través de un capilar de 50 cm (id 50 um), se utiliz6 un
estandar de masa como fijador de masa (lock-mass) de m/z 1221.9907 en la fuente de iones.

ESI fue operado de manera positivo con voltaje de 4500 V; voltaje offset de 500 V; nitrégeno
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como gas de secado con flujo 4 L/min; temperatura de secado de 180 °C y presion de gas de
nebulizacion de 0.4 bar. Los cromatogramas se obtuvieron con espectros de MS a una
velocidad de adquisicion de 2 Hz y en un rango de m/z 200 a 1800. En modo auto MS/MS, la
velocidad de adquisicion fue definida como 2 Hz y 10 Hz, para sefiales de baja intensidad (<
15,000 cps) y alta intensidad (> 100,000 cps), respectivamente. Calibracion externa del
instrumento fue realizada con el Tuning Mix ESI-TOF-pos con lista de masas de referencia
m/z: 118.0863, 322.0481, 622.0290, 922.0098, 1321.9841, 1521.9715, calibrando en modo
cuadratico se obtuvo score 100.0 % y StdDev de 0.02 ppm. Se analizaron dos replicas

bioldgicas y dos técnicas para cada muestra.

4.3.3.8 Analisis de datos adquiridos por capHPLC-ESI-QToF-MS

Los datos crudos (archivos Bruker en formato .d) se recalibraron utilizando el software Data
Analysis 4.1, y se obtuvieron las sefiales correspondientes a los péptidos en base a sus espectros
de MS y auto MS/MS, a ambos espectros se les hizo una desconvolucion aceptando cargas
desde 1+ a 5+. La lista de datos MS y MS/MS generadas por Data Analysis fue exportada como
un archivo .mgf (mascot generic file) e importadas en el software ProteinScape 3.1.3 (Bruker
Daltonics), para su futura busqueda en el algoritmo de MASCOT (version 2.4.0). Una busqueda
inicial para proteinas que contenian '“N fue realizada utilizando el archivo FASTA de
Saccharomyces cerevisiae UP000002311 y contaminantes, recuperados de la base de datos de
UniProtKB. Seguido de una re-busqueda para encontrar proteinas con marcaje metabolico °'N
e incluirlas en los resultados de busqueda. La tolerancia de masa del precursor inicial fue
asignada como 10 ppm y una tolerancia MS/MS de 0.1 Da. Para la digestion enzimatica, se
seleccionod tripsina con tres cortes no reconocidos permitidos; mientras que carbamido-
metilacion de cisteinas se seleccion6 como modificacion fija (A m = 57.0214 Da), y las
modificaciones variables incluyeron oxidacién de metionina (A m = 15.9949 Da), acetilacion
en N-terminal (A m = 42.0106 Da), sustitucion de selenio-azufre en metionina y cisteina (A m
= 47.9444 Da). La carga minima y maxima de los péptidos fue seleccionada como +2 y +5,
respectivamente; siete aminoacidos fue la minima longitud de péptidos para la busqueda. Para
cuantificacion, marcaje metabdlico con '°N fue seleccionado. La casilla decoy fue activada,
ajustando una méxima razén de descubrimiento falso (FDR) para péptidos y proteinas del 1 %,
los hits estadisticamente significantes encontrados en MASCOT fueron aceptados solo si, p <

0.05.

La lista de péptidos fue exportada como formato de datos de MASCOT (.dat) hacia el software

Skyline (https://skyline.ms/project/home/software/Skyline/begin.view), generando una libreria
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espectral DDA, donde los datos MS y MS/MS fueron asociados a sus tiempos de retencion.
Péptidos con atomos de *N o '°N, fueron asignados con base a su tiempo de retencion, a la
simetria del pico cromatografico, y con un idotp > 0.95. Este tltimo parametro (isotope dot
product) determina la consistencia entre la distribucion observada y experimental de las areas

de los iones isotopicos precursores (tanto para péptidos con y sin marcaje metabolico).

Analisis estadistico de componentes principales se realizé tomando la abundancia de todas las
proteinas encontradas en cada condicion de exposicion asignandolos como “casos”, y
atribuyendo las muestras expuestas a Se y control no-expuesto (dos réplicas de cada una) como
“variables”. El analisis estadistico de PCA se realizo también de forma inversa, cambiando
inversamente los atributos entre las variables y los casos. Todas las abundancias fueron
normalizadas con base a la relacion entre proteina N y su correspondiente con nitrogeno °N;
y el modelo PCA fue obtenido usando el software “The Unscrumbler X”, encontrando

diferencias entre muestras control y expuestas a Se(IV).

4.3.3.9 Determinacion de la produccion de etanol por GC-FID

Un cultivo de levadura (S. Cerevisiae) fue sembrado en medio so6lido PDA e incubado por 48
h a 28 °C; se tomaron colonias con un asa estéril y fueron inoculadas en dos matraces
Erlenmeyer, cada uno con 50.0 mL de medio minimo. En ambos matraces, el medio consiste
en: YNB 1.7 g/L, dextrosa 40 g/L y sulfato de amonio-!*N 5 g/L y la levadura fue crecida a 28
°C por 24 h, con agitacion. Las células fueron recuperadas por centrifugacion a 3,000 g por 5
minutos y la pastilla fue resuspendida en 10 mL de medio fresco (5.8 x 10® cel/L). Alicuotas (1
mL) de esta solucion fueron inoculadas para la siguiente ciclo de crecimiento utilizando dos
matraces para: (i) levadura control y (i1) levadura bajo exposicion a Se(IV) (10 mgSe/L), con
tres replicas bioldgicas para cada una (conc. celular inicial fue 1.1 x 10° cel./mL). Todos los
medios fueron crecidos a 28 °C por 24 h con agitacion. Alicuotas de 2 mL del medio de cultivos
control y el expuesto a Se(IV)fueron tomados, y congeladas a -20 °C para su analisis por GC-
FID. Por otro lado, las células fueron recuperadas por centrifugacioén (5000 g, 5 min, 4°C) y
lavadas tres veces con agua desionizada, liofilizadas y pesadas para determinar produccion de

biomasa.

Para la determinacién de etanol por GC-FID se utilizaron las condiciones que se resumen en
Tabla 16. Los flujos de gases en el detector fueron: 450 mL/min de aire y 45 mL/min de
hidrogeno. El volumen de inyeccion fue de 0.5 pL y se utilizé un split 10:1; el programa de

temperatura en la columna inici6 en 35 °C y se mantuvo por 2 min y después, se aplicé aumento
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de temperatura de 15 °C/min hasta llegar a una temperatura de 100 °C, seguido de un
incremento de 25 °C/min hasta llegar a una temperatura final de 200 °C, la cual se mantuvo
por 1 min para concluir la cromatografia en un tiempo total de 11.3 min. La temperatura del

inyector fue de 220 °C y la del detector de 220 °C.

Para la calibracion, se utilizaron soluciones de estandar de etanol: 0, 1.0, 2.5, 5.0, 7.5, 10.0 y
15.0 g/L, adicionando a cada una de las soluciones acetonitrilo como estdndar interno con
concentracion final de 5.0 g/L. Las funciones de regresion lineal fueron obtenidas en cada
analisis (r* > 0.999), y el limite de cuantificacién de etanol determinado fue de 0.2 g/L. Las
muestras reales fueron centrifugadas a 12,000 g por 5 min y 500 pL de la solucién de muestra
control o expuesta a 10 mgSe/mL (tres replicas biologicas) fueron diluidas con 250 uL de 2 %
ACN y 250 pL de agua desionizada (concentracion final de ACN como EI 5 g/L - igual que en

las soluciones de calibracion) y 0.5 pL fue inyectado al sistema GC-FID.

Tabla 16. Condiciones instrumentales de analisis por GC-FID para determinacion de etanol en
muestras de levadura con marcaje metabdlico crecida después de crecimiento por 24 h con y

sin exposicion a Se 10 mg/L

Parametro Condiciones seleccionadas
Inyector 0.5 uL
Temperatura de inyector 220 °C
Split -0.50 min 50:1 0.75 min 10:1
Flujo de gas acarreador Hidrogeno 0.8 mL/min
Columna ZB-WAX (30 m x 0.25 mm, 0.25 um)
°C/min Temp. °C ~ Hold (min)  Total (min)
- 35 2.0 2.0
15 100 0.0 6.3
25 200 1.0 11.3
Detector FID
Temperatura de detector 220 °C
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4.3.4 Resultados y Discusion

4.3.4.1 Crecimiento de levadura

Aunque el crecimiento de levadura se estudié previamente para diferentes concentraciones de
Se(IV) (seccion 4.1, Fig. 21), en esta parte del trabajo se confirmé que para 0 y 10 mgSe/L en
el medio, el crecimiento no fue afectado por la sustitucion de la fuente de nitrégeno con natural

distribucion isotopica ('*N) por la sal conteniendo '°N (Figura 28).
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Figura 28. Produccion de biomasa y crecimiento celular de S. cerevisiae bajo exposicion a

Se(IV) con concentracion 10 mg-Se/L (24 h); sulfato de amonio (fuente de N): 1N o 1°N.

4.3.4.2 Extraccion de proteinas de biomasa de levadura

Un factor de suma importancia en estudios de protedmica es el uso de un procedimiento
adecuado para extraccion de proteinas de interés. En este trabajo, la biomasa se tritur6 con
nitrogeno liquido y se agregd tampon Tris/HCI obteniendo en la solucion proteinas citosolicas,
mismas que fueron recuperadas para su analisis mediante precipitacion con acetona a -20 °C.
Otro aspecto importante en estudios de protedmica es controlar la cantidad de proteinas en cada
una de las etapas — para ello, se utilizé en método de Bradford tal como se describi6 en la parte
experimental. Cabe mencionar que inicialmente se procedid con la digestion de proteinas
directamente en el extracto obtenido, pero la composiciéon de la muestra era demasiado
compleja y no se pudo realizar el analisis de datos confiable. Como una etapa adicional de
limpieza de muestra, se realizé la separacion por 1D-SDS-PAGE, recortando bandas de las
proteinas para la digestion enzimatica. Finalmente, las muestras analizadas por capHPLC-ESI-

QToF-MS fueron las siguientes:
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- Pool de las fracciones 1-8 para Lc1 y pool de las fracciones 1-8 para L1 — estas muestras
fueron procesadas y analizadas por separado para construccion de la libreria DDA
(cuatro corridas capHPLC-ESI-QToF-MS).

- Fracciones 2-8 individuales de la mezcla Lc1 con Hel y fracciones individuales 2-8 de
la mezcla L1 con H1 para protedmica comparativa (28 corridas capHPLC-ESI-QToF-
MS). La fraccion 1 fue eliminada para cada muestra debido a muy baja cantidad de

proteina.

Es necesario aclarar que los Se-péptidos fueron encontrados solamente en la fraccion 4 y por
ello, el andlisis de datos se realizd para cuatro conjuntos de datos (fraccion 4 de la mezcla

Lcl+Hcl y fraccion 4 de la mezcla L1+H1, ambas en dos replicas técnicas)

4.3.4.3 Identificacion de proteinas en levadura de pan y creacion de libreria DDA

En base a los datos crudos obtenidos para muestras Lc y L1 (cuatro conjuntos de datos
correspondientes a dos pools separados de las fracciones 1D-SDS-PAGE de muestra control y
expuesta a Se(IV), respectivamente — dos replicas técnicas de cada una) y siguiendo los pasos
descritos en la parte de condiciones experimentales, se realiz6 la busqueda de péptidos en cada
una de las muestras y por consiguiente de sus respectivas proteinas. En particular, mediante los
datos de MS, MS/MS, y tiempo de retencidon, se cre6 una libreria DDA de los péptidos
encontrados. En la Figura 29, se presenta el nimero total de proteinas encontradas en este
andlisis, distinguiendo aquellas halladas en levadura expuesta a Se (L1) y las encontradas en
levadura control (Lcl). Se observa claramente que 121 de las proteinas fueron comunes para
ambas muestras, pero la exposicion a Se causéd una serie de modificaciones con 70 proteinas
encontrados solamente muestra selenizada y 234 proteinas existentes solamente en muestra
control. Una vez creada la libreria de base de datos de manera local, se hicieron nuevas
busquedas de péptidos, variando los pardmetros de tolerancia MS/MS y score de aceptacion de
proteinas; como resultado, se encontraron algunos péptidos con modificacion de SeMet y

SeCys, los cuales fueron adicionados a la libreria.

TO

121 234

Figura 29. Numero de proteinas encontradas en el analisis protedmico de S. cerevisiae: (azul)
muestra expuesta a Se(IV) y (verde claro) muestra control, combinacion de ambas (verde).

Grafica generada por el software ProteinScape, utilizado para realizar la bisqueda de proteinas.
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4.3.4.4 Incorporacion de '°N en proteinas durante el crecimiento de levadura

Para fines de protedmica cuantitativa basado en marcaje metabélico con '°N, es necesario
conocer el grado de incorporacién del isotopo pesado . La medida de la incorporacién de "N
debe ser objetiva, repetible y basada en analisis empirico. Para asignar el porcentaje de
incorporacién de "N en un péptido, se compara el espectro de masas del perfil isotdpico
experimental contra una serie de perfiles isotopicos teoricos, variando las relaciones de
enriquecimiento. Mediante una regresion lineal de los espectros tedricos, se encuentra el mejor
“match” entre el perfil experimental y teorico; donde el coeficiente de correlacion de Pearson

(7) sirve como parametro evaluador de la linealidad.

La determinacién de la incorporacion de '°N fue realizada en dos formas: (i) simulacién tedrica
del padrén isotopico del péptido aplicando diferentes porcentajes de incorporacion de °N; y
(i1) utilizando el codigo en R: “Isotope Enrichment Calculator V 1.2” - creada en Visual Basic

(Visual Studio 2010); obteniéndose similares resultados en ambos casos.

El péptido con la secuencia: GVNLPGTDVDLPALSEKDKEDLR [178, 200] correspondiente
a la proteina Piruvato quinasa sp|P00549[KPYK1 YEAST, encontrado en la fraccion F4 del
carril #3 del gel de electroforesis (L1/HI), fue seleccionado al azar para evaluar la
incorporacion de nitrégeno pesado. Primeramente, el padron isotopico del péptido es simulado
en Data Analysis 4.1 con valores de incorporacion tedricos de '°N de: 99 %, 97 %, 96 % y 95
%, y mediante regresion lineal se determind que existe un 98 % de incorporacion de '°N, R? >
0.999 (ver Figura 30). Por otro lado, la misma secuencia de péptido fue computada en “Isotope
enrichment calculator V 1.2”, adicionando los valores experimentales de m/z (previamente
ajustados a una sola carga) y sus correspondientes intensidades (Figura 31). El software arroja
valores de 97.8 % de incorporacion "N y R? de 0.9992. Se obtuvieron similares valores de

incorporacion para muestra F4 por ambos métodos.
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Figura 30. Padron isotopico de péptido identificado K.GVNLPGTDVDLPALSEKDKEDLR.
con carga 4+, escogido aleatoriamente para muestra F4; en la izquierda, se observa el péptido
con abundancia natural-'*N, y en la derecha, marcado metabdlicamente con '°N, (a); se observa
también la regresion lineal con padrones isotdpicos tedricos de 95 %, 97 % y 99 % de '°N;

todas las intensidades fueron normalizadas con base al pico de mayor intensidad, (b).
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Figura 31. Determinacion del porcentaje de incorporacion de "N en el péptido aleatorio
GVNLPGTDVDLPALSEKDKEDLR por medio del programa “Isotope Enrichment
Calculator V 1.2”. Input Peak Mass experimentales del péptido fueron transformadas a una

relacion m/z con una sola carga, y las intensidades de los picos fueron también computadas.

96



4.3.4.5 Identificacion y caracterizacion de proteinas en levadura

Una vez creada la libreria de base de datos local, se hicieron nuevas busquedas de péptidos,
variando los parametros de tolerancia MS/MS y score de aceptacion de proteinas; como
resultado, se encontraron algunos péptidos con modificacion de SeMet y SeCys, los cuales
fueron adicionados a la libreria. Especificamente, en la fraccion F4 del gel de electroforesis se
encontrd practicamente todos los seleno péptidos identificados. Las proteinas identificadas con
selenio fueron: piruvato descarboxilasa, gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa y piruvato
quinasa (Tabla 17); estas dos ltimas ya han sido reportadas en literatura como proteinas de
levadura que contienen Se!3® 137,

Tabla 17. Péptidos con Se incorporado en metionina en cultivos expuestos a Se(IV) y sus
analogos encontrados en cultivos control no-expuestos: todos identificados en fraccion 4 de gel

tanto en presencia de '“N (Lc1, L1) como para '°N (Hcl, H1). Se anotan también proteinas a

los que pertenecen secuencias identificadas.

MWw? MWw? Error Secuencia de péntido 7 Proteina
(theo.) (exp.) (ppm) Pep identificada
1091.5433 1091.5466 3.0 NATFPGVQMK 2
1139.4878 1139.4926 42 NATFPGVQ K 2
2521.2040 2522.2082 0.51 MSANISETTAMITDIATAPAEIDR 2,3
2569.1510 2569.1532 0.86 SANISETTAMITDIATAPAEIDR 2,3 Piruvato
descarboxilasa
2285.1799 2286.1836 0.35 MIEIMLPVFDAPQNLVEQAK 2,3
2333.1268 2333.1272 0.17 IEIMLPVFDAPQNLVEQAK 2,3
3323.7975 3323.7985 0.30 LLQTPIDMSL KPNDAESEKE VIDTILALVK 2,3,4
3371.7439 3371.7533 2.7 LLQTPID SL KPNDAESEKE VIDTILALVK 2,3,4
2575.3028 2575.3077 1.9 VINDAFGIEEGLMTTVHSLTATQK 2,3
2623.2485 2623.2541 2.1 VINDAFGIEEGL TTVHSLTATQK 2,3
Gliceraldehido
2601.2862 2601.2854 0.31 KDIEVVAVNDPFISNDYAAYMVK 2,3,4 3-fosfato
2648.2277 2648.2254 0.87 KDIEVVAVNDPFISNDYAAY VK 3 deshidrogenasa
3042.5482 3042.5453 0.95 KVVITAPSSTAPMFVMGVNEEKYTSDLK 3,4
3090.4944 3090.4898 1.5 KVVITAPSSTAPMFV GVNEEKYTSDLK 4
2579.1919 2579.2024 4.0 AEVSDVGNAILDGAD VMLSGETA 3
2627.1376  2627.1429 2.0 AEVSDVGNAILDGAD VMLSGETA 3 Piruvato
quinasa
2674.0820 2674.1203 14 AEVSDVGNAILDGAD \% LSGETA 3
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Para confirmar igual marcaje metabdlico en los seleno péptidos comparando con péptidos sin
selenio, se hizo el célculo para el péptido NATFPGV QK (2+), proteina Piruvato
descarboxilasa sp|P06169 PDC1_YEAST], en la muestra L1+H]1 (Fraccion 4), obteniéndose el
porcentaje de incorporacion de >N de 98 % con base al ion 575.7362, con pardmetros de
regresion lineal : Y =- 933X + 97472 y R2 =0.9999 (Figura 32). Este resultado es consistente
con los obtenidos previamente para un péptido sin Se  incorporado

(K.GVNLPGTDVDLPALSEKDKEDLR. con carga 4+).
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Figura 32. Espectro de MS (experimental y tedrico) y MS/MS para el seleno péptido
NATFPGVQ K (2+), espectros obtenidos en el software Data Analysis 4.1 y MS Fragger

3.9, respectivamente.

La deteccion e identificacion de Se-péptidos se realizdé en base a diferencia de masa para
modificacion variable Met — SeMet, el padron isotopico conferido por la presencia de Se y el
espectro MS/MS. De manera de ejemplo, en la Figura 33 se muestra un cromatograma TIC
registrado para fraccion 4 de la mezcla L1+H1, los cromatogramas de iones extraidos para m/z
correspondientes a péptido NATFPVGQMK ligero y pesado sin selenio (546.78, 553.26) y para
el mismo péptido pesado y ligero con Se incorporado NATFPVGQM[48]K (570.75 y 577.23).
En la misma figura, se muestran padrones isotopicos del dicho péptido para cada uno de los

casos, observandose el caracteristico padron de Se para el péptido NATFPVGQM[48]K.
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Figura 33. Cromatograma TIC de la fraccion 4 de la mezcla L1 + H1, cromatogramas de iones
extraidos para el péptido. (NATFPVGQM[48]K) y para su analogo con azufre
(NATFPVGQMK), tanto para la secuencia con "“N como con '°N. Abajo se presentan padrones
isotopicos para cada uno de los casos. El péptido corresponde a la proteina PDC1_YEAST,

Pyruvate decarboxylase isozyme.
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Figura 34. Cromatograma TIC de la fraccion 4 de la mezcla L1+H1, cromatogramas de iones

extraidos para el péptido (MSANISETTAM[48]ITDIATAPAEIDR) y para su analogo con

azufre (MSANISETTAMITDIATAPAEIDR), tanto para secuencia con '*N como con "°N.

Abajo se presentan padrones isotopicos para cada uno de los casos. El péptido corresponde a

la proteina PDC1_YEAST, Pyruvate decarboxylase isozyme 1.

100



100 -
80 -
60 -
40 -
" ] oy )
@ 0.0 b
= 715
g 6.0 XIC
- 1 831.9584 - 14N
= 4.0 - 840.6834 - 15N
e
z ]
g 2.0
: J
=
= 0.0
] 78.2 XIC
020 -
843.9455 - 14N
0.15 7 8524204 - 15N
0.10 -
0.05 |
0.00 ‘ A (\ ‘ ‘ ‘ ‘ , ‘
60 70 75 80 85 90 95 100
Time, min

("*N) ')LLQTPIDMSLKPNDAESEKEVIDTILALVK?" (4+) —831.9584  (N) 'S'LLQTPID SLKPNDAESEKEVIDTILALVK?® (4+) — 843.9455

) w)
= T 20
2 60 831.9584 8372090 s . 8439455 g44.1044
9 )
Py 832.4591 z M I P
S 4.0 831.7073 ’ S 843.4442 ’
5 9 ]
o o 1.0 843.1049 844.6953
= 20 7 842.9410 844.9414
=
§ k) 842.6945ﬂ A 845.1903
E 00 : LS 1 OUSPUUPOPI LN PR L R 1 L O RO
831 842 843 844 845 846
m/z m/z

(5N) 'LLQTPIDMSLKPNDAESEKEVIDTILALVK®® (4+) — 840.6834  ('5N) ')LLQTPID SLKPNDAESEKEVIDTILALVK?® (4+) — 852.4204

w) w

= =

E 6.0 840 4327840'6834 3 20 8524204

=} ! 1 .

5 3 asa.1706 | 852:669%4

w’ P z 852.9201

= 40 \ = 851.9205}‘ “

s 840.1829 %10 ‘ 853.1714

z 20 “ & 851920 ‘\ | \‘ | “ 853.4242

z 2 839.9332 Z 851'670‘5 A [ “ ‘ H || | 836700

2 839.6837 | ] 851.4179 | | || ‘ | | 8s39176
= S 0.0 Lurgepennda LU ES g L
— 0.0 T T T — T t f f t t

839 840 850 851 852 853 854 855

m/z

Figura 35. Cromatograma TIC de la fraccion 4 de la mezcla L1+H1, cromatogramas de iones
extraidos para el péptido (LLQTPIDM[48]SLKPNDAESEKEVIDTILALVK) y para su
analogo con azufre (LLQTPIDMSLKPNDAESEKEVIDTILALVK), tanto para secuencia con
"N como con '°N. Abajo se presentan padrones isotopicos para cada uno de los casos. El

péptido corresponde a la proteina PDC1_YEAST, Pyruvate decarboxylase isozyme 1.
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De manera similar, en las Figuras 34 y 35 se presentan datos para otros dos péptidos
pertenecientes a la misma proteina PDC1_YEAST, Pyruvate decarboxylase isozyme 1. La
Figura 34 muestra  cromatogramas y  padrones isotopicos del  péptido
MSANISETTAMITDIATAPAEIDR sin selenio y su analogo con Se incorporado
MSANISETTAM[48]ITDIATAPAEIDR, mientras que la Figura 35 corresponde al péptido
LLQTPIDMSLKPNDAESEKEVIDTILALVK y su analogo con Se
LLQTPIDM[48]SLKPNDAESEKEVIDTILALVK.

Los resultados presentados en Figuras 33-35 evidencian la deteccion e identificacion de
péptidos donde la exposicion del cultivo de levadura a Se(IV) causo la sustitucion de azufre en

metionina por selenio tanto en cultivo ligero como en pesado.

4.3.4.6 Analisis comparativo de perfil de proteinas citosdlicas de S. cerevisiae bajo exposicion
a Se(IV) contra un control no-expuesto utilizando el software Skyline

Los seleno péptidos fueron identificados y visualizados en el software Skyline obteniendo
valores de idotp > 0.98 para ambos cultivos, es decir *N y '°N. Cabe aclarar que el pardmetro
idotp determina el grado de consistencia entre la distribucion esperada (calculada) y
experimental de las areas de los picos EIC para iones isotopicos precursores del péptido, donde
el score mas alto es 1.0. En Figura 36 se presenta a manera de ejemplo, los valores de idotp
para el péptido NATFPGVQMK-'*N sin modificacién, y con incorporacién de Se en metionina
(A m = 47.9444 Da), visualizados en el software Skyline. En esta Figura, a la izquierda se
presenta la distribucion esperada de areas para iones precursores de este péptido y a la derecha,
la distribucion experimental encontrada en la fraccion 4 del cultivo control (Lc1+Hcl) y del

cultivo expuesto a Se(IV) (L1+H1) observandose los valores idotp muy cercanos a 1.

 precursor - 546 7790+ e precursor [M+1] - 547 2804++
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Figura 36. Valores de idotp obtenidos en dos corridas para péptidos NATFPGVQMK 'y
NATFPGVQ K, correspondientes a fraccion 4 de muestra control (Lcl) y muestra

expuesta a Se(IV) L1 (ambas con nitrégeno ligero).

En Figura 37a, se presentan tiempos de retencion de tres iones precursores de los péptidos
IRNATFPGVQMK, NATFPGVQMK sin Se y NATFPGVQMI[48]K con Se incorporado,
observando los mismos tiempos para péptidos del cultivo con nitrogeno ligero y pesado en cada
uno de los casos. También se observa que la sustitucion de S en metionina por Se aumentd

ligeramente retencion del péptido NATFPGVQMK. en la columna.
(a) (b)
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Figura 37. (a) tiempos de retencion de tres péptidos (1 — IRNATFPGVQMK; 2 —
NATFPGVQMK; 3 — NATFPGVQM][48]K) en el analisis de fraccion cuatro de la muestra
L1+H]1, se observa que los péptidos con “N y >N presentan el mismo tiempo de retencion,
mientras que la sustitucion de S por Se causa el aumento de tiempo de retencion; (b)
comparacion de las abundancias del seleno péptido en muestra expuesta a Se y la muestra
control, para ambas se presentan areas del pico en EIC correspondientes a cultivo con

distribucion isotopica natural de N (rojo) y cultivo marcado con '°N (azul).

Por su parte, en la Figura 37b se comparan intensidades de las sefales (area de pico en EIC)
del péptido NATFPGVQMK en cultivo control y el expuesto a Se(IV), incluyendo datos de
cultivo ligero y pesado. Estos datos corresponden al andlisis de la fraccion 4 de Lcl+Hcl y
L1+H1, respectivamente. Claramente se observa que los Se-péptidos se forman cuando la
levadura crece en presencia de Se(IV) y que la incorporacion de Se ocurre en la misma

proporcion en cultivo ligero y pesado.
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Como ya se ha presentado antes, se encontraron tres proteinas con Se incorporado en residuos
de metionina en cultivos expuestos a Se(IV). Para obtener més evidencias sobre impacto de Se
al perfil de proteinas citosolicas en levadura, se llevo una comparacion de cultivo expuesto a
Se(IV) contra un control no expuesto, realizando el anélisis de componentes principales (PCA
— principal component analysis, por las siglas en ingles). En esta etapa, se consideraron datos
correspondientes al andlisis de la fraccion 4 de muestras Lc1+Hcl y L1+H]1, pero solamente
tomando en cuenta proteinas con nitrogeno pesado. La lista de proteinas y sus intensidades
integradas en el programa Skyline fueron introducidos al programa The Unscramble X (Camo,

Norway) y el modelo PCA obtenidos se presenta en la Figura 38.
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Figura 38. Resultados del andlisis de PCA, utilizando las proteinas encontradas como variables
y comparando resultados obtenidos para fraccion cuatro de las muestras control (Lc1+Hcl)
contra expuestas a Se(IV) (L1+H1), en color rojo se observan las proteinas donde se encontro

selenio.

Este modelo permite evaluar de manera general el efecto de Se sobre el perfil de proteinas
citosolicas de la fraccion 4 del gel 1D-SDS-PAGE. Cabe mencionar que dos primeros
componentes principales describen la totalidad de la varianza de los datos, indicando la
significancia estadistica. En la Figura 38, la grafica “scores” presenta la distribucion de
muestras (dos replicas técnicas de fraccion 4 de Lcl+Hcl y dos replicas técnicas la misma
fraccion para L1+H1) en las coordinadas PC1 y PC2, mientras que la grafica de X-loadings
corresponde a la distribuciéon de proteinas encontradas en estas muestras en las mismas
coordinadas PC1, PC2. Se observa claramente la asociacion de las proteinas marcadas en rojo

en el rectangulo gris con muestras expuestas a Se. Especificamente, se confirma que la
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exposicion a Se(IV) se relaciona con una mayor expresion de las proteinas piruvato
descarboxilasa, piruvato quinasa y proteina reguladora del metabolismo de tiamina THI3. Las
funciones moleculares y biologicas de estas proteinas estan estrechamente relacionadas con el
proceso de glicolisis fermentativa de S. cerevisiae, especificamente en la conversion a etanol.
En literatura se encontr6 una interesante evidencia de que la levadura enriquecida con selenio

produce mayor cantidad de bioetanol, comparando dicha produccién contra un control sin Se!*®

139

4.3.4.7 Efecto de la exposicion a Se(IV) en la produccion de etanol por S. cerevisiae

Para confirmar el efecto de Se en la expresion de proteinas participantes en la conversion de
glucosa a etanol y esperada mayor produccion de etanol, se llevo a cabo su analisis por
cromatografia de gases con detector de ionizacioén en flama (GC-FID). Se obtuvieron cultivos
de 24 h de levadura en presencia de Se(IV) y un control y para el analisis de etanol se tomaron
alicuotas de respectivos medios de cultivo (detalles se presentan en la parte de condiciones
experimentales). En la Figura 39, se muestra un tipico cromatograma GC-FID obtenido
analizando el medio de cultivo después de crecimiento de levadura en exposicion a Se(IV), 10
mgSe/L. Ademdas de etanol, se detectaron otros compuestos, mientras que la sefial de
acetonitrilo es debida al uso de este compuesto como estandar interno. En la Tabla 18, se
presentan resultados de determinacion de etanol obtenidos en tres repeticiones de analisis de
muestra expuesta al Se(IV) y de respectiva muestra control. Cabe mencionar que la
concentracion de etanol determinada en el medio de cultivo no permite evaluar la produccion
de etanol por la levadura de manera confiable, porque la exposicion a Se(IV) provoca un
decremento de produccion de biomasa, como se ha descrito en la seccion 4.1.3.2, Por ello, para
comparar dicha produccién, se normalizo la concentracion de etanol por el valor de biomasa
producida en dos tipos de cultivo. Los resultados presentados en la Tabla 18, confirman una
mayor produccion de etanol por levadura expuesta a Se(IV) respecto al control no-expuesto.
En concreto, se calculd el porcentaje de etanol producido respecto a biomasa seca, obteniendo
valores de 6.7 + 0.6 Zetanol/Zbiomasa Y 5.1 + 0.8 Zetanol/Zbiomasa, respectivamente. Este hallazgo

podria ser de interes en aplicaciones biotecnologicas de S. cerevisiae.
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Figura 39. Cromatograma GC-FID tipico obtenido para muestra de levadura expuesta a 10
mg/L de Se(IV) en los medios de cultivo.

Tabla 18. Resultados de cuantificacion de etanol en levadura enriquecida con 10 mg/L de

Se(IV) y de un control no expuesto.

Muestra Biomasa Etanol Etanol respecto a biomasa (g
en 50 mL de medio (g) en S0 mL de medio (g) etanol/g biomasa)
Control A 0.15 0.73 5.03
Control B 0.14 0.70 5.15
Control C 0.13 0.64 4.98
Selenio A 0.07 0.52 7.36
Selenio B 0.08 0.48 6.19
Selenio C 0.09 0.59 6.56

4.3.5 Conclusiones

Se confirmé que el marcaje metabolico de S. cerevisiae con "N en medio minimo YNB, no
influye en el crecimiento de los microrganismos bajo exposicion a Se(IV), 10 mgSe/L. Se
evaluo el porcentaje de incorporacion de '°N en proteinas de levadura durante su crecimiento

obteniendo el valor de 98 %.
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El estudio protedmico se enfocd en las proteinas citosolicas. En primer lugar, se generd una
libreria local, analizando digeridos tripticos obtenidos para levadura control no-expuesta a Se
y del cultivo expuesto a Se(IV), 10 mgSe/L. En la etapa de extraccion/purificacion de proteinas,
se incluyd la separacion electroforética (1D-SDS-PAGE), combinando para la digestion
enzimatica ocho bandas del gel. En esta primera etapa solamente se analizaron cultivos con
distribucion natural de N. Para el estudio comparativo, antes de la digestion enzimatica, se
mezclaron las proteinas provenientes de cultivos N y N (proporcion 1:1). Para estas
muestras, se analizaron ocho fracciones por capLC-ESI(+)-QTOF-MS de manera individual,
encontrando seleno péptidos en la fraccion 4. Con el uso de las herramientas de analisis de
datos, se encontraron en total de 420 proteinas (Anexo 2), identificando un total de 8 péptidos
con Se incorporado en metionina; dichos péptidos correspondieron a tres proteinas diferentes
(y sus isoformas), evidenciando ademds que no existié variacion de abundancia de seleno
péptidos entre muestra con abundancia isotopica natural '*N y la marcada isotdpicamente con

ISN.

La lista de proteinas y sus intensidades arrojadas por la herramienta Skyline, en base a los datos
obtenidos de la fraccion electroforética 4 de cultivo expuesto a Se(IV) y cultivo control (ambos
con 14N y con 15N), fueron sometidos a un analisis de componentes principales. El modelo
PCA obtenido mostr6 la asociacion directa de piruvato quinasa, piruvato descarboxilasa y
THI3, con las muestras expuestas a Se(IV). Las tres proteinas forman parte de la actividad del

metabolismo de glucosa en levadura y produccion de etanol durante la fermentacion.

Se determind la produccion de etanol para levadura expuesta a 10 mgSe/L y para un control no
expuesto, ambos cultivos crecidos por 24 h. Comparando la produccion de etanol respecto a
cantidad de biomasa seca, se obtuvieron valores de 5.1 + 0.08 getanol/gbiomasa y 6.7 £ 0.06
Zetanol/Ebiomasa, Para control no expuesto y expuesto a Se, respectivamente. En aplicacion de
prueba estadistica ¢, se encontr6 la diferencia estadisticamente significativa entre estos
resultados (p = 0.023 y Texp = -4.4, Tcrit = 2.91), lo que confirma que Se estimula la
produccion de etanol en levadura, mediante sobreexpresion de las tres proteinas mencionadas
anteriormente. Los resultados obtenidos contribuyen en un mejor entendimiento del impacto
de Se(IV) en S. cerevisiae y también son de interés para las aplicaciones biotecnoldgicas de

estos microorganismos.
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4.4. Estudio del uso de nanoparticulas de Se° (SeNPs) como removedoras de peroxido de

hidrogeno bajo condiciones fisioldgicas.

4.4.1 Introduccion

Como ya se ha mencionado en este documento varias veces, diversas formas quimicas de
selenio presentan actividades antioxidante, antiinflamatoria o quimiopreventiva y algunas de
ellas han sido utilizadas para combatir la toxicidad de elementos pesados' % %!, En la
actualidad se sabe qué Se puede ejercer efectos benéficos en todos los organismos vivos o caso
contrario provocar efectos adversos, todo depende de la especie y del intervalo de
concentraciones al cual se encuentra. La suplementacion con Se provee proteccion contra el
estrés oxidativo iniciado por el exceso de especies reactivas de oxigeno. En este sentido, las
nanoparticulas de selenio (SeNPs) parecen una alternativa interesante, debido a buena
estabilidad quimica de SeNPs, su buena biodisponibilidad y baja toxicidad; ademas de tener
reportada actividad antioxidante '*>. De hecho, se ha investigado la factibilidad de utilizar
nanoparticulas (SeNPs) como antagonistas de radicales para la prevencion y tratamiento de
estrés oxidativo y diversas enfermedades relacionadas como la diabetes, desordenes de
fertilidad, patologias cardiovasculares e inmunolégicas, y cancer'*> %, Por otro lado, el
potencial de las SeNPs como agentes antimicrobianos y antivirales fue también demostrado y

su capacidad como nano acarreadores de drogas fue evidenciada'#® 146,

La sintesis de SeNPs puede ser realizada mediante procesos fisicos, quimicos o biologicos.
Tipicamente, ese utiliza una sal inorgénica de Se(IV) y, en el caso de reduccion quimica, los
reductores comunes han sido borohidruro de potasio, tiosulfato de sodio, hidracina, acido
ascorbico, mercaptoetanol, y cisteina; agregando como estabilizadores de nanoparticulas
polisacaridos, cloruro de polivinilo, alcohol polivinilico, algunos surfactantes o proteinas'4”
148 Por su parte, los agentes de reduccion en la sintesis bioldgica han sido bacterias, hongos,
algas, proteinas y plantas, sin la necesidad de agregar ningin aditivo extra para estabilizar
NPs!¥. Es claro que cuando se trata de aplicaciones biomédicas, es preferible hacer uso de

reactivos y condiciones que aseguren una buena bioseguridad, buen acceso a los sitios objetivo,

una distribucién de tamafio uniforme, evitando la formacion de aglomerados.!*°

El peroxido de hidrogeno es una especie reactiva de oxigeno y como tal induce dafio oxidativo;
sin embargo, esta molécula juega también un papel importante en sefialamiento celular,
ayudando al organismo a actuar frente a estimulos externos'’!. Por tanto, los sistemas
enzimaticos capaces de controlar los niveles de peroxido de hidrogeno en diferentes partes de

cuerpo son de suma importancia ya que el exceso de esta especie debe ser prevenido. En cuanto
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al rol de las SeNPs, se ha observado un incremento en la actividad antioxidante de las enzimas
como el glutation peroxidasa (GPX), catalasa (CAT), superdxido dismutasa (SOD), la
tiorredoxina reductasa (TrxR) y el ascorbato peroxidasa (APX) cuando se utilizod
nanoparticulas de selenio en diferentes lineas celulares, plantas y en modelos animales'>*!%,
Se ha reportado también que, la concentracion de peroxido de hidrégeno disminuye en
presencia de SeNPs cuando éstas se les suministraron a diferentes sujetos de estudio sometidos
a diferentes tipos de estrés, aunque no es claro si el efecto es asociado al aumento de la actividad
enzimatica previamente mencionado o podria ser resultado de la participacion directa de las

nanoparticulas de selenio en la reduccion del peroxido de hidrégeno al agua 3618,

El objetivo en este capitulo de tesis ha sido examinar el rol de las SeNPs como removedores
de peroxido de hidrégeno bajo condiciones fisiologicas. A modo de resumen, las
nanoparticulas fueron sintetizadas a partir de Se(IV) en forma de selenito de sodio utilizando
cisteina como agente reductor y en presencia de albumina de suero bovino (BSA). Albumina
de suero se selecciond como proteina mayoritaria en el sistema circulatorio, con capacidad de
unir y transportar diferentes tipos de especies quimicas y con demostrada actividad reductora,
esperando que en el sistema in vitro servird para estabilizar SeNPs y posiblemente contribuird
en la reduccion de Se(IV). Los experimentos fueron realizados en dos formas distintas: (i) por
medio de generacion de peroxido de hidrogeno en un sistema glucosa — glucosa oxidasa (GOX)
y (ii) por medio de exposicion directa de una concentracidon conocida de peroxido de hidroégeno
a las nanoparticulas de selenio (SeNPs) previamente sintetizadas. La reaccion fue monitoreada
mediante la determinacion de Se oxidado, Se(VI), en las soluciones utilizando un sistema de
generacion de hidruros acoplado a espectrometria de emision atomica por plasma de
microondas (HG-MP-AES) y por determinacion del consumo de peroxido de hidrogeno por un
procedimiento de espectrofotometria basada en la oxidacion de yoduro de potasio al complejo

triyoduro'>’,

Es necesario destacar que este estudio fue realizado con participacion de dos
estudiantes; la aportacion del autor de este trabajo (LFMD) consistio en la sintesis de SeNPs y
la medicion de Se por HG-MP-AES en todas etapas, mientras que aportacion de la M.C. Maria
Teresa Muioz Barbosa (MTMB) correspondidé a puesta a punto de las condiciones y en la
cuantificacion del perdxido de hidrogeno en todas pruebas. Ambos estudiantes realizaron de
manera independiente el andlisis de datos como una estrategia adicional de control de su

confiabilidad. Los resultados de cuantificacion se presentan como valores promedio de todas
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corridas con respectivas desviaciones estandar. Para un mejor entendimiento, se presenta el

estudio en su totalidad.

4.4.2. Objetivos particulares

¢ Sintetizar SeNPs estabilizadas con albumina de suero bovino (BSA), a partir de Se(IV)
y utilizando cisteina como agente reductor y confirmar el tamafio de dichas
nanoparticulas (LFMD).

e Poner a punto las condiciones para la determinacion espectrofotométrica de H2O2 por
medio de espectrofotometria UV/Vis (MTMB).

e Adoptar el procedimiento HG - MP-AES previamente desarrollado en etapas anteriores
del trabajo de tesis para la determinacion de Se(VI) — producto de reaccion con H202
(LFMD).

e Monitorear la concentracion de diferentes formas de Se y de H2O2 durante reaccion
utilizando dos sistemas: (i) generacion continua de peréxido de hidrogeno con Glu-
GOX y (i1) concentracién fija inicial de H2O2 (LFMD y MTMB)

e Realizar el analisis de datos (LFMD y MTMB)

4.4.3 Condiciones experimentales

4.4.3.1 Reactivos y muestras
Todos los reactivos fueron de grado analitico, mayoria de la marca Sigma Aldrich (Milwaukee,
USA). Las muestras y estandares utilizados en esta seccion fueron diluidos con agua

desionizada 18 MQ cm Labconco (Milwaukee, WI, USA).

El selenito de sodio pentahidratado, selenato de sodio, bromuro de potasio, yoduro de potasio,
acido nitrico ultrapuro, acido clorhidrico fumante, hidroxido de sodio, borohidruro de sodio,
fosfato dibasico de sodio heptahidratado, fosfato monobésico de sodio monohidratado,
peroxido de hidrogeno y la glucosa fueron reactivos de Sigma Aldrich. La albumina sérica
bovina libre de proteasas (BSA), glucosa oxidasa de Aspergillus Niger tipo VII (GOX) y la

peroxidasa de rabano (HRP) también fueron reactivos adquiridos en Sigma Aldrich.

La exactitud del método para la determinacion de Se fue validada por medio del analisis del
material “High Selenium Yeast Seleno Excell®, concentracion de Se 1255 pg/g Se (Cypress

System, Inc.).
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4.4.3.2 Instrumentacion analitica

e Espectrometro de emision atomica con plasma de microondas (MP-AES) modelo MP-
4100 de Agilent Technologies con generador de nitrogeno Agilent 4107, equipado con
moddulo de control de gas externo (EGCM) (Agilent Technologies, California, USA.).

e Espectrofotémetro UV/Vis modelo Multiskan GO (Thermo Scientific).

4.4.3.2.1 Equipos utilizados en la preparacion de muestras

e  Purificador de agua Mili-Q WaterPro Ps (Labconco).

e Placa de calentamiento HB-120-S Dry Bath (DLAB Scientific).

e Centrifuga HERMLE Z 326 (Hermle Labortechnik).

e Speed Vac Vacufuge plus (Eppendorf AG).

e pH metro 3200P (Agilent Technologies).

e  Micropipetas BioPette™ A de 2 uL, 10 puL, 20 uL, 200 uL, y 1000 uL. (Labnet, NJ, USA).

4.4.3.2.2 Softwares para analisis de datos
o Agilent Expert MP (obtenido de MP-AES 4200)
o Excel Office 365

4.4.3.3 Sintesis de nanoparticulas de selenio (SeNPs)
El procedimiento se adoptd de estudios anteriores, donde L-cisteina fue usada como agente

151,152,160 v 13 BSA para estabilizacion de las nanoparticulas'®!"'*. Para cada replica

reductor
experimental, 4 mL de una solucién de BSA 25 mg/mL fue mezclada con 4 mL de Se(IV) 1000
mgSe/L (~50 pmol), después 2 mL de L-cisteina 100 mM (200 pmol) fue adicionado gota a
gota durante treinta minutos. Un control que contenia solo BSA y L-cisteina fue siempre
preparado en paralelo. Las soluciones obtenidas fueron agitadas por 1 h a temperatura
ambiente, observando la aparicion de una turbidez rojiza caracteristica de la formacion de
selenio elemental en forma de nanoparticulas (SeNPs), sin observar dicha turbidez y cambio
de color en los controles. Para cada replica técnica, alicuotas de 4 mL de la suspension de la
nanoparticula fueron diluidas con 4 mL de buffer de fosfatos 50 mM, pH 7.0. Enseguida, 24
mL de acetona fria fue agregada, y las soluciones fueron dejadas a -20 °C por 5 h'y
centrifugadas a 3,000 g por 20 min., la pastilla (pellet) de nanoparticula con BSA fue lavada
con dos porciones de acetona fria al 70 % y con una porcion de agua fria, eliminando el solvente
después de cada centrifugacion. Finalmente, la pastilla se suspendié en 16 mL de buffer de

fosfatos obteniendo una concentracion aproximada de Se 100 mg/L en forma de nanoparticulas

de Se°. De la misma manera, un control fue siempre analizado en paralelo.
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Para verificar el tamafio de la nanoparticula, la suspension inicial de Se° y la muestra control
fueron diluidas 10 veces y se obtuvieron sus espectros de absorcion por espectrofotometria
UV/Vis en un rango de 220 - 550 nm (Espectrometro NanoDrop MultiSkan SkyHigh, Thermo
Fisher Scientific), y los valores de absorbancia a 300 nm, 400 nm y 500 nm fueron usados para

estimar el tamafio de la nanoparticula.

4.4.3.4 Determinacion de Se por espectrometria emision atdmica con plasma de microondas
previa generacion de hidruro de selenio (HG-MP-AES)

Como primer paso, se determind el selenio total en la suspension de las nanoparticulas . Para
ello, 250 pL de la suspension o del control fueron digeridos de manera independiente en tubos
eppendorf con 250 pL de acido nitrico concentrado en dos pasos: (1) calentamiento a 80 °C
por 20 minutos y (2) calentamiento a 90 °C por otras 3 h (HB 120-S Dry Bath, DLAB Scientific,
China). Para completar la digestion, las muestras fueron adicionalmente calentadas con 250 pL
de perdxido de hidrogeno (30 min, 90 °C). Una vez que las muestras se enfriaron a temperatura
ambiente, el volumen se llevé a 2.0 mL con agua desionizada. Para la pre-reduccion de Se(VI)
a Se(IV), se tom6 100 pL del digesto después de centrifugar la solucion (13,000 g, 10 min), y
se le adicion6é 1 mL de una solucion reductora compuesta de 0.5 M HCl con 1.54 M KBr y las
muestras se calentaron a 80 °C por 1 h. Por ultimo, previo a la generacion de hidruros, 500 pL
de esta nueva solucion fueron diluidos con 1.5 mL de HCI 1.0 M. Considerando que la solucion
inicial de Se® estaba en concentracion de 100 mg/L y que la dilucioén final fue de un factor 350,
la concentracion de Se total esperada en el analisis de HG-MP-AES fue aproximadamente de
0.3 mg/L. Todos los resultados presentados en este capitulo fueron obtenidos con base a tres

replicas independientes de SeNPs.

El selenio oxidado disuelto total fue determinado en las muestras, después de que las SeNPs
fueran expuestas a peroxido de hidrogeno por 0, 15, 30, 45, 50 y 60 min -se especifica las
condiciones en la siguiente seccion. Para eliminar las SeNPs residuales (no-oxidadas) y el BSA
de las muestras que fueron expuestas a H2O2 y determinar selectivamente la fraccion de Se
oxidado, se tomaron alicuotas de 200 pL, se les agregoé 600 pL de acetona fria y después de 5
h a -20 °C el sobrenadante que contenia el Se oxidado fue recuperado por centrifugacion (4°C,
8000 g, 15 min). Adicionalmente, la pastilla fue lavada con dos porciones de acetona 70 % y
una porcion de agua fria, los respectivos sobrenadantes fueron colectados después de cada
centrifugacion y combinados en un solo vial. El solvente fue evaporado (SpeedVac a 60 °C por

3 h), el residuo fue disuelto en 1 mL de la solucion reductora (KBr 1.4 M en HC1 0.5 M) y la
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mezcla se calent6 a 80 °C por 1 h. Finalmente, 1 mL de 4cido clorhidrico 1 M fue agregado a
cada muestra para la introduccion al sistema HG-MP-AES. Para este analisis, tres replicas

fueron preparadas y un control que no contenia peréxido de hidrégeno fue corrido en paralelo.

Como ya se ha mencionado, el procedimiento HG-MP-AES fue adoptado de etapas anteriores
de este proyecto de tesis con ligeras modificaciones'®’. El hidruro de Se fue generado en el
interior de la camara MSIS, donde las soluciones de calibracion o las muestras fueron
introducidas a través de la linea inferior del sistema MSIS y acidificando on-line con una
solucion de HC1 1M mediante una conexion “T”. Por su parte, la solucion reductora (NaBH4
1.5% m/v + NaOH 1.0% m/v) se introdujo a través de la linea superior; en todo el sistema se
utiliz6 un flujo de 1 mL/min, el cual fue controlado por la bomba peristaltica. Las condiciones
de operacion del instrumento fueron las siguientes: presion de nitrogeno 140 psi, presion de
nebulizador 240 kPa, viewing position -20, tiempo de integracion 5 s y longitud de onda para
Se, A = 196.026 nm, los cuales se muestran en la Tabla 19. La calibracion fue realizada con
soluciones del estandar tanto de Se(IV) como Se(VI), en ambos casos utilizando
concentraciones 0, 0.05, 0.1, 0.25, 0.50, 1.0, 2.0 y 4.0 ug/mL de selenio. Las funciones de
regresion lineal siempre fueron (r> > 0.999), el limite de deteccién (LD) y limite de
cuantificacion (LQ) instrumental evaluado para Se(VI) fueron 10.7 pg Se/L y 35.8 ug Se/L,
respectivamente (Tabla 20). Para demostrar la exactitud del procedimiento, la concentracion
de selenio en el material Seleno Excell® fue determinado, obteniéndose una concentracion de

Se igual a 1191 + 32 pg/g, lo cual es consistente con el valor certificado para este material

(1255 pg/g).

Tabla 19. Condiciones instrumentales empleadas para el analisis de Se por HG-MP-AES

Parametro Elemento
Se
Longitud de onda 196.026 nm
Correccion de fondo Off-peak left + right / Auto
Tiempo de integracion 5s
Posicion de visualizacion -20
Presion del nebulizador 240 KPa
Flujo de inyeccion de aire Bajo

Nota: La velocidad de la bomba peristaltica fue de 15 rpm, introduccion manual de la muestra, el tiempo de introduccion fue

de 15 s, tiempo de estabilidad de 20 s, nimero de pixeles igual a 3 y se realizaron 3 réplicas técnicas de cada muestra.
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Tabla 20. Parametros analiticos de calibracién de Se(IV) por HG-MP-AES - A =196.026 nm.

Rango de

Elemento | calibracion, (L]/)L) (L(/QL)
mg/L ug ng

Funcion de regresion

. R? SEn SE,
lineal

Se(IV) 0.05-2.0 | 1=3.3510°Csc+31.2 | 0.9999 | 18.3-10° | 10.2-10° | 10.7 35.8

4.4.3.5 Generacion de peroxido de hidrogeno en sistema glucosa-glucosa oxidasa en ausenia
y en presencia de SeNPs

Para la generacion de H20:2 a partir de glucosa mediante actividad enzimatica de glucosa
oxidasa, se prepard una solucién compuesta por 80 pL de 100 mM glucosa (~8 pmol) en 50
mM buffer de fosfatos, pH 7.4, se le adicion6 100 pL de glucosa oxidasa (GOX) (0.25 U/mL)
y se llevo a 2 mL usando la misma solucion buffer. Para evaluar el efecto del selenio en el
sistema, una serie de soluciones fueron preparadas de la misma manera, adicionando ademas
en cada tubo 1 mL de soluciones correspondientes a SeNPs, Se(VI) o Se(IV), todas las
soluciones a concentracion inicial de 100 mgSe/L y en 50 mM buffer de fosfatos (la cantidad
de Se fue igual a 1.26 umol). Todas las muestras fueron mantenidas a 37 °C, alicuotas de 100
uL fueron tomadas cada 5 minutos por 1 h, y se les determind el contenido de H2O2. De manera
similar, otros dos experimentos se realizaron simultaneamente, pero ahora tomando volimenes
de 100 pL y 200 pL a los 0, 15, 30, 45 y 60 min, y fueron utilizados para determinacioén de

H202 y Se, respectivamente.

Por otro lado, 1 mL de cada forma de Se (100 mgSe/L) fue mezclado con 1 mL de 0.02 % de
peroxido de hidrogeno en buffer de fosfatos, las muestras fueron incubadas a 37 °C, y las
alicuotas fueron tomadas para determinacion de Se y de H20», tal como se describi6 en las

seccion 4.4.3.4 y se describe en la seccion siguiente, respectivamente. .

4.4.3.6 Determinacion espectrofotométrica de peroxido de hidrogeno por espectrofotometria
UV/Vis

Se adopto el procedimiento espectrofotométrico indirecto, basado en la oxidacion catalitica de
yoduro formando el complejo I3 en presencia de peréxido de hidrogeno.'®® Se tomaron 100 L
de muestra y se diluyeron con 900 pL de una solucién que contenia yoduro de potasio y enzima
HRP en buffer de fosfatos, ajustadas para tener concentraciones finales después de la dilucion
de 40 mM y 1 U/mL, respectivamente (Tabla 21). Después de 1 minuto de contacto, se
adquirieron los espectros de absorcion en un rango de 260 a 700 nm, registrando los valores en

los méximos de absorcion del complejo de triyoduro, los cuales correspondieron a 285 nmy a
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350 nm. Para la calibracion, un stock de estandar de H20: fue diluido apropiadamente en buffer
de fosfatos para obtener concentraciones de 0, 10, 20, 30, 40, 50 y 60 pM. Las funciones de
regresion lineal fueron obtenidas diariamente (r> > 0.999) y el limite de deteccion y
cuantificacion instrumental para H2O2 a 350 nm fueron de 1.4 pM y 4.3 pM, respectivamente

(Tabla 22, Figura 40).

Tabla 21. Preparacion de curva de calibracion de H20O: para su analisis por UV-Vis a 350 nm

Concentracion H,O; KI HRP H,0, Buffer de
(M) (1M) (100 unidades/mL) (1 mM) fosfatos
0 0 pL 950 puL
10 10 uL 940 uL
20 20 ulL 930 uL
30 40 uL 10 ulL 30 uL 920 uL
40 40 pL 910 pL
50 50 uL 900 pL
60 60 uL 890 puL

Tabla 22. Parametros analiticos de curva de calibracion para el analisis de H2O2 por UV-VIS.

Rango de Funcion de R? SE SE LOD LOQ
calibracion (uM) regresion lineal " b M) (M)
0-60 [=2.66-10* Ci202 + 0.05 0.999 | 3729 0.01 1.4 4.3
3.0 25 -
. 0uM H202 ¢ 285 nm 350 nm P
5 2.5 1 10 uM H202 g 20 4 .
= i 20 uM H202 =< |
5 20 30 uM H202 5 1.5 | ¥=0.0404x +0.0071 e
s 15 - ———40 uM H202 = RE=Z0.9997
z 7] 50 uM H202 2 10
< 10 1 —— 60 uM H202 < Y 0.0266x + 0.5
'S ) ‘5 0.5 R?>=0.9998
£ 0.5 - = 0
<
£ £
8 0-0 8 0-0 T T T T T T T T T T 1
= 2
< <

260 | 3(I)0 | 3;10 | 3;30 | 420 | 4I60 | 5(I)0 0 | 10 20 30 40 50 60
Longitud de onda, nm Concentracion H,0,, pM

Figura 40. Curva de calibracion obtenida para la determinacion de H202 en un rango de 0 a 60

uM. Se presentan los espectros de absorcion del I3~ generado en el sistema de I + H202 en

presencia de HRP. Las condiciones de reaccion fueron: [H202] = 0 - 60 uM, [KI] = 40 mM,

[HRP] = 1 U/mL, solucion en 50 mM de buffer de fosfatos a pH 7, T = 26 = 2 °C y lectura

después de 2 min.
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4.4.4 Resultados y Discusion

En diferentes estudios se ha reportado que en algunos sistemas bioldgicos expuestos a SeNPs
ocurrid el incremento de la actividad de enzimas antioxidantes mientras que los niveles de H2O2
disminuyeron, aunque el rol que jugaron las SeNPs es incierto. Por tal motivo, el objetivo de
esta parte del proyecto doctoral fue evidenciar de manera directa la capacidad de las SeNPs
para reducir H202 en condiciones de pH fisiologico y en presencia de alblimina. Para completar
este estudio, primeramente, las nanoparticulas de selenio fueron puestas en contacto con una
solucion de peroxido de hidrogeno de concentracion inicial conocida y con una solucién en la
cual el H20:2 fue generando de manera continua a partir del sistema glucosa y glucosa oxidasa
(GOX). La enzima GOX de Aspergillus niger; fue seleccionada debido a que es una enzima no
dependiente de Se, ademés de ser utilizada en muchas aplicaciones biotecnologicas e

industriales mostrando alta especificidad y estabilidad.

4.4.4.1 Sintesis de las nanoparticulas de selenio (SeNPs)

Las nanoparticulas de selenio fueron sintetizadas agregando L-cisteina a una solucion de
selenito de sodio, en relacion molar 4:1; siguiendo el procedimiento que fue reportado
anteriormente para obtener SeNPs homogéneas y esféricas'®®.Una solucion de BSA fue
utilizada como agente estabilizador para evitar la aglomeracion de particulas'®. Es bien sabido
que la BSA es una proteina abundante en suero con propiedades antioxidantes y con la
habilidad de unir y transportar diferentes especies enddgenas y exdgenas; por ello, fue también
seleccionada en este estudio por su esperada contribucion a la reduccion de Se(IV) y por su
participacion en el transporte de las SeNPs dentro del sistema circulatorio'®’. Basado en
estudios anteriores, el tamafio de las nanoparticulas fue evaluado en base a espectros de
absorcion adquiridos para la suspension de las nanoparticulas y para un control con BSA en

buffer de fosfatos '3

En la Figura 41 se presentan los dos espectros obtenidos de las soluciones preparadas de SeNPs
y de un control no expuesto, asi como del espectro corregido de las SeNPs obtenido
sustrayendo el espectro de la muestra control. En el trabajo de Lin!®, se relacioné un
desplazamiento del méximo de absorcion hacia la region del rojo con el incremento del tamafio
de SeNPs, dicho efecto fue demostrado por medio del uso de otras técnicas como microscopia
electronica de transmision. Usando los datos espectrales presentados en el trabajo de Lin y col.
se obtuvo una funcién de regresion lineal para las relaciones de absorbancias 300/500 nm y
400/500 nm obtenidos para los tamafios de particula correspondientes a 60, 80, 100 y 140 nm.

La relacion de absorbancias fue utilizada para incrementar la selectividad hacia las SeNPs y
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evitando contribuciones espectrales de otros componentes de las muestras. Las funciones
obtenidas fueron: d = -12.1 A300/Asoo+ 127 con R?> = 0.9999, y d = - 41.9 A400/As00 +179 con
R?=0.9924 (d — didmetro de la nanoparticula).

Absorbnacia, uA.

1.0 1

0.8 1

1.2 1 SeNPs

0.8 1

0.4 1

Absorbancia, uA.

Control

0.0

Longitud de onda, nm

230 280 330 380 430 480 530

0.4 -
0.2 A
SeNPs-Control
0.0 T T T T T T T T T 1
230 280 330 380 430 480 530

Longitud de onda, nm

Figura 41. Se presenta un espectro UV/Vis tipico medido en una solucion de SeNPs (rojo) y

de un control conteniendo BSA en buffer de fosfatos (verde), ambas diluidas 10 veces. En color

negro se observa el espectro de SeNPs después de sustraer el control no expuesto.

Tabla 23. Datos obtenidos por espectrofotometria de UV/Vis y evaluacion de tamano de las

SeNPs (tres réplicas técnicas analizadas para tres replicas independientes de SeNPs).

Absorbancia Relaciones de Diametro calculado
Replica absorbancias d*, nm

300nm | 400 nm | 500 nm 300/400 300/500 300/500 400/500

R1 0.81 0.48 0.25 3.24 1.92 87.80 98.55
R1 0.88 0.51 0.28 3.14 1.82 88.97 102.68

R1 0.86 0.5 0.26 3.31 1.92 86.98 98.42
R2 0.95 0.52 0.29 3.28 1.79 87.36 103.87
R2 0.93 0.53 0.3 3.10 1.77 89.49 104.98
R2 0.96 0.55 0.31 3.10 1.77 89.53 104.66
R3 0.86 0.49 0.26 3.31 1.88 86.98 100.03
R3 0.84 0.48 0.26 3.23 1.85 87.91 101.65
R3 0.82 0.47 0.26 3.15 1.81 88.84 103.26

mean d = SD 95+ 7 nm
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Las funciones de regresion lineal fueron obtenidas de los datos reportados por Li y col'*,

d=-12.1 Aso0/Aso0 + 127 (R2=0.9999) y d = -41.9 Asoo/Aso0 +179 (R2 = 0.9924)

Para tres réplicas independientes de preparacion de SeNPs, las relaciones de las absorbancias
fueron medidas en los espectros corregidos y los diametros de las nanoparticulas fueron
calculados utilizando respectivas funciones de regresion lineal, obteniéndose el valor promedio
de 95 + 7 nm (Tabla 23). Se debe resaltar que, el tamafio de las SeNPs sintetizadas en este
trabajo correspondieron con el tamafio reportado en otros trabajos bajo las mismas condiciones

de Sintesisléz, 163, 166, 168

En el siguiente paso, se evaluo la eficacia de formacién de SeNPs. Para ello, en una alicuota
de la suspension, se precipitd SeNPs y BSA con acetona fria, tal como se describié en parte
experimental. Se llevo a cabo la digestion de la pastilla y, debido a las condiciones fuertes de
oxidacién aplicadas, el digesto contenia Se(VI) por lo que fue necesaria una etapa de pre-
reduccion de Se(VI) a Se(1V) antes de generar hidruro de selenio. Cabe recordar que la cinética
y eficacia de la reaccion es favorecida para Se(IV) pero no para Se(VI). Para la cuantificacion.
se utilizo calibracion externa utilizando estandares de Se(IV) y Se(VI), observando menos de
10 % de diferencia entre los valores de las pendientes para los dos escenarios lo que confirma
la eficacia del proceso de pre-reduccion empleado en este estudio. A pesar de que la etapa de
reduccion fue eficiente, Se(VI) fue siempre utilizado en la calibracion para asegurar la

confiabilidad de resultados.

Basado en el analisis HG-MP-AES de SeNPs sintetizadas en tres réplicas independientes, y
analizadas por triplicado, se determind una concentracion de Se en forma de nanoparticula
igual a 98.2 + 2.2 mg/L (en los controles el contenido de Se determinado fue inferior al limite
de deteccion). Considerando que la concentracion inicial adicionada en forma de Se(IV) fue de
100 mgSe/L, la eficiencia de la reduccion de Se(IV) a Se° fue de 98.2 %. Mientras que, la
precipitacion de la BSA fue eficiente de acuerdo con los resultados obtenidos por la
metodologia de Bradford, donde se demostré que no habia presencia de proteina en los

sobrenadantes.

4.4.4.2 Determinacion de la actividad enzimatica de glucosa oxidasa
EnlaFig. 42, se muestra esquematicamente el proceso de generacion de agua oxigenada
en el sistema Glu-GOX. La glucosa oxidasa utilizada (G6125-10KU) fue de la marca comercial

Sigma Aldrich, y de acuerdo con la informacion proveida por el proveedor, la enzima tiene una
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actividad de 24800 U/ G. Con esta informacion, una solucion stock de concentracion 50 U/mL
fue preparada y se determinod su actividad actual. Para este objetivo, la cantidad de H202
producido en la reaccidén enzimatica fue monitoreada por espectrofotometria UV/Vis tal como
se describié anteriormente, mientras que el consumo de glucosa fue determinado por ensayo

con acido 3,5-dinitrosalisilico (DNS).

H OH H OH
H o Glucosa oxidasa H 0O
HO > HO
HO OH HO——4
H OH OH (0]
H H H
0, H20,

Figura 42. Reaccion enzimatica para produccion de peroxido de hidrogeno a partir de oxigeno

por accion de la glucosa oxidasa (GOX), convirtiendo glucosa en gluconolactona.

La concentracion de H20: fue medida en una serie de soluciones de 2 mL de glucosa
con concentracion de 0, 2.0, 4.0, 10, 20, 50, 100 y 150 mM que contenian 50 mM buffer de
fosfatos, pH 7.0, y GOX con dilucion para tener una concentracion final de 0.25 U/mL (de
acuerdo con la actividad reportada por el fabricante). De estas soluciones, 100 pL fueron
tomados de cada muestra y se mezclaron con 900 uL. de solucion que contiene yoduro de
potasio (KI) y peroxidasa de rabano (HRP) en buffer de fosfatos (concentraciones finales en 1
mL igual a 40 mM y 1 U/mL, respectivamente). Finalmente, se tomaron dos alicuotas de 200
uL de las soluciones preparadas y se transfirieron a una placa ELISA de 96 pocillos, midiendo

absorbancia a 350 nm en intervalos de 1 min durante 10 min (Figura 43).

35
30 '2;5 —--0---Glu 0 mM
25 . /‘/,o I——/_’.

€ | e = & Glu4 mM

ol -
= 2.0 e} o
O:. ‘ i ° T ---&---Glu 10 mM
7 S - L
15 L 0T I

---®---Glu 50 mM

---0---Glu 100 mM

---&---Glu 150 mM

0.0 2.0 4.0 6.0 8.0 10.0

Time, min

Figura 43. Produccion de H20: catalizado por GOX utilizando diferentes concentraciones de

glucosa en un rango de 0 a 150 mM, evaluados durante un tiempo de reaccion de 10 minutos.
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Figura 44. Arriba: Velocidad de reaccion (V) como funcidon de concentracion de sustrato: (a)
V' es presentadas como un incremento de absorbancia a 350 nm (H202) por minuto; (b) V es
calculada como el incremento en la concentracion de H20O2 por minuto. Abajo: Representacion
grafica de la ecuacién enzimatica de Michaelis-Menten en forma linealizada del tipo
Lineweaver-Burk. La abscisa (x) representa las concentraciones reciprocas de la glucosa
(1/[Glu]) mientras que la ordenada (y) corresponde a la relacion inversa de la velocidad (1/7);

es decir que, (¢) y (d) fueron obtenidos de la linealizacion de los graficos (a) y (b).

Para conocer los parametros cinéticos de la enzima, partimos de la ecuacion enzimatica
descrita por Michaelis-Menten (Ec. 10) y después de linealizar dicha ecuacion en la forma
propuesta por Lineweaver-Burk (Ec. 11), tal como se muestra en Figura 44; se utilizaron los
valores obtenidos de pendiente e intercepto para calcular los pardmetros cinéticos. Con los
resultados obtenidos se estim6o que Km es igual a 112 mM, Vmixima de 0.6 mM/min y la

actividad de la glucosa oxidasa (GOX) en la solucion stock fue de 0.025 U/mL.
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V = Ec.10
At Ky +[S] ¢
1 Km + 1 Ec.11
== c.
V Vmax [S] Vmax

Una vez obtenidos los pardmetros enzimaticos de la glucosa oxidasa, podemos simular la
cinética de consumo de glucosa y produccion de H2O2 bajo las condiciones estudiadas. Dado
que la ecuacioén de Michaelis Mentes (Ec 10) es una derivada de la concentracion de glucosa
con respecto al tiempo, integrar la ecuacioén nos daria informacién de como la concentracion
del sustrato varia con el tiempo, lo cual es nuestro objetivo para predecir la cinética teorica y

poder compararla con los datos experimentales obtenidos. |

Por otro lado, conocer el consumo de glucosa es necesario para comparar la cinética
determinada anteriormente entre el modelo tedrico y el experimental. Para determinacion de
glucosa, se prepard una solucion con 1.0 % del acido3,5-dinitrosalicilico (DNS) en 1.0 %
NaOH que contenia también 0.2 % de fenol y 0.05 % de sulfito de sodio; esta solucion fue
protegida de la luz en todo momento. La calibracion para la cuantificacion de glucosa se realizéd
con seis puntos en un rango de concentracion 0.4 — 4.0 mM. Especificamente, 200 pL de la
solucion de DNS fue mezclada con 200 pL de los estandares de glucosa, calentados a 90 °C
por 15 minutos. Después, 100 pL de 40 % de tartrato de sodio potasio fueron agregados para
estabilizacion del color. Una vez que las soluciones se enfrian a temperatura ambiente, se midio
la absorbancia a 575 nm. Es importante mencionar que el principio de este ensayo se basa en
la reduccion del DNS a un rojo-marrén correspondiente al acido 3-amino-5-nitrosalicilico
acompafiada por la oxidacién de la aldosa a un grupo carboxilico.'® La funcién de calibracion
tuvo linealidad aceptable (R?> 0.996) obteniendo limites de deteccion y cuantificacion de 0.13
mM y 0.38 mM, respectivamente. Para conocer la actividad real de GOX en nuestras
condiciones estudiadas, 2 mL de glucosa 4.0 mM en buffer de fosfatos (50 mM, pH 7.0) con
adicion del stock de glucosa oxidasa diluido 20 veces. Cada 5 minutos, una alicuota de 200 pL
fue tomada de esta solucion y se monitoreo la concentracion de glucosa con el método de DNS

anteriormente mencionado, midiendo la absorbancia del DNS reducido a 575 nm.

La ecuacion de Michaelis-Menten se puede expresar también en su forma diferencial (Ec.12),
y a partir de esta forma se puede obtener una forma donde se relacione la concentracion del

sustrato con respecto al tiempo, (¢, [S]). Sin embargo, esta ecuacion llamada ecuacion
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implicita, la cual no se puede resolver de manera trivial, requiere el uso de un concepto

matematico utilizando la funcién de Lambert W.

dt ( Km + ! )d[S] Ec.12
— = C.
Vmax [S] Vmax
Sle (Km + [S] t
f — 2 )d[S] = —Vun f dt Ec.13
sle \ 1S 0
Km-In[S1|5+ [S1§ = —Vipax -t Ec.14

A partir de la ecuacion integrada obtenida, después de hacer algunos ajustes matematicos

podemos rescribirla en una forma exponencial tal como se muestra a continuacion:

[S]t [S]t [S]O _Vmax t
l ( )+ [ Ec.15
n [STo Km  km Km ¢
ﬂ ﬂ “Vmaxt, [S]
oniste) o) = (R ) Ec.16
[S]e * ekm =[S]y e Km Ec.17

Finalmente dividiendo por Km en ambos lados de la igualdad, obtenemos la forma mostrada

en Ec. 18

[S]¢ [Sle [STo e(i_vlz,"r‘r‘lx ty %)

Ec.18

=
3

Km € =Km

En este punto conocemos todas las variables a excepcion de [S]s, es aqui donde podemos
hacer uso de la funcion de Lambert W. Basicamente consiste en partir de una funcion de la
forma Y = X-e”(X), donde obtener Y a partir de la variable X es una tarea facil y directa. Sin
embargo, para resolver nuestra ecuacion necesitamos la operacion inversa, que consiste en
obtener X a partir de un valor de Y conocido. Utilizando la funcién Lambert W como W(Y) =
X para encontrar el valor de X, podemos definir la funciéon como f(X) = X-eN(X) — Y. En
nuestro caso en particular la forma de la funcion f([S]t) esta definido en Ec.19, donde X es
representado por [S]/Km. Para resolver la ecuacion podemos recurrir a métodos numéricos

para para encontrar las raices de [S]/Km que satisfacen la ecuacion (ej. método de Newton).

[ST; sk [STo (pext, [slo)
e

* eKm —_ — Km km

Ec.1
Km Km ¢-19

fUST) =
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Por ultimo, la funcién expresada en la forma de Lambert W se representa en la siguiente
ecuacion (Ec.20):
x = % = w(% e<%+%)> Ec.20

Con la ecuacion anterior se calcularon los valores teoricos de [S]t para cada tiempo, utilizando
los parametros cinéticos encontrados en la linealizacion de Lineweaver-Burk, Km = 112 mM,
Vimax = 0.6 mM/min, [S]o =4 mM. Partiendo de un tiempo 0 podemos predecir la concentracion
de glucosa en dependencia con el tiempo, en la Figura 45 se muestra la cinética tedrica
comparada con la experimental obtenida durante 1 hora. Los valores de concentracién fueron
calculados en intervalos de 5 minutos, calculados al resolver la ecuacién con la funcidon de
Lambert W por medio de un codigo en R (ver anexos) . Sin embargo, una paqueteria en R -
library(renz)- para el andlisis de cinética enzimatica fue recientemente desarrollada por Aledo
en dicha libreria se incluyen diversas funciones, particularmente una que nos permite seguir el
progreso del sustrato con respecto al tiempo por medio de la funcidn sE.progress(), donde solo

es necesario introducir los valores de Km, Vmax y So.

¢ Glucoseexp 0 oo Glucose calculated
fffff H202 calculated ¢ H202 exp.
4.0 ¢ r 4.0
o Tl
| 5 o 5
3.0 - T8 30
=
] -
= 2.0 1 r20 &
s ] )
1.0 j . . /’2//‘// /”—4”‘_4,_‘,—'—‘; 1.0
s ¢ t,,//’"__/’
00 +—-+--—+ 0.0
0 10 20 30 40 50 60
Time, min

Figura 45.Produccion de H202 y consumo de glucosa en la reaccion catalizada por el sistema
Glu-GOX (4.0 mM Glu, 0.0125 U/mL GOX). Las lineas punteadas corresponden a los valores
teoricos calculados en R a partir de So, Km y Vmax y los puntos individuales representan los

valores experimentales determinados (promedio y SD de tres replicas independientes).
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4.4.4.3 Estudio de reaccion en sistemas H202 - SeNPs y Glu-GOX - SeNPs
Las condiciones de reaccion fueron seleccionados con base a diferentes experimentos
sistematicos y estimaciones, considerando que se lleva a cabo la reaccion presentada en

equacion 21.

Se + 3 H,0, — Se02™ + 2H* + 2H,0 Ec.21

De manera general, la cantidad de SeNPs utilizada para los experimentos de exposicion con
H202 fueron ajustados para tener una concentracion del selenio oxidado en la solucidon dentro
del rango de calibracion del método HG-MP-AES. Como se detallo en la seccion experimental,
la concentracion inicial de SeNPs correspondié a 50 mgSe/L y la concentracion de peroxido
de hidrogeno fue adicionada en exceso de 5:1. Considerando que la reaccion ocurre en relacion
estequiométrica 3:1 (ver ecuacion 24), un exceso de peroxido de hidrogeno fue asegurado. Con
esta proporcion, es también posible determinar la concentracion de peroxido de hidrogeno en
la solucion utilizando el procedimiento espectrofotométrico descrito en la parte experimental.
Cuando el sistema glucosa-glucosa oxidasa fue usado para la generacion in vitro de H202, se
calculd que la concentracion de peroxido de hidrogeno después de 60 min deberia corresponder
a 1 mM (esto para una concentracion inicial de glucosa de 4 mM y 0.0125 U/mL de GOX,
Figura 45, la cual corresponde con un exceso molar 2:1 con respecto a la cantidad de selenio
inicial. Por otro lado, muestras controles que no contienen Se fueron preparados y analizados

en paralelo.

Adicionalmente, el mismo experimento se realizd también con dos formas inorganicas de
selenio, Se(VI) y Se(IV), utilizando en ambos casos las mismas condiciones de exposicion. La
concentracion de peroxido fue monitoreada en intervalos de 5 minutos durante una hora y los
resultados obtenidos de la determinacion de peroxido es mostrada en la Figura 46 y 47 para el
experimento con adicion de H20:2 y el generado por el sistema Glu-GOX, respectivamente.
Para visualizar el efecto del selenio sobre la concentracién de H20: en la solucion, en la Figura
46 se presentan diferencias entre la concentracion encontrada en las muestras que contenian Se
y la concentracion determinada en las muestras control que no contenian selenio, repitiendo el
analisis cada cinco minutos durante una hora. Se puede observar un decremento en el contenido
de peréxido cuando este fue expuesto a las SeNPs, contrario a las otras dos formas inorgénicas

de Se(VI) y Se(V]), las cuales no causaron dicho efecto.

124



Time, min

0 20 40 60
20.00‘§==!'£;l!‘,=,
: )

S -0.04 -
] .
3 .
S 0.8 - .
%]
) .
S -0.12 - ¢t
= ]
< + SeNPs = Se(IV) 4 Se(VI)
-0.16 -

Figura 46. Cambios en la concentracion de H202 determinados durante intervalos de 5 minutos
durante una hora; en presencia de SeNPs, Se(IV) y Se(VI) (cada solucion contenia 50 mgSe/L
y 0.01 % H202), evaluados respecto a la concentracion de H2O2 en la solucidén que no contenia
selenio (control). Se presenta el valor promedio de tres replicas, sin embargo, barras de error

no son presentadas en el grafico debido a que los valores RSD para los resultados individuales

no excedid mas de 2 %.
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Figura 47. Produccion de H20:2 en el sistema Glu-GOX, determinada en intervalos de 5
minutos durante una hora en ausencia de Se y en presencia de SeNPs, Se(IV) y Se(VI). (Cada
solucidn contenia 50 mgSe/L, 4 mM glucosa y 0.0125 U/mL). Se presenta el valor promedio

de tres replicas, y su desviacion estandar.
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En la Figura 47 se muestra la generacion de H20:2 producida enzimaticamente en el sistema
Glu-GOX en ausencia y en presencia de tres diferentes formas de Se. En este caso, solo las
SeNPs causaron un decremento en la concentracion de perdxido comparado contra la muestra

control.

Por otro lado, el selenio oxidado en las soluciones fue determinado en cada muestra tomando
alicuotas cada 15 minutos durante una hora, los resultados obtenidos son presentados en la
Figura 48. Cabe mencionar que la determinacion se llevo a cabo utilizando el procedimiento
HG - MP-AES, previa pre-reduccion de Se(VI) a Se(IV). Se puede observar que las
concentraciones de Se oxidado, producto de reaccion de SeNPs con H20O2 fueron similares en
los dos sistemas estudiados (H202-SeNPs y Glu-GOX-SeNPs), con ligeramente mayor valor

obtenidos cuando peréxido de hidrogeno fue generado enzimaticamente a partir de glucosa.
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Figura 48 Concentraciones de selenio oxidado determinadas en intervalos de 15 minutos en

las soluciones correspondientes a los dos sistemas donde el perdxido de hidrégeno fue expuesto

a SeNPs.

En Tabla 24 y 25 se presentan las concentraciones de Se en las diferentes soluciones
comparadas con los valores esperados de acuerdo con la estequiometria de la Ecuacion 21
(oxidacion de Se elemental a Se(VI)). Dichas concentraciones esperadas del Se oxidado fueron
calculadas a partir del peroxido de hidrogeno determinado espectrofotométricamente. Es decir,
el consumo de peroxido de hidrogeno en la reaccion con las SeNPs fue obtenida como la
diferencia entre la concentracion encontrada en las muestras expuestas a Se y los controles no
expuestos para cada intervalo medido. Los resultados experimentales presentaron desviaciones
respecto a los valores esperados de 1.0 a 5.9% para el sistema Glu-GOX y de 5.4 a 9.7% para
la solucion de H202, lo cual confirma que la reaccion ocurre de acuerdo con la estequiometria

de la Ec. 21 y asegura la consistencia de los resultados analiticos obtenidos.
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Tabla 24.Selenio oxidado determinado en la solucion por medio de HG-MP-AES después de
exposicion a 0.01 % H202 con SeNPs para diferentes intervalos de tiempo (experimentalmente)
comparando las concentraciones de Se(VI) con las calculadas a partir del H2O2 determinado
por espectrofotometria y considerando la estequiometria de la reaccién mostrada en ecuacioén

21. El consumo de peroxido en la reaccion con las SeNPs es también mostrado en la tabla.

) ) . H202 reducido,
Tiempo, Se oxidado en la solucién + SD, uM™
A’ %[b] %[c]
min .
Experimental Esperado

0 <QL 0.0 i -

15 10.2 £0.1 9.32 £0.08 9.7 1.0

30 282 +0.2 263 +£0.1 7.2 3.0

45 37.1+0.2 34.1+0.1 8.8 4.4

60 42.8+0.3 40.6 +£0.2 54 5.9

[a] promedio y desviacion estandar (SD) de tres replicas
[b] Diferencia calculada como A = [[Esperado]-[Experimental]]/[Esperado] *100
[c] Porcentaje de la concentracidn inicial de H,0, consumida en la reaccién con SeNPs.

Tabla 25. Selenio oxidado encontrado en la solucion después de exposicion de NPSe a
peroxido de hidrogeno generado en sistema glucosa-GOX para diferentes periodos de tiempo.
Los valores esperados fueron calculados a partir de concentraciones H2O: determinadas

espectrofotométricamente y considerando la estequiometria mostrada en la Ecuacion 21

Tiempo, Se oxidado en la solucion = SD, pM@ o H202 reducido,
min Experimental Esperado o

0 <QL 0 - -

15 122+0.2 129+ 0.1 1.0 8.0

30 294 +£0.2 269 +£0.1 3.0 12.4

45 38.7+0.2 390.5+0.2 4.4 15.3

60 472+03 50.4+0.2 5.9 17.2

[a] promedio y desviacion estandar (SD) de tres replicas

[b] Diferencia calculada como A = [[Esperado]-[Experimental]]/[Esperado] *100

[c] Porcentaje de la concentracién inicial de H,0, consumida en la reaccién con SeNPs y con respecto

a la produccién del sistema Glu-GOX.
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Finalmente, el porcentaje de reduccion del perdxido de hidrogeno fue calculado como el
decremento relativo de su concentracién respecto a la concentracion inicial en la solucion
(Tabla 24) o la concentracion producida en el sistema Glu-GOX en cada tiempo de reaccion
medido (Tabla 25). Cuando el peroxido de hidrogeno fue directamente expuesto a las SeNPs,
después de 1 h, la reduccion fue igual a 5.9% de la concentracion original mientras que cuando
fue generado enzimaticamente a partir de Glu-GOX, 17.2 % fue reducido durante el mismo

intervalo de tiempo.

4.4.5. Conclusioén

Los resultados obtenidos en esta etapa del trabajo demuestran la capacidad de las SeNPs como
el directo agente reductor del perdxido de hidrogeno a pH fisioloégico y en presencia de
albumina de suero, siendo el producto de oxidacion del Se elemental el Se(VI). Mas importante
aln, se demostrd con este experimento que las SeNPs actian como removedores de peroxido
de hidrogeno cuando esta especie es generada por medio de reacciones enzimaticas. Las
evidencias experimentales de este rol de SeNPs se obtuvieron usando dos sistemas disefiados
cuidadosamente, utilizando en ambos experimentos SeNPs sintetizadas con didmetro de 95 +
7 nm, las cuales fueron anadidas a la solucion de H202 o a la mezcla de Glu-GOX. En ambos
casos se mantuvo el pH fisiologico agregando el tampén de fosfatos 450 mM. Las
cuantificaciones de Se y de H20: se llevaron a cabo utilizando procedimientos adoptados a las
condiciones del experimento. En concreto, datos cuantitativos para Se y H20z fueron obtenidos
usando generacion de hidruros acoplado a espectrometria de emision atomica (HG-MP-AES)
y u procedimiento espectrofotométrico indirecto, respectivamente. En el contexto de estrés
oxidativo, la reduccion de H2O2 por accion de las SeNPs es benéfico, pero también se tiene que
considerar la inevitable produccion de Se(VI) que puede tener efectos secundarios adversos
debido a la conocida toxicidad de esta forma de Se a nivel celular. De manera general, los
resultados obtenidos en este capitulo de tesis contribuyen a un mejor entendimiento de la

actividad antioxidante de las SeNPs en sistemas biologicos.
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4.5. Estudio de dos cepas de levadura bajo exposicion a Cr(IIl) dirigido a la produccién y

caracterizacion de levadura como suplemento alimenticio.

4.5.1 Introduccion

Como se menciond en la introduccion de esta tesis, los suplementos dietéticos son productos
naturales, intencionalmente enriquecidos con vitaminas, minerales, aminoacidos y/o extractos
de ciertos organismos, mismos que se administran para incrementar la ingesta dietética total,
complementarla o suplir alguno de sus componentes, reduciendo el riesgo de desarrollar
enfermedades®. Dentro de los suplementos dietéticos mds usados, se encuentran los
vitaminicos/ multiminerales, que contienen algunas de las siguientes especies 0 combinacion
de ellas: vitaminas A, C, D, E y K, conjunto de vitaminas B; asi mismo especies de Ca, Fe, Zn,
Co, Se, Cr, etc. En el caso de suplementos que proveen elementos benéficos para la salud, es
de suma importancia que contengan concentraciones conocidas y formas adecuadas

biodisponibles, bioactivas y estables de los elementos de interés. '**

Especificamente, el cromo es uno de los elementos quimicos extensivamente estudiados en el
contexto de salud humana. Se conocen efectos benéficos y adversos, dependiendo de la
concentracion total, su estado de oxidacion e identidad de las especies quimicas que entran al
organismo para suplementacion con Cr(III), existen diversos estudios donde se reportan efectos
benéficos para la salud humana, especialmente relacionados con mejoramiento de la funcién
de insulina y decremento de los niveles de triglicéridos; logrando menor incidencia de sindrome
metabolico, brinda apoyo en el control de diabetes y mejora el control de masa y composicion
corporal® * - 39 Por otro lado, se sabe de algunos casos aislados donde tratamientos
prolongados o en dosis altas generan efectos adversos a la salud; incluyendo estrés oxidativo,

genotoxicidad y dafio renal®!

. Cabe senalar que la EFSA recomienda como dosis de Cr(III)
adecuadas en intervalo de 25 a 35 pg/dia °. Actualmente, exhaustiva investigacion es centrada
en la busqueda de suplementos que contengan la forma de Cr(Ill) mas adecuada, buena
biodisponibilidad y eficaz para control de metabolismo de carbohidratos y lipidos, evitando al
mismo tiempo excesiva acumulacion de Cr que pueda provocar efectos adversos'!> ¢ 62, Entre
los suplementos mas utilizados a nivel mundial y en México son los que contienen picolinato
de Cr (CrPic3) " la levadura de pan S. cerevisiae enriquecida in vivo; obtenida agregando
cromo al medio de cultivo en forma de cloruro de cromo (III), aunque la identidad quimica de
la especie de Cr(Ill) en este producto no ha sido elucidada de manera contundente, se ha
adoptado el término “factor de tolerancia a glucosa” (GTF, por sus siglas en inglés), en el que

el Cr(III) es coordinado con glicina, cisteina, acido glutdmico y 4cido nicotinico!® 33 171173 * A
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pesar de que la biodisponibilidad de Cr(III) en forma de compuestos inorganicos como CrPic3
es baja (aprox. 2%), la reactividad de ion libre en el ambiente celular puede causar efectos
adversos, ya que el Cr(IIl) puede sustituir Fe(IIl) en su unién en transferrina, ademas de que
puede formar aductos con otras biomoléculas afectando su estructura y funcionalidad®”> 3,
Aunado a ello, no hay certeza en cuanto a los mecanismos responsables por la absorcion y

transformacion de Cr(II) en el organismo humano.

Durante varias décadas se realizaron estudios muy intensos enfocados en la obtencion
de productos adecuados para suplementacion en humanos con Cr(IIl). El interés principal en
estos estudios ha sido caracterizar las formas/especies del elemento y sus concentraciones, asi
como evaluar su actividad biologica y establecer las mejores condiciones de su produccion
(enriquecimiento in vivo)'® 7+ 175 Por otro lado, relativamente menor esfuerzo se ha dedicado
para estudiar el impacto de Cr en los microorganismos utilizados con el fin de transformar
formas inorgénicas de estos elementos en las especies orgdnicas con mayor actividad biologica.
Por su parte, no se han encontrado estudios sobre el impacto de Cr(III) en levadura de pan ni

en bacterias probidticas.

Se ha probado también que la levadura enriquecida con concentraciones adecuadas de
oligoelementos es segura, rica en proteinas, vitaminas, e inclusive en algunos casos con
actividad probiodtica y antioxidante; sumado a que se puede realizar de manera reproducible,
simple y réapida. Dependiendo de las condiciones de enriquecimiento y el tipo de
microorganismo utilizado, la captacion, distribucion y acumulacion de Cr(IIl) en la biomasa
puede diferir, por lo que es necesario realizar su caracterizacion. Esta parte de proyecto de tesis
fue dirigida a obtener cultivos de levadura de S. cerevisiae y S. bourdalii enriquecida con
Cr(I1I) en medio minimo YNB (base de nitrégeno de levadura sin aminoécidos) y comparada
con medio rico YPG (extracto de levadura, peptona y glucosa); en ambos cultivos se evalué el
crecimiento celular, produccion de biomasa, la cantidad de proteina obtenida y la concentracion

de cromo en biomasa en diferentes condiciones de exposicion.

Por lo anterior, el objetivo de este trabajo es lograr una eficiente incorporacion de
Cr(I1I) en levadura de S. cerevisiae y de S. boulardii, examinando estrategias de exposicion a
diferentes concentraciones de Cr(IIl) y en dos diferentes medios de crecimiento, medio pobre
YNB y rico YPG. Esto con el fin de contribuir en el proceso de obtencién de suplementos
dietéticos que contengan biodisponibles formas de Cr(III), sin sacrificar el valor nutricional del

producto.
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4.5.2. Objetivos particulares
- Aislar y propagar las cepas de S. cerevisiae y de S. boulardii, a partir de levadura de pan

comercial y de un probidtico comercial, respectivamente.

- Obtener cultivos de las dos cepas en medio definido YNB (sin aminodacidos y sin sulfato de

amonio), bajo exposicion a 25mg/L de Cr (III) y un control sin exposicioén a cromo.

- Obtener cultivos de las dos cepas en medio rico YPD (extracto de levadura, peptona y

glucosa), para un control no expuesto y bajo exposicion a 250 mg/L de Cr(III).

- Evaluar comparativamente el crecimiento de S. cerevisiae y S. boulardii en medios YNB y

YPD en base a la biomasa liofilizada y la cantidad de células generadas.

- Determinar la concentracion de algunos elementos traza (Zn, Mo, Fe, Cu) y mayoritarios (Na,

K, Mg) comparando los resultados obtenidos para dos cepas en dos medios diferentes.

- Determinar la captacion de cromo en las fraccion citosdlica y paredes celulares comparando

los resultados obtenidos para las dos cepas en dos medios diferentes.
- Establecer un sistema mas prometedor como un posible suplemento nutricional.

4.5.3 Condiciones experimentales

4.5.3.1 Reactivos y muestras
Todos los reactivos fueron de grado analitico, reactivos de la marca Sigma Aldrich fueron
ampliamente utilizados. Las muestras y estandares fueron diluidos con agua desionizada (18

MQ cm Labconco).
Cloruro de cromo (Cr(III)), sulfato de amonio, dextrosa fueron reactivos de Sigma Aldrich.

El medio minino YNB (Base de nitrogeno de levadura sin aminoécidos y sin sulfato de amonio)
fue obtenida de Sigma Aldrich, mientras que medio PDA (agar papa dextrosa), extracto de

levadura, y peptona fueron adquiridos en BD Bioxon,

Todas las soluciones de calibracion fueron preparadas utilizando agua desionizada (18.2 MQ
cm, Labconco) y acido nitrico (68%) para andlisis ultra trazas de la marca Fluka Analitycal.
Los estandares magnesio, cobre, potasio, calcio, fierro y manganeso fueron adquiridos de
Sigma Aldrich con concentracion de 1000 mg/L en 5 % HNO3, mientras que el estandar de

sodio fue de J.T Baker.
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Una solucion estandar para absorcion atdmica de Cr con concentracion de 1000 mg/L en 1 %

HCI de Sigma fue utilizado para calibracion y desarrollo de la metodologia de MP-AES.

El tuning del instrumento se realiz6 con una solucion a la concentracion de 5 mg/L preparada
a partir de una mezcla de estandares de calibracion de Agilent Technologies que contiene 50
mg/L de Al, As, Ba, Cd, Co, Cr, Cu, Mn, Mo, Ni, Pb, Se, Sr, Zn y K a concentraciéon de 50
mg/L en solucion de 5.0% HNO:s.

4.5.3.2 Instrumentacion analitica

e Espectrometro de emision atomica con plasma de microondas (MP-AES) modelo MP-
4100 de Agilent Technologies con generador de nitrogeno Agilent 4107 y con modulo de
control de gas externo (EGCM) (Agilent Technologies, California, USA.).

e Espectrofotémetro UV/Vis modelo Multiskan GO (Thermo Scientific).

Equipos utilizados en el procesamiento de muestras y preparacion de reactivos

e Purificador de agua Mili-Q WaterPro Ps (Labconco).

e Centrifuga Legend Mrico 17 (Thermo Scientific).

e pH metro 3200P (Agilent Technologies).

e Liofilizador FreeZone 2.5 Plus y Frasco Fast-Freeze 600 mL (Labconco).
e Campana de flujo laminar con lampara UV.

e  Micropipetas BioPette™ A de 2 uL, 10 uL, 20 puL, 200 pL, y 1000 pL. (Labnet, NJ, USA).

Softwares para analisis de datos

o Agilent Expert MP (actualizado de MP-AES 4200)
o Excel Office 365

Material biologico

o Levadura panadera de S. Cerevisiae

o Levadura probiotica S. boulardii

4.5.3.3 Crecimiento de dos cepas de levadura en medio YNB y YPG, enriqueciendo con Cr(III)
Inicialmente, se cultivd de manera individual las cepas de S. cerevisiae y S. boulardii en cajas
de Petri con medio PDA (agar papa dextrosa). Posteriormente, para la obtencion de un
preindculo, cada cepa se cultivo en dos matraces de 250 mL con 100 mL de medio YPG
compuesto por 1.0 % (m/v) de extracto de levadura, 2.0 % (m/v) de pectona 'y 2.0 % (m/v) de
glucosa. El segundo medio de cultivo fue medio YNB (base de nitrogeno de levadura, No. de

catalogo Y0626) agregando 4.0 % (m/v) de glucosa y 5 g/L de sulfato de amonio. Los cultivos
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fueron incubados toda la noche a 28 °C. Posteriormente, las células fueron recuperadas por
centrifugacion a 3,500 x g y lavadas 3 veces con agua desionizada. Una vez obtenidas las
células, se colocaron en tubos Eppendorf de 2 mL un total de 1x107 células de levadura y se
agrego6 dependiendo del experimento, 0.1 mL y 1.0 mL de Cr (IIT) de una solucion que contenia
25,000 mg L' para los dos experimentos con medio YNB y YPG; un control sin exposicion a
cromo fue siempre realizado en paralelo. El cromo utilizado fue adicionado en forma de
cloruro. Los tubos con células y Cr (III) fueron incubados 30 minutos a 29 °C, transcurrido el
tiempo de incubacion en presencia de cromo, el contenido de los tubos fue transferido a los
matraces de 250 mL con 100 mL de los medios correspondientes. Los matraces fueron
incubados por 24 h a 28 °C y 150 rpm. De la misma forma se realizaron los cultivos controles
(sin cromo) para cada cepa y medio. Este procedimiento se ejemplifica en la Figura 49. Al
finalizar el tiempo de incubacion, se midié la D.O a 600 nm y la biomasa fue determinada

pesando la pastilla de células para cada uno de los cultivos, después de secar y liofilizar durante

18 h.

Preindculos
Cf:'f'ﬂ Incubacién 100mi. de: aedio
1x107cél./ml T | YPG con Glu a 2%
/7 = '#}:' ) (30min) )
£ - v 29°C 250ppmCr(l)  Control
S.cerevisiae Medio YPG '
en PDA 1x107CEL /M| <y > o 100mL de medio
) é;m %}'-r :anc;;ba.(lon . YNB con Glu a 4%
=) Y { 2;1"' == 26 ppm Cr (Il Control 150rpm/ 28°C
Medio YNB 24h
" . 100mL de medi
— e YPG con Glua 2%
4} (30min) m)
-~ | | 29°C 250ppmCr () Control
S.boulardii en Medio YPG 7
PDA N [ 100mL de medio
[ 1x107cél./ml = - Incubacién YNB con Glu a 4%
— % =) (30min) t::)
| 29°C 25 ppm Cr (1Il) Control

Medio YNB

Figura 49. Disefo experimental para crecimiento de levadura enriquecida con 250 mg/L y 25
mg/L de Cr(Il) en medio YPG y YNB, respectivamente. (Tres replicas biologicas fueron

estudiadas simultaneamente para cada condicidn seleccionada).

4.5.3.4 Determinacion de cromo total en levadura por MP-AES

Alicuotas de 50 mg de biomasa de las diferentes muestras fueron digeridas con 1 mL de 68 %
HNO:s. Los tubos fueron calentados a 80°C durante 20 minutos, posteriormente la temperatura
se elevo a 120°C y se mantuvo por 3 horas. Cumplido el tiempo las muestras se enfriaron a
temperatura ambiente y posteriormente se adicion6 1 mL de H202 y las muestras fueron
calentadas nuevamente a 120°C por 30 minutos. Posteriormente, los digestos se transfirieron a

nuevos tubos eppendorf'y se llevé a un volumen de 2 mL con agua desionizada. Las muestras
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fueron centrifugadas, diluidas y analizadas por espectrometria de emision atdmica con plasma
de microondas (MP-AES). Las longitudes de onda monitoreadas para Cr fueron 425.433 nm y
427.480 nm. La cuantificacion se llevdo a cabo mediante el método calibracion externa,
utilizando seis niveles de concentracién en un rango de 30 - 1000 pgCr/L, obteniendo una R?
de 0.9999 y ecuacion de calibracion Y=1.16 x10* C - 120 para longitud de onda de 427.480
nm. Los limites instrumentales de deteccion y cuantificacion fueron 7.9 ugCr/L y 26.6 pgCr/L

para 425.433 nm, mientras que 9.4 ugCr/L y 31.4 ugCr/L para 427.480 nm, respectivamente

4.5.3.5 Determinacion de algunos elementos mayoritarios y minoritarios por MP-AES

En cuanto al analisis de los elementos mayoritarios (Na, Mg, K y Ca) y trazas (Cu, Fe, Mo, y
Zn) realizado por MP-AES, este se llevd a cabo en los mismos digestos de biomasa que se
obtuvieron para la determinacion de Cr. En la Tabla 26, se presentan los pardmetros analiticos
obtenidos en el proceso de calibracion para cada uno de los elementos. En el caso de Cu, Fe,
Mo, Ca, Mg, y Na, el intervalo de calibracion fue de 30 a 1000 pg/L, mientras que para Zn en
un rango de 50 a 3000 mg/L. En todos los casos, se obtuvo r? mayo a 0.999.

Tabla 26. Pardmetros analiticos del procedimiento por MP-AES evaluados en base al proceso
de calibracion. Funciones de calibracion y coeficientes de linealidad (R?), limite de deteccion

(ng/L) y cuantificacion (pg/L) instrumentales.

Elemento A (nm) Calibracion Funcién de calibracion R2 Lb, Le
(ng/L) (ng/L) | (ng/L)

Cu 324.75 30-1000 y=1.55x10°c + 488 0.9999 2.31 6.33

Fe 302.06 30-1000 y=9.76 x 103 c + 32 0.9998 3.24 9.54
Mo 379.82 30-1000 y=622x10°c-7 0.9999 6.18 18.1
Zn 481.05 50 - 3000 y=474c+5 0.9998 9.44 29.3

Ca 393.37 50— 1000 y=9.65x 10*c + 305 0.9988 36.4 119
Mg 279.55 50— 1000 y=1.07x105¢c-257 0.9999 27.2 922
Na 589.59 30 -1000 y=177x103¢c-102 0.9899 39.0 130

K 266.49 50 —3000 y=2.85x10%c+ 3932 0.9989 25.4 85.3

4.5.3.6 Determinacion de proteina total en extracto de levadura

Para la determinacion de proteinas citosolicas, se tomaron alicuotas de 20 mg de biomasa
agregando 1 mL de NH4OH 0.1 N , la mezcla fue agitada en vortex por 2 minutos. El
homogenizado se calent6 a 60 °C durante 1 hora y se centrifugd a 12,000 x g por 20 minutos,

recuperando tanto el sobrenadante como el pellet. Dos métodos fueron utilizados para hacer
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cuantificacion de proteinas en los extractos obtenidos, (i) método de Bradford y (i) método de

acido bicinconinico (BCA).

Para el ensayo de Bradford, un stock del reactivo (5x) fue preparado disolviendo 100
mg de azul de Coomasie brillante G250 en 25 mL de metanol con 50 mL de H3POs al 85% , y
aforando finalmente a 200 mL. La determinacion de proteina se llevo a cabo en una microplaca
de 96 pocillos. Para ello, 10 pL de estdndar de BSA o de muestra fue mezclada con 240 pL del
reactivo de Bradford (1x) y medidos en UV-Vis a 450 nm, 595 nm y 630 nm. La cuantificacion
de proteina se realizo utilizando calibracidon externa con seis puntos de calibracion, en un rango
de 0.2 a 1.0 mg/mL de BSA. La funcion de regresion lineal de la calibracion para el BSA fue
y=3.71x+0.72 (R?>0.999) y LQ de 0.12 mg/mL. Un ensayo adicional para determinacion
de proteina fue también realizado también con el kit comercial QuaniPro TM BCA (QPBCA)
de Sigma. El método permite monitorear concentracion de proteina en un rango de 0.5 a 30
pug/mL a 562 nm. Se inici6 con la preparacion de los reactivos correspondientes, mezclando
7.5 mL del componente QA, compuesto de carbonato de sodio, tartrato de sodio y bicarbonato
de sodio en NaOH 0.2 M, pH 11.2 , seguido de adicion de 7.5 mL de reactivo QB, que es una
solucion de acido bicinconinico al 4.0% (m/v) a pH 8.5, y finalmente adicionar 0.3 mL de
reactivo QC, que consiste en solucion de sulfato de cobre (II) pentahidratado 4.0% (m/v), las

soluciones se mezclaron hasta obtener un color verde claro.

4.5.3.7 Determinacion de acidos nucleicos

Para la determinacion de acido nucleicos en muestras de levadura se utiliz6 un método
espectrofotométrico. Dado que el coeficiente de extincion para el ADN de doble cadena tiene
un valor de 0.020 (ug/mL)'ema 260 nm; es decir, una absorbancia de 1.0 a 260 nm medida
en una celda de 1 cm corresponde a la concentracion igual a 50 pg/mL!76. Se puede estimar la
cantidad de ADN en las muestras a partir de esta equivalencia. Para su cuantificacion, 2 uL. de
extracto citosoélico fue cargado en la microplaca y se obtuvieron sus espectros de absorcion en
un rango de 230 a 400 nm. Debido a que la trayectoria de la luz optica de la pDrop Plate es de
0.5 mm, se debe tener en cuenta un factor de correccion de 20 en los calculos de concentracion,
por lo que la concentracion de ADN se calcula de la siguiente manera: ADN(pg/mL) = Abs260nm

x 50 x 20.
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4.5.4 Resultados y Discusion

4.5.4.1Crecimiento de las levaduras bajo exposicion a cromo en medio YNB y YPG

La suplementacion con microelementos a partir de levadura enriquecida ofrece buenos
resultados debido a que estos elementos estdn presentes en levadura en sus formas
biodisponibles y generalmente no imponen el riesgo toxicologico.Sin embargo, factores como
el tipo de cepa utilizada, medio de cultivo, concentracion inicial de las sales inorganicas de
interés y la cantidad de inoculo inicial impactan el crecimiento y el rendimiento de
enriquecimiento de la levadura con estos oligoelementos. La finalidad de este capitulo fue
evaluar el efecto del medio de cultivo y de la concentraciéon de Cr(Ill) en el medio sobre
crecimiento y captacion de cromo en biomasa para dos cepas diferentes de levadura. Como se
menciono en la seccion 4.5.3.3, se utilizaron dos medios de cultivo, (1) medio minimo YNB y
(i1) medio rico YPG, expuestos a 25 y 250 mg/L de Cr (III), respectivamente. En la Figura 50,
se presentan los resultados de crecimiento obtenidos por densidad optica a 600 nm después de
24 h de crecimiento. En el caso de medio YPG, para S. cerevisiae no se observo diferencia en
el crecimiento en presencia de 250 mg/L de Cr(IIl) con respecto al control no expuesto,
mientras que para S. boulardii hay una disminucion en el crecimiento de levadura de
aproximadamente 30 % con respecto al control sin exposicion. Por otra parte, la presencia de
25 mg/L de Cr(III) en el medio YNB provoca una disminucion en el crecimiento entre un 20%

y 50 %, para S. cerevisiae 'y S. boulardii, respectivamente.
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Figura 50. Comparacion del crecimiento de Saccharomyces cerevisiae y Saccharomyces
boulardii mediante medicion de densidad optica (DO) a 600 nm. Los resultados se obtuvieron
tras 24 h de cultivo en medio YPG enriquecido con 250 mg/L de Cr(Ill) y en medio YNB
enriquecido con 25 mg/L de Cr(IIl). Los controles sin exposicion a cromo fueron incluidos

para cada condicidn evaluada.
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Asimismo, se determino la biomasa total por peso seco después de 24 h de crecimiento. Los
resultados obtenidos son concordantes con la tendencia encontrada en las mediciones de DO a
600 nm. Por ejemplo, en medio YPG inoculado con S. cerevisiae, un aumento fue observado
en las muestras expuestas a 250 mg/L de Cr(IIl) al pasar de 231 + 32 mg en muestra control
hasta 276 + 47 mg en las expuestas. Mientras que para S. boulardii, se observd una disminucion
en la biomasa desde 246 + 20 mg presente en control no expuesto hasta 205 + 7 mg en la
muestra con exposicion a Cr(III). Por el contrario, en medio YNB, la biomasa obtenida después
de 24 h fue siempre menor en las muestras con exposicion a cromo. Particularmente, en S.
boulardii una disminucion del 40 % fue notoria al pasar de 193 + 4 mg hasta 115 + 20 mg en
las muestras expuestas a 25 mg/L de Cr(III). Mientras que en S. cerevisiae, la disminucion de
biomasa pas6 de 160 + 33 mg (controles no expuestos) hasta 119 £ 16 mg en presencia de

Cr(III), equivalente a una disminucion aproximada del 25 %.

De acuerdo con los resultados de densidad optica y biomasa total (Figuras 50y 51) se
puede inferir que hay mayor produccion de biomasa en ambas cepas cuando se utiliza medio
de cultivo rico YPG y que las cepas presentan mayor tolerancia a Cr(IIl) cuando crecen en
medio rico. En el caso de la cepa S. boulardii, 1a biomasa se ve disminuida por la presencia de
Cr(IIT) en los dos medios de crecimiento utilizados. Es necesario evaluar la cantidad de cromo

adsorbida por la levadura en ambos medios para determinar la eficiencia de retencién de cromo.
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Figura 51 Efecto del cromo en el crecimiento de S. cerevisiae y S. boulardii evaluado por peso
seco de biomasa tras 24 h de cultivo. (a) Resultados obtenidos en medio YPG sin Cr (control
no expuesto) y enriquecido con 250 mg/L de Cr(III). (b) Resultados obtenidos en medio YNB

sin Cr (control no expuesto) y enriquecido con 25 mg/L de Cr(III)
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4.5.4.2 Determinacion de cromo total en la biomasa de levadura

Actualmente, la forma més comun de enriquecer levadura con cromo es a partir de crecimiento
de levadura bajo exposicién a CrCl3!”’. La eficiencia de incorporacién de cromo a biomasa es
afectada principalmente por el tipo de medio de cultivo y la forma en la que se administra el
cromo. En este trabajo, se utilizo la estrategia de exposicion de preinoculo a Cr(III) con el fin
de acondicionar las cepas a la presencia de este elemento (Fig. 49), obteniendo un mejor
crecimiento y una mejor captacion de cromo en el siguiente ciclo de crecimiento comparando
con el uso de preinoculos obtenidos en ausencia de Cr(Ill).. Los resultados obtenidos en la
determinacion de cromo en biomasa de levadura se muestran en la Figura 52, expresados como
ug de Cr/g en biomasa seca,. Para S. cerevisiae, se observa una mayor incorporacion de cromo
en medio YNB (391 £ 34 ug Cr/g de biomasa) comparada con el medio YPG (272 = 76 nug
Cr/g de biomasa). Por su parte, en la cepa de S. boulardii, se obtuvo mas alta concentracion de
Cr cuando se us6 medio YPG (447 £+ 104 pg Cr/g de biomasa), respecto el resultado obtenido
para YNB (351 + 30 pg Cr/ g de biomasa).

Ya se ha mencionado una mayor tolerancia de ambas cepas a Cr(I1I) en medio rico respecto el
medio pobre; por ello, la concentracion de Cr(IIl) en medio rico YPG fue de 250 mgCr/L
mientras que en medio minimo YNB 25 mg/L. Ambos valores fueron seleccionadas en base a
lo reportado en otros estudios'’®. Sin embargo, es interesante que la incorporaciéon de cromo
fue muy parecida en ambos casos estudiados segun los datos obtenidos por MP-AES. Estos
resultados concuerdan con lo reportado en literatura, donde una composicion quimica compleja
del medio de cultivo tiende a disminuir la biodisponibilidad de Cr(III)!"!. Este hallazgo es
importante porque permite seleccionar el medio YNB, asegurando la misma incorporacién de
Cr(III) que en medio YPG, pero utilizando 10 veces mas baja concentracion de cromo en medio

de cultivo.
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Figura 52. Determinacion de cromo total incorporado en biomasa de S. cerevisiae y S.
boulardii mediante MP-AES tras digestion dcida con HNOs.La biomasa fue obtenida después
de 24 h de cultivo en medio YPG enriquecido con 250 mg/L Cr(III) y medio YNB enriquecido
con 25 mg/L Cr(Ill), respectivamente. (Controles sin exposicion a cromo fueron corridos

siempre en paralelo).

4.5.4.3 Determinacion de elementos mayoritarios y minoritarios en biomasa de levadura

Por otro lado, fue de particular interés conocer también como se modifican los perfiles de
elementos mayoritarios y elementos traza beneficios para la salud (importantes en
suplementacidn) entre muestras con y sin exposicion a cromo. Para ello un analisis elemental
se llevo a cabo en biomasa, obteniéndose los resultados presentados en Figura 53 y Figura 54,

para elementos mayoritarios y algunos traza, respectivamente.
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Figura 53. Perfil de elementos mayoritarios (Ca, K, Na y Mg) obtenidos de la biomasa digerida
con HNO3 y determinadas por MP-AES. Analisis de biomasa crecida en medio YPD y YNB,
utilizando S. cerevisiae y S. boulardii con exposicion a 25 mg/L de Cr(Ill) y comparadas contra

un control no expuesto.
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Figura 54. Perfil de elementos minoritarios (Cu, Mo, Zn y Fe) obtenidos de la biomasa digerida
con HNO3 y determinadas por MP-AES. Anélisis de biomasa crecida en medio YPD y YNB,
utilizando S. cerevisiae'y S. boulardii con exposicion a 25 mg/L de Cr(III) y comparadas contra

un control no expuesto.

En relacion con los perfiles de elementos minoritarios, se observo que la concentracion de
cobre en la biomasa no presentd cambios significativos entre S. cerevisiae y S. boulardii en
medio YPD, independientemente de la presencia o no de Cr(III). Sin embargo, en medio YNB,
la cantidad de cobre incorporada en la biomasa se duplic6 en ambas cepas cuando el medio
contenia Cr(II). Para el molibdeno, en S. cerevisiae se detectd un incremento en su
incorporacion en la biomasa cuando ambos medios fueron enriquecidos con Cr(III), mientras
que en S. boulardii, este aumento solo se presentd en el medio YNB. Por otro lado, los niveles
de fierro no mostraron diferencias significativas entre las dos cepas o debido a la adicion de
Cr(III) en medio YPD. No obstante, en medio YNB, se registr6 un mayor enriquecimiento de
fierro en la biomasa cuando el medio fue suplementado con Cr(III). Los resultados para Zn son
dificiles de interpretar; este es un elemento omnipresente y la mayor concentracion encontrada
en biomasa de levadura crecida en medio rico simplemente refleja su alto contenido en este
medio. Respecto a los elementos mayoritarios (Ca, K, Na y Mg), los resultados mostraron que

en S. cerevisiae hubo una mayor incorporacion de calcio en medio YNB en presencia de Cr(I11),
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mientras que el potasio disminuyd en estas mismas condiciones. Asimismo, las
concentraciones de sodio y magnesio no presentaron cambios estadisticamente significativos

entre los tratamientos evaluados.

Estos hallazgos sugieren que la composicion del medio YPD favorece una mayor incorporacion
de Cu, Mgy Fe en ambas cepas cuando los cultivos son enriquecidos con Cr(III). Sin embargo,
esta ventaja tiene el efecto secundario de reducir la incorporacion de potasio en la biomasa. En
contraste, el medio YNB parece ser mas eficiente para potenciar la incorporacion de ciertos
elementos como el calcio, especialmente en S. cerevisiae, mientras que también permite un
enriquecimiento significativo de Fe y Cu en presencia de Cr(IlI). Este comportamiento
diferencial entre los medios y las cepas subraya la importancia de optimizar las condiciones de

cultivo para maximizar el contenido de elementos esenciales.

4.5.4.4 Determinacion de proteina total en muestras de las levaduras

La levadura es una fuente rica en proteinas y su contenido proteico puede llegar hasta un 54%
(m/m), considerada como un producto de alto valor nutricional al contener ocho aminoacidos
esenciales!'”. Por otro lado, las proteinas tienen capacidad de unir diferentes formas de metales
lo que altera su estructura y funcionalidad ademds de causar acumulaciéon de excesivas
cantidades de estos elementos y un riesgo de efectos toxicos.. En el caso particular del cromo,
la forma mas aceptada presente en levadura se le conoce como factor de tolerancia a la glucosa

(GTF por sus siglas en inglés), mencionado ya en varios puntos del texto®.

Para determinar el efecto de Cr(III) sobre el contenido de proteinas citosélicas en levadura, se
realizo la lisis y extraccion mediante tratamientos con NH4OH 0.1 N. El efecto del cromo en
la concentracion de proteina obtenida en la fraccion soluble (fraccion citosolica) fue evaluada

por medio de la determinacion de proteina total por dos metodolos: (i) Bradford y (ii) BCA.

Con base en el analisis de muestras de S. cerevisiae y S. boulardii cultivadas en medios YPG
y YNB (tres réplicas independientes por cada condicién), no se observaron diferencias
significativas en la concentracion de proteina en la biomasa entre las muestras expuestas y no
expuestas a cromo. Los resultados obtenidos mediante el método de Bradford se presentan en
la Figura 55. Para las dos cepas cultivadas en medio YPG, la presencia de cromo tampoco
afectd la concentracion de proteina, manteniéndose en niveles aproximados a 4.0 mg de
proteina/100 mg de biomasa para la condicion control sin exposicion y la expuesta a cromo.
En contraste, en el caso de S. boulardii en medio YNB, la exposiciéon a Cr(Ill) redujo

significativamente la concentracion de proteina, pasando de 7.2 + 1.4 mg de proteina/100 mg
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de biomasa en el control hasta una concentracion final de 5.5 = 1.9 mg de proteina/100 mg de

biomasa en la muestra expuesta a cromo.

Es importante destacar que, en general, las muestras cultivadas en medio YNB mostraron una
mayor concentracion de proteina en comparacion con aquellas cultivadas en medio YPG, un
resultado que contrasta con lo esperado, ya que el medio YPG se considera con mayor

disponibilidad de nutrientes.
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Figura 55. Determinacion de proteina total en S. cerevisiae y S. boulardii por método de
Bradford. El extracto libre de células se obtuvo por hidrolisis con NH4OH de 20 mg de biomasa
cultivada durante 24 h en medios YPG y YNB. Los ensayos incluyeron controles sin exposicion
y muestras con 250 mg/L de Cr(III) para medio YPG y 25 mg/L de Cr(IIl) para medio YNB.

La concentracion de proteina se expresa en mg de proteina por cada 100 mg de biomasa.

En la Figura 56 se presentan los resultados de la determinacion de proteinas utilizando
el método de BCA (ensayo del acido bicinconinico). Para ambas cepas de levadura en medio
YPG, no se encontraron diferencias significativas en la concentracion de proteinas entre las
muestras expuestas a cromo y los controles no expuestos. En el medio minimo YNB, se observo
la misma tendencia que en la metodologia de Bradford, sin cambios significativos en la
concentracion de proteinas. Estos resultados permiten concluir que la mayor cantidad de

proteina se obtiene en medio minimo YNB en ambas cepas. (Ver Figura 55 y Figura 56).
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Figura 56. Determinacion de proteina total en S. cerevisiae y S. boulardii por método de BCA.
El extracto libre de células se obtuvo por hidrolisis con NH4OH de 20 mg de biomasa cultivada
durante 24 h en medios YPG y YNB. Los ensayos incluyeron controles sin exposicion y
muestras con 250 mg/L de Cr(III) para medio YPG y 25 mg/L de Cr(III) para medio YNB. La

concentracion de proteina es expresada en mg de proteina por cada 100 mg de biomasa

4.5.4.5 Determinacion de cromo total en fraccion citosélica y pellet después de hidrolisis

Como se menciono anteriormente, la forma mas facilmente asimilable de cromo es a través de
una forma de cromo organica, es decir, unido a aminoacidos, proteinas o metabolitos.!** Con
este antecedente, se realizd un estudio para determinar en qué fraccion de las células se
concentra mayor cantidad de Cr, analizando tanto la fraccion insoluble (pellet) como la fraccion
soluble o citosolica. El procedimiento consistid en separar la parte citosélica (rica en proteinas
y metabolitos) y las paredes celulares (pellet) después de la lisis celular. El sobrenadante fue
secado en SpeedVac y la pastilla fue liofilizada. Ambas fracciones se sometieron a digestion

acida con HNOs, y el contenido de Cr se cuantifico por MP-AES.

En la Figura 57 se presentan los resultados obtenidos. En S. cerevisiae cultivada en medio
YPG, la fraccion insoluble (pellet) contenia 81 pg Cr/g biomasa, mientras que la mayor
concentracion se detecto en la fraccion citosolica, con 108 pg Cr/g biomasa. La suma de ambas
fracciones representd una recuperacion del 67.2 % respecto al Cr total inicial (272 pg Cr/g
biomasa). Mientras que, en medio YNB se observd la misma tendencia, con una menor
concentracion en pellet (131 pg Cr/g biomasa) y una mayor concentracion en la fraccion
citosolica (168 ng Cr/g biomasa). La recuperacion total en este caso fue del 71.1 % con respecto

al Cr inicial determinado.

Por otro lado, en la cepa de S. boulardii cultivada en medio YPG, se detect6 un aumento

significativo de Cr en la pastilla, alcanzando 278 ng Cr/g biomasa, mientras que la fraccion
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citosdlica solo se cuantificé 178.9 pg Cr/g biomasa. La suma de ambas fracciones resulto en
una recuperacion aparente de cromo de 107.2%. Por ultimo, en el caso del medio YNB, el
pellet tuvo una menor concentracion de Cr (79.3 pug Cr/g biomasa) con respecto a la fraccion

citosolica, que contenia 145.9 pug Cr/g biomasa.

Con base en estos resultados, el medio YNB se perfila como la mejor opcion para la produccion
de células enriquecidas con Cr(III), dado que favorece una mayor concentracion de cromo en
la fraccion citosolica, la cual refleja la incorporacion de Cr al interior de la célula y
posiblemente su forma biodisponible. Ademas, este medio requiere una menor cantidad de Cr

inicial, lo que lo hace mas eficiente y sostenible para aplicaciones biotecnologicas.
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Figura 57. Determinacion de cromo total determinado por MP-AES en pellet y la fraccion
citosolica de las cepas S. cerevisiae y S. boulardii , comparando el cromo total adsorbido en la
biomasa de las levaduras. La biomasa se obtuvo tras 24 h de cultivo en medio YPG enriquecido

con 250 mg/L Cr(IIl) y en medio YNB enriquecido con 25 mg/L de Cr(III).

4.5.4.6 Determinacion de acido nucleicos en levadura

La evaluacion de la cantidad de acidos nucleicos (AN) en alimentos y suplementos alimenticios
es crucial, ya que concentraciones elevadas de purinas pueden influir directamente en el
metabolismo del 4cido urico. La ingesta humana superior a 2 g de AN/dia puede incrementar
los niveles de acido trico en sangre, desencadenando hiperuricemia y aumentando el riesgo de
calculos renales. Alimentos como el higado, sardinas y levadura presentan altas
concentraciones de purinas. Por lo tanto, es fundamental cuantificar impurezas de AN presentes
en la levadura enriquecida, especialmente si son encontradas en la parte proteica, ya que podria
limitar su aplicacion en la nutricién humana.'®! El limite maximo permitido es 2% de AN en
base a peso seco (m/m) para garantizar la seguridad en el consumo exclusivo de levadura.'®!

No obstante, la concentracion tipica de AN en la biomasa de levadura varia entre 5% y 8%,
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superando ampliamente los niveles recomendados. En la Figura 58 se presentan los resultados
de la determinacion de acidos nucleicos en extractos obtenidos de 100 mg de biomasa libre de
células. Las concentraciones mas altas se observaron en S. cerevisiae cultivada en medio YPG,
independientemente de la presencia de cromo (14 mg AN/100 mg de biomasa). Curiosamente,

los valores mas bajos también se obtuvieron en S. cerevisiae cultivada en medio YNB (6.0 mg

AN/100 mg de biomasa).

En el caso de S. boulardii, 1a presencia de 250 mg/L de Cr(III) en el medio YPG provocéd un
aumento en los niveles de acido nucleicos, de 8.7 mg a 11.3 mg de AN por cadal00 mg de
biomasa. Sin embargo, en el medio YNB, la adicion de 25 mg/L de Cr(III) resulté en una ligera

disminucion en las concentraciones de acidos nucleicos.

Aungque los valores de AN detectados en todas las muestras superan el limite recomendado (2
% de AN), resalta la necesidad de implementar estrategias para reducir su contenido en
levadura y asi garantizar su seguridad de consumo. Entre los métodos sugeridos para disminuir
los niveles de AN destacan la hidrélisis alcalina, la precipitacion acida o el choque térmico
(60-90°C). Otra alternativa eficiente podria ser la activacion de nucleasas endogenas mediante

la extension del tiempo de incubacion de la levadura hasta la etapa final de la fase estacionaria.
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Figura 58. Determinacion de acidos nucleicos por UV-Vis a 260 nm para las cepas de S.
cerevisiae y S. Boulardi. El extracto libre de células se obtuvo por hidrolisis de NH4OH de 20
mg de biomasa obtenida después de 24 h de crecimiento en medio YPG enriquecida con 250

mg/L Cr(Ill) y medio YNB enriquecido con 25 mg/L de Cr(III).
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4.5.5 Conclusiones

En este capitulo de tesis, se obtuvieron cultivos de dos cepas de levaduras (S. cerevisiae y S.
boulardii) enriquecidas con Cr(IIl) en forma de CrCls, utilizando dos medios de cultivo, YPG
y YNB. Los resultados demostraron que la mayor produccion de biomasa ocurre en el medio
YPG para ambas cepas. Sin embargo, la presencia de Cr(Il) no afectd significativamente el
crecimiento de S. cerevisiae en este medio, mientras que en S. boulardii la exposicion a Cr(I11)

tuvo un impacto negativo en el crecimiento en ambos medios.

En cuanto a la incorporacion de cromo, S. cerevisiae mostrd una captacion de 272 + 76 y 391
+ 34 ng Cr/g de biomasa en los medios YPG y YNB, respectivamente, mientras que S. boulardii
captd entre 351 £ 30 y 447 + 104 pg Cr/g, respectivamente. Aunque las concentraciones de
cromo adsorbido fueron similares entre los medios, se concluyo que el medio YNB es el medio
mas adecuado, debido a que permitié uno efectivo bio-enriquecimiento utilizando diez veces

menos de Cr(IIl) que en el medio YPG.

En cuanto al andlisis de proteinas, en medio YPG y YNB, no se observaron diferencias
significativas en la concentracion de proteinas entre las dos cepas con o sin presencia de Cr(I1I).
En relacion con la distribucion del contenido proteico entre las fracciones analizadas (citosolica
y pellet), se concluyd que la concentracion de cromo aumentd ligeramente en la fraccion
citosolica cuando se utilizé6 medio YNB, mientras que en YPG, la mayor concentracion de Cr

se encontro en el pellet de S. boulardii.

Por ultimo, los niveles mas bajos de acidos nucleicos se detectaron en S. cerevisiae cultivada
en medio YNB, con aproximadamente 5 mg de acidos nucleicos por cada 100 mg de biomasa.
Este resultado es significativo, ya que niveles elevados de acidos nucleicos pueden limitar la

aplicabilidad de la levadura como suplemento alimenticio.

Finalmente, de acuerdo con los resultados obtenidos de biomasa total, concentraciones de
cromo, de proteinas citosolicas totales y de AN en todas las muestras analizadas, se puede
concluir que la mejor opcion segun los pardmetros evaluados fue el crecimiento de S. cerevisiae
en medio YNB expuesto a 25 mg/L de Cr(III). Aunque se produjo menor cantidad de biomasa
en estas condiciones, se logr6 una similar incorporacion de cromo y similares concentraciones
de proteina total, comparando con medio rico y exposicion a mas altas concentraciones de
Cr(III). Lo mas relevante es que se determinaron los niveles mas bajos de AN en la biomasa

analizada, pronosticandola como la forma mas eficiente de enriquecimiento de levadura con
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cromo, poniéndola como una alternativa prometedora para la produccién de suplementos

alimenticios seguros y funcionales, logrando potencializar sus efectos benéficos para la salud.

5. Conclusiones

El trabajo de tesis aborda un estudio integral del impacto de selenio (Se) en levadura de
pan (Saccharomyces cerevisiae), explorando aspectos relacionados con el crecimiento celular,
la incorporacion de este elemento, su fraccionamiento isotopico, un estudio protedmico con
marcaje metabolico y la evaluacion de SeNPs como proteccion antioxidante mediante
eliminacion de perdxido de hidrogeno. Mientras que en el caso de cromo dos cepas de levadura
fueron utilizadas, una panadera (Saccharomyces cerevisiae) y la otra del tipo probidtica
(Saccharomyces boulardii); ambas especies fueron estudiadas enfocandose principalmente en
la evaluacion del crecimiento celular, la concentracion de proteina obtenida en biomasa y la
eficiencia de captacion del cromo, dependiendo de estrategia de bio-enriquecimiento. Los
resultados obtenidos en ambas partes contribuyen en un mejor entendimiento de los
mecanismos bioldgicos y las potenciales aplicaciones biotecnologicas de levaduras
enriquecidas con estos elementos esenciales, destacando su relevancia como suplementos para

mejorar la salud humana.

En cuanto a la levadura bio-fortificada con Se, se establecieron las condiciones del
cultivo de S. cerevisiae para lograr un eficiente marcaje metabolico utilizando sulfato de
amonio como unica fuente de nitrogeno, ya sea en su forma isotopica natural '“N, o como
enriquecida isotopicamente con °N. Este marcaje no afectd el crecimiento ni la produccién de
biomasa, lo que permitio realizar estudios comparativos entre organismos expuestos a Se(IV)
respecto controles no-expuestos de manera confiable. Durante la biofortificacion con Se(IV),
se observo la reduccion extracelular de Se(IV) a Sey la incorporacion de Se(IV) a las células;
en ambos procesos se demostrd la preferencia por los isotopos ligeros de Se.. Se demostrd que
la incorporacion de Se fue significativamente mayor en presencia de nitrogeno pesado,
incrementandose hasta un 92% en comparacion con la levadura cultivada en condiciones
isotopicas naturales. Considerando evidencia reportada donde isotopos pesados de ciertos
elementos son encontrados en células tumorosas, surge la hipotesis de que la mayor presencia
de isotopos ligeros en la composicion de Se en levadura podria contribuir a su eficacia en su

actividad quimiopreventiva de cancer.

Por otro lado, durante el estudio de protedmica comparativa de levadura utilizando la

estrategia de marcaje metabolico, no se encontraron diferencias en el crecimiento de los
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microorganismos entre levadura ligera y pesada, con o sin presencia de Se, 10 mg/L. Enseguida
se determiné que el porcentaje de incorporacion isotdpico con '°N en las proteinas de levadura
fue equivalente a 98 + 0.8 %. El estudio protedmico realizado se enfocod en las proteinas
citosolicas, generando primeramente una libreria local con un total de 370 proteinas
identificadas en las muestras de levadura control no expuesta a Se y de cultivo expuesto a
Se(IV), 10 mg/L. Para el estudio comparativo, antes de la digestion enzimadtica, se mezclaron
las proteinas provenientes de cultivos "“N y >N (proporcién 1:1). Para estas muestras, se
analizaron ocho fracciones de un gel SDS-PAGE por capLC-ESI(+)-QTOF-MS de manera
individual, encontrando seleno péptidos en la Fraccion 4. Con el uso de las herramientas de
analisis de datos, se encontraron en total de 90 proteinas, identificando 10 péptidos con Se
incorporado en metionina; dichos péptidos correspondieron a tres proteinas diferentes (y sus
isoformas), piruvato quinasa, gliceraldehido 3-fosfato deshidrogenasa, y el piruvato
descarboxilasa, las cuales son claves en el metabolismo de la glucosa y fermentacion en
levadura, y cuya sobreexpresion bajo exposicion a Se(IV) estuvo asociada con un aumento
significativo en la produccion de etanol. Los resultados fueron confirmados mediante la
determinacion de etanol por GC-FID, obteniendo valores de 5.1 = 0.08 g etanol/g biomasa y
6.7 + 0.06 g etanol/g biomasa, para control no expuesto y para levadura expuesta a Se,
respectivamente; encontrando diferencias estadisticamente significativas (p = 0.023 y Texp =
-4.4, Tcrit = 2.91). Los resultados obtenidos confirman que Se estimula la produccion de etanol
en levadura. Estos hallazgos subrayan el papel modulador del Se en rutas metabodlicas
esenciales de la levadura, lo que amplia su potencial para aplicaciones biotecnologicas,

incluyendo también el disefio de alimentos funcionales.

En la parte de estudio enfocada a la actividad antioxidante de NPSe, se sintetizaron
nanoparticulas con didmetro de 96 = 7 nm, las cuales fueron agregadas a una solucion de H202
o a una mezcla de Glu-GOX, en ambos casos se mantuvo pH fisioldgico afiadiendo tampdn de
fosfatos 50 mM. Los resultados cuantitativos para la concentracion de Se y H20: a diferentes
tiempos de reaccion fueron obtenidos por HG-MP-AES y un procedimiento
espectrofotométrico indirecto, respectivamente. En base a estos resultados, se demostrd la
capacidad de las SeNPs como el directo agente reductor del perdxido de hidrogeno a pH
fisiologico y en presencia de albumina de suero. Méas importante aun, se demostrd con este
experimento que las SeNPs actiian como removedores de perdxido de hidrégeno cuando esta

especie oxigeno reactiva es generada por medio de reacciones enzimaticas, sin embargo, se
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advierte también sobre la formacion de Se(VI) como subproducto, cuya toxicidad celular

requiere atencion para maximizar los beneficios antioxidantes de las SeNPs.

Finalmente, el estudio del enriquecimiento S. cerevisiae y S. boulardii con Cr(IIl) permitio
seleccionar medio de cultivo YNB como la opciéon que permitié incorporar cromo de manera
eficiente, minimizando simultaneamente los niveles de acidos nucleicos presente en la levadura
obtenida. Este resultado es crucial, ya que altos niveles de acidos nucleicos limitan la viabilidad

de la levadura como suplemento alimenticio.

En S. cerevisiae, se logrd una captacion de hasta 391 pug Cr/g de biomasa en medio YNB,
mientras que S. boulardii alcanz6 valores similares, pero present6 un crecimiento reducido en
presencia de Cr(III). Estas diferencias subrayan la importancia de seleccionar las condiciones
especificas para cada cepa de acuerdo con los objetivos deseados, encontrando como la mejor
opcion de bio-enriquecimiento a la S. cerevisiae expuesta a 25 mg/L de Cr(Ill) y crecida en

medio YNB.

Los resultados de esta tesis ofrecen un avance en la comprension del comportamiento de la
levadura (Saccharomyces).bajo condiciones de enriquecimiento con Se o Cr, proporcionando
herramientas valiosas para el disefo de estrategias de biofortificacion a través de state-of-the-
art de la quimica analitica. Las levaduras enriquecidas con Se y Cr tienen aplicaciones
prometedoras en la industria alimentaria, médica y biotecnologica, ya sea como suplementos

nutricionales funcionales, agentes antioxidantes o en la produccion de alimentos funcionales.
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Anexos:
Anexo 1: Productos de investigacion.

1.- Characterization of Tequila by High Performance Liquid Chromatography — High

Resolution Mass Spectrometry (HPLC-HRMS) and Partial Least Squares Regression (PLS)

2.- Fractionation of selenium isotopes during biofortification of Saccharomyces cerevisiae and

the influence of metabolic labeling with °N

3.-Produccidén vy caracterizacién de levaduras enriquecidas con Cr (III) como suplemento

alimenticio.
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Environment. (in review at ChemistrySelect)

161


https://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/00032719.2022.2141250
https://www.tandfonline.com/doi/abs/10.1080/00032719.2022.2141250
https://link.springer.com/article/10.1007/s00775-023-02016-y
https://link.springer.com/article/10.1007/s00775-023-02016-y
https://www.jovenesenlaciencia.ugto.mx/index.php/jovenesenlaciencia/article/view/4008
https://www.jovenesenlaciencia.ugto.mx/index.php/jovenesenlaciencia/article/view/4008
https://ugtomx-my.sharepoint.com/personal/lf_mejiadiaz_ugto_mx/Documents/PhD-Gto-Warsaw/seventh%20semester/SeNPS-FINAL/Answer%20to%20the%20Referees/KWrobel_SeNPs_text_n_rev_fig.docx
https://ugtomx-my.sharepoint.com/personal/lf_mejiadiaz_ugto_mx/Documents/PhD-Gto-Warsaw/seventh%20semester/SeNPS-FINAL/Answer%20to%20the%20Referees/KWrobel_SeNPs_text_n_rev_fig.docx

Anexo 2. En la tabla se presentan los resultados de la busqueda de proteinas (Mascot Score > 25) para las muestras L1 y Lcl, una libreria local DDA (Data-
Dependent Acquisition) fue construida a partir de estos resultados y utilizando el archivo FASTA Saccharomyces cerevisiae UP000002311 de UniProtKB. Entre
los parametros de busqueda mas importantes se incluyeron: tolerancia MS (10 ppm), tolerancia MS/MS (0.1 Da), tripsina como enzima de corte, carga de péptidos
de +2 a +5, carbamido-metilacion de cisteinas como modificacion fija (A m = 57.0214 Da), y las modificaciones variables incluyeron oxidacién de metionina (A

m = 15.9949 Da), acetilacion en N-terminal (A m =42.0106 Da) y sustitucion de selenio-azufre en metionina y cisteina (A m = 47.9444 Da).

Las columnas de la tabla incluyen:

1.-Protein: ID de la proteina, nombre de la proteina identificada en la levadura.

2.- Name: Nombre comun o descriptivo de la proteina.

3.- Accession: Codigo tnico de la proteina en la base de datos encontrada.

4.- Score: Puntaje de identificacion del algoritmo de MASCOT indicando nivel de confianza en la identificacion de la proteina.
5.- Peptides: Numero de peptidos identificados que pertenecen a la proteina.

6.- MW[Da]: Peso molecular de la proteina.

7.- pI: Punto isoeléctrico de la proteina (pH al cual la proteina tiene carga neutra).

8.- Modification: Indica las modificaciones encontradas en los péptidos correspondientes a tal proteina.

9.- SC%: Porcentaje de cobertura de la secuencia de la proteina cubierta por los péptidos identificados.

10 RMS(pppm): Error en partes por millén en la identificacion de los espectros de MS y MS/MS para los péptidos identificados.

11.- Lel y L1: Indican si la proteina fue detectada en las muestras L1(tratadas con Se) y L1(control no expuesto).



Peptide

MW

SC

RMS

# Protein Name Accession Score s [Da pl Modification (%] [ppm] Lel L1

1 ENOI_YEAST Enolase 1 P00924 2851.8 53 46.8 6.2 88 4.6 TRUE TRUE
2 ENO2_YEAST Enolase 2 P00925 2713.8 49 46.9 5.7 Carbamidomethyl, Acetyl, Oxidation 88 3.6 TRUE TRUE
3 G3P3_YEAST Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 3 P00359 2292.4 41 35.7 6.5 Carbamidomethyl, Acetyl, Oxidation, Delta:S(-1)Se(1) 92 1.9 TRUE TRUE
4 G3P1_YEAST Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 1 P00360 2161.7 37 35.7 8.3 Carbamidomethyl, Acetyl, Oxidation 80 3.1 TRUE TRUE
5 PDC1_YEAST Pyruvate decarboxylase isozyme 1 P06169 2156.2 38 61.5 5.8 Carbamidomethyl, Acetyl, Oxidation, Delta:S(-1)Se(1) 60 32 TRUE TRUE
6 KPYK1 YEAST | Pyruvate kinase 1 P00549 2116.9 41 54.5 7.6 Carbamidomethyl, Oxidation 84 32 TRUE TRUE
7 PGK_YEAST Phosphoglycerate kinase P00560 2106.7 44 44.7 7.1 Carbamidomethyl, Oxidation 85 2.8 TRUE TRUE
8 G3P2_YEAST Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase 2 P00358 1929.5 37 358 6.5 Carbamidomethyl, Acetyl, Oxidation, Delta:S(-1)Se(1) 79 2.1 TRUE TRUE
9 TPIS_YEAST Triosephosphate isomerase P00942 1304.3 23 26.8 5.7 Carbamidomethyl, Acetyl 86 3.0 TRUE TRUE
10 HSP71_YEAST Heat shock protein SSA1 P10591 1296.4 26 69.6 5.0 Carbamidomethyl 49 3.1 TRUE TRUE
11 INO1_YEAST Inositol-3-phosphate synthase P11986 1296.4 28 59.6 5.6 Carbamidomethyl, Acetyl, Oxidation 50 3.6 TRUE TRUE
12 PMGI1_YEAST Phosphoglycerate mutase 1 P00950 1187.9 24 27.6 8.8 78 3.7 TRUE TRUE
13 HSP72_YEAST Heat shock protein SSA2 P10592 1161.9 25 69.4 49 Carbamidomethyl, Oxidation 48 3.4 TRUE TRUE
14 SSB1_YEAST Ribosome-associated molecular chaperone SSB1 P11484 920.1 24 66.6 53 Carbamidomethyl, Acetyl 55 2.6 TRUE TRUE
15 HSP82 YEAST ATP-dependent molecular chaperone HSP82 P02829 879.6 25 81.4 4.8 43 2.7 TRUE TRUE
16 EF2_YEAST Elongation factor 2 P32324 872.6 21 932 59 Carbamidomethyl, Oxidation 41 2.7 TRUE TRUE
17 HSC82_YEAST | ATP-dependent molecular chaperone HSC82 P15108 864.0 23 80.8 4.8 41 2.8 TRUE TRUE
18 EF1A_YEAST Elongation factor 1-alpha P02994 852.7 21 50 9.1 Carbamidomethyl, Acetyl, Oxidation 49 2.5 TRUE TRUE
19 PDC5_YEAST Pyruvate decarboxylase isozyme 2 P16467 833.4 17 61.9 6.0 Carbamidomethyl, Acetyl, Delta:S(-1)Se(1) 57 3.0 TRUE TRUE
20 DHE4_YEAST NADP-specific glutamate dehydrogenase 1 P07262 815.5 18 49.5 5.6 Carbamidomethyl, Acetyl, Oxidation 51 4.0 TRUE | FALSE
21 ALF_YEAST Fructose-bisphosphate aldolase P14540 815.0 15 39.6 5.5 Carbamidomethyl 66 3.1 TRUE TRUE
22 6PGD1_YEAST 6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating 1 P38720 743.0 18 53.5 6.2 Carbamidomethyl, Oxidation 52 34 TRUE TRUE
23 TKT1 YEAST Transketolase 1 P23254 731.6 19 73.8 6.5 Carbamidomethyl 48 2.7 TRUE TRUE
24 G6PI_YEAST Glucose-6-phosphate isomerase P12709 724.0 17 61.3 6.0 Acetyl, Oxidation 48 3.7 TRUE TRUE
25 IPYR_YEAST Inorganic pyrophosphatase P00817 670.3 15 32.3 5.4 Carbamidomethyl 77 2.9 TRUE TRUE
26 HSP74_YEAST Heat shock protein SSA4 P22202 664.2 15 69.6 5.0 Carbamidomethyl 27 2.7 TRUE TRUE
27 ILV5 YEAST Ketol-acid reductoisomerase, mitochondrial P06168 633.2 17 443 9.1 Carbamidomethyl 63 34 TRUE TRUE
28 METK2_YEAST | S-adenosylmethionine synthase 2 P19358 584.1 14 422 52 Carbamidomethyl 60 2.9 TRUE TRUE
29 HXKG_YEAST Glucokinase-1 P17709 580.6 12 55.3 5.8 Carbamidomethyl, Acetyl 38 2.7 TRUE TRUE
30 HSP26_YEAST Heat shock protein 26 P15992 544.4 12 239 53 Acetyl 78 2.3 TRUE TRUE
31 HSP73_YEAST Heat shock protein SSA3 P09435 5334 11 70.5 5.0 Carbamidomethyl 18 2.4 TRUE | FALSE
32 ADH4 YEAS7 Alcohol dehydrogenase 4 P10127 526.5 12 41.1 59 Acetyl, Oxidation 35 2.5 TRUE TRUE
33 KAR_YEAST NADPH-dependent alpha-keto amide reductase Q07551 524.6 9 355 5.8 Acetyl, Oxidation 54 2.7 TRUE TRUE
34 TSA1_YEAST Peroxiredoxin TSA1 P34760 517.9 11 21.6 5.0 54 1.7 TRUE TRUE
35 ACT_YEAST Actin P60010 512.5 12 41.7 5.4 Carbamidomethyl, Oxidation, Acetyl 56 4.5 TRUE TRUE




36 PGM2_YEAST Phosphoglucomutase 2 P37012 S11.1 15 63 6.2 Carbamidomethyl, Acetyl, Oxidation 38 4.7 TRUE TRUE
37 TAL1_YEAST Transaldolase P15019 488.4 11 37 6.1 Oxidation 42 2.5 TRUE TRUE
38 ATPB_YEAST ATP synthase subunit beta, mitochondrial P00830 470.3 11 54.8 55 Oxidation 38 4.0 TRUE TRUE
39 | METE_YEAST fn gggﬁ;ﬁ;}ﬁzsg"pte“’y1“igl“mma‘e“hom“y“ei“e P05694 4342 1 85.8 6.1 Carbamidomethyl 24 34 | TRUE | TRUE
40 HSP77_YEAST Import motor subunit, mitochondrial POCS90 433.1 10 70.6 5.5 21 2.5 TRUE TRUE
41 ALDH4_YEAST | Potassium-activated aldehyde dehydrogenase, mitochondrial P46367 417.8 10 56.7 6.3 Carbamidomethyl 37 3.6 TRUE TRUE
42 CARP_YEAST Saccharopepsin P07267 415.7 12 44.5 4.7 Carbamidomethyl 36 1.6 TRUE TRUE
43 GRE3_YEAST NADPH-dependent aldose reductase GRE3 P38715 389.4 8 37.1 6.6 Carbamidomethyl, Acetyl 34 2.8 TRUE TRUE
44 RL4A_YEAST 608 ribosomal protein L4-A P10664 3824 10 39.1 10.6 Acetyl 51 2.4 TRUE TRUE
45 TKT2 YEAST Transketolase 2 P33315 371.1 10 75 5.8 Acetyl 29 1.1 TRUE TRUE
46 ALDH3_YEAST | Aldehyde dehydrogenase [NAD(P)+] 2 P54114 369.3 11 55.4 5.6 Carbamidomethyl, Oxidation 35 34 TRUE TRUE
47 PST2_YEAST Protoplast secreted protein 2 Q12335 368.7 8 21 55 Carbamidomethyl, Oxidation 80 2.6 TRUE TRUE
48 VATA YEAST V-type proton ATPase catalytic subunit A P17255 366.0 8 118.6 5.8 Carbamidomethyl, Acetyl, Oxidation 13 2.4 TRUE TRUE
49 SAHH_YEAST Adenosylhomocysteinase P39954 359.7 9 49.1 5.8 Carbamidomethyl 30 39 TRUE TRUE
50 HSP31 YEAST Glutathione-independent glyoxalase HSP31 Q04432 3559 9 25.7 53 Carbamidomethyl 60 22 TRUE TRUE
51 ATPA_YEAST ATP synthase subunit alpha, mitochondrial P07251 355.7 8 58.6 9.1 18 2.3 TRUE TRUE
52 6PGD2_YEAST | 6-phosphogluconate dehydrogenase, decarboxylating 2 P53319 351.0 9 539 6.8 Oxidation 31 2.9 TRUE TRUE
53 FAS1_YEAST Fatty acid synthase subunit beta P07149 343.1 8 228.5 5.6 Acetyl, Oxidation 6 2.3 TRUE TRUE
54 HXKA_YEAST Hexokinase-1 P04806 3349 8 53.7 5.3 Carbamidomethyl 26 3.1 TRUE TRUE
55 THIL YEAST Acetyl-CoA acetyltransferase P41338 326.8 10 41.7 7.0 Acetyl, Carbamidomethyl 39 32 TRUE TRUE
56 MSC1_YEAST Meiotic sister chromatid recombination protein 1 Q03104 323.4 9 59.6 7.1 Oxidation 20 3.1 TRUE TRUE
57 CATT_YEAS7 Catalase T A6ZVT70 320.9 7 64.5 6.1 Carbamidomethyl, Oxidation 24 4.5 TRUE TRUE
58 OYE2_YEAST NADPH dehydrogenase 2 Q03558 309.5 8 45 6.1 34 35 TRUE TRUE
59 PDC6_YEAST Pyruvate decarboxylase isozyme 3 P26263 301.3 6 61.5 5.8 Acetyl 15 1.2 TRUE TRUE
60 METKI1_YEAST | S-adenosylmethionine synthase 1 P10659 300.2 7 41.8 5.0 20 2.8 FALSE | TRUE
61 HSP60_YEAST Heat shock protein 60, mitochondrial P19882 295.4 7 60.7 52 14 2.6 TRUE TRUE
62 BCAI1_YEAST Branched-chain-amino-acid aminotransferase, mitochondrial P38891 293.4 6 43.6 9.0 Carbamidomethyl 23 2.3 TRUE TRUE
63 CYS3_YEAST Cystathionine gamma-lyase P31373 286.0 7 425 6.1 41 35 TRUE TRUE
64 MDHM_YEAST | Malate dehydrogenase, mitochondrial P17505 283.4 5 35.6 8.5 31 3.7 TRUE TRUE
65 ALDH6 YEAST | Magnesium-activated aldehyde dehydrogenase, cytosolic P54115 277.0 6 54.4 53 Carbamidomethyl, Acetyl 18 33 TRUE TRUE
66 FPPS_YEAST Farnesyl pyrophosphate synthase P08524 275.7 6 40.5 53 Carbamidomethyl 25 3.7 TRUE | FALSE
67 DHOM_YEAST | Homoserine dehydrogenase P31116 275.2 7 385 6.9 33 2.5 TRUE TRUE
68 ZPS1_YEAST Protein ZPS1 Q12512 259.8 6 275 49 Carbamidomethyl, Oxidation 35 1.6 TRUE TRUE
69 GLYC_YEAST Serine hydroxymethyltransferase, cytosolic P37291 258.5 5 522 7.0 22 32 TRUE TRUE
70 PUR92_YEAST Bifunctional purine biosynthesis protein ADE17 P38009 254.1 8 65.2 6.1 Carbamidomethyl 24 4.1 TRUE TRUE
71 VATB_YEAST V-type proton ATPase subunit B P16140 253.0 6 57.7 5.0 Carbamidomethyl 21 2.0 TRUE TRUE
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72 AMPL_YEAST Vacuolar aminopeptidase 1 P14904 250.4 6 57.1 55 Carbamidomethyl 22 2.0 TRUE TRUE
73 PIL1_YEAST Sphingolipid long chain base-responsive protein PIL1 P53252 246.8 6 383 4.5 27 2.7 TRUE TRUE
74 YM71_YEAST NADP-dependent 3-hydroxy acid dehydrogenase Q05016 2442 5 29.1 6.3 33 3.6 TRUE TRUE
75 | TPSI YEAST ggg‘:{flpha'“ehal"se‘phOSpha‘e synthase [UDP-forming] 56 kDa | 0764 2433 7 56.1 5.7 Carbamidomethyl 24 44 | TRUE | TRUE
76 APE3_YEAST Aminopeptidase Y P37302 2374 6 60.1 5.1 Carbamidomethyl 25 2.6 TRUE TRUE
77 ARLY_YEAST Argininosuccinate lyase P04076 227.8 6 52 5.5 Acetyl, Oxidation 15 1.9 TRUE TRUE
78 CYSD_YEAST Homocysteine/cysteine synthase P06106 224.8 6 48.6 6.0 21 1.3 TRUE TRUE
79 GBLP_YEAST Guanine nucleotide-binding protein subunit beta-like protein P38011 224.6 7 34.8 5.8 Carbamidomethyl, Acetyl 40 22 TRUE TRUE
80 G6PD_YEAST Glucose-6-phosphate 1-dehydrogenase P11412 222.6 6 57.5 59 19 43 TRUE TRUE
81 UGPA1_YEAST | UTP--glucose-1-phosphate uridylyltransferase P32861 220.2 5 56 7.0 Carbamidomethyl, Acetyl 17 29 TRUE TRUE
82 IF4A_YEAS7 ATP-dependent RNA helicase elF4A A6ZQJ1 211.9 6 44.7 5.0 26 2.1 TRUE TRUE
83 PURS_YEAST Adenylosuccinate lyase Q05911 209.5 4 54.5 6.0 16 39 TRUE TRUE
84 ADHI1_YEAST Alcohol dehydrogenase 1 P00330 208.2 3 36.8 6.2 14 2.4 TRUE | FALSE
85 AHP1_YEAST Peroxiredoxin AHP1 P38013 207.9 4 19.1 5.0 Carbamidomethyl, Oxidation 48 1.5 TRUE TRUE
86 HS104_YEAST Heat shock protein 104 P31539 201.1 6 102 5.3 Acetyl 10 2.0 TRUE TRUE
87 RL4B_YEAST 60S ribosomal protein L4-B P49626 197.8 5 39 10.6 26 2.7 FALSE TRUE
88 CPYIL_YEAST Carboxypeptidase Y inhibitor P14306 196.8 4 243 6.1 Acetyl, Oxidation 26 32 TRUE FALSE
89 GOR1_YEAST Glyoxylate reductase 1 P53839 196.5 3 38.8 59 15 39 TRUE | FALSE
90 TRXB1 YEAST | Thioredoxin reductase 1 P29509 194.8 6 342 5.7 CarbamidomethylCarbamidomethyl 38 1.9 TRUE TRUE
91 PET10_YEAST Protein PET10 P36139 193.4 4 312 7.8 Acetyl, Oxidation 32 2.4 TRUE TRUE
92 YNN4 YEAST Uncharacterized protein YNL134C P53912 192.5 6 41.1 5.8 Carbamidomethyl 27 2.8 TRUE TRUE
93 VDACI1_YEAST | Mitochondrial outer membrane protein porin 1 P04840 191.6 4 30.4 7.7 21 2.8 TRUE TRUE
94 BGL2_YEAST Glucan 1,3-beta-glucosidase P15703 191.4 4 34.1 43 15 22 TRUE TRUE
95 DAK1_YEAST Dihydroxyacetone kinase 1 P54838 188.1 7 62.2 52 Carbamidomethyl 19 24 TRUE FALSE
96 SYDC_YEAST Aspartate--tRNA ligase, cytoplasmic P04802 186.5 6 63.5 6.2 Acetyl 16 5.5 TRUE TRUE
97 BIP_YEAST Endoplasmic reticulum chaperone BiP P16474 183.7 5 74.4 4.8 Acetyl 10 3.5 TRUE TRUE
98 RLAO_YEAST 608 acidic ribosomal protein PO P05317 181.9 5 33.7 4.7 20 4.0 TRUE TRUE
99 OAT YEAST Ornithine aminotransferase P07991 181.1 5 46.1 6.5 Carbamidomethyl 27 42 TRUE TRUE
100 RL2A_YEAST 608 ribosomal protein L2-A POCX45 179.5 6 274 11.1 37 3.8 TRUE TRUE
101 GPD1_YEAST Glycerol-3-phosphate dehydrogenase [NAD(+)] 1 Q00055 176.7 5 42.8 53 AcetylCarbamidomethyl, Acetyl, Oxidation 27 39 TRUE TRUE
102 PHSG_YEAST Glycogen phosphorylase P06738 174.4 5 103.2 5.4 Carbamidomethyl 9 3.0 TRUE TRUE
103 MCR1_YEAS7 NADH-cytochrome b5 reductase 2 A6ZZH2 168.8 6 34.1 8.7 Oxidation 37 2.4 TRUE TRUE
104 GSP1_YEAST GTP-binding nuclear protein GSP1/CNR1 P32835 168.7 4 24.8 6.1 Carbamidomethyl 15 2.5 TRUE TRUE
105 QCR2_YEAST Cytochrome b-cl complex subunit 2, mitochondrial P07257 167.3 3 40.5 7.7 14 1.2 TRUE FALSE
106 DHAS YEAST Aspartate-semialdehyde dehydrogenase P13663 166.0 4 39.5 6.3 Carbamidomethyl 15 1.5 TRUE TRUE
107 RS5_YEAST 408 ribosomal protein S5 P26783 165.9 3 25 8.6 13 0.6 TRUE TRUE




108 BMHI_YEAST Protein BMH1 P29311 165.6 4 31 4.8 26 43 TRUE TRUE
109 MPG1_YEAST Mannose-1-phosphate guanyltransferase P41940 163.3 3 39.5 6.0 Carbamidomethyl 14 2.5 TRUE TRUE
110 PRTB_YEAST Cerevisin P09232 162.1 4 69.6 5.9 Carbamidomethyl 8 1.8 TRUE TRUE
111 HXKB_YEAST Hexokinase-2 P04807 160.8 6 53.9 52 Carbamidomethyl 18 0.8 TRUE TRUE
112 LYS9_YEAST Saccharopine dehydrogenase [NADP(+), L-glutamate-forming] P38999 160.0 6 48.9 5.1 Carbamidomethyl 22 32 TRUE TRUE
113 LSP1_YEAST Sphingolipid long chain base-responsive protein LSP1 Q12230 159.1 4 38 4.6 22 32 TRUE TRUE
114 ADK_YEAST Adenosine kinase P47143 158.4 7 36.3 5.0 Carbamidomethyl 37 32 TRUE TRUE
115 H2B2_YEAST Histone H2B.2 P02294 156.2 2 14.2 10.1 Oxidation 12 1.6 TRUE TRUE
116 SDOI1L YEAST Restriction of telomere capping protein 3 P38804 156.1 4 12 5.0 63 2.7 TRUE FALSE
117 COFL_YEAST Cofilin Q03048 149.1 4 159 5.1 41 1.0 TRUE TRUE
118 EF3A_YEAST Elongation factor 3A P16521 149.0 4 115.9 5.7 Carbamidomethyl 9 3.7 TRUE TRUE
119 GVP36_YEAST | Protein GVP36 P40531 147.0 5 36.6 49 Acetyl 30 35 TRUE | FALSE
120 RL8B_YEAST 608 ribosomal protein L8-B P29453 145.6 4 28.1 10.0 24 3.0 TRUE | FALSE
121 RL7A_YEAST 60S ribosomal protein L7-A P05737 143.4 4 27.6 10.1 19 1.4 TRUE TRUE
122 | GABAT YEAST | 4-aminobutyrate aminotransferase P17649 141.4 4 52.9 6.3 17 22 TRUE TRUE
123 YCP4_YEAST Flavoprotein-like protein YCP4 P25349 1413 4 26.3 83 34 3.0 TRUE TRUE
124 RIR4 YEAST Ribonucleoside-diphosphate reductase small chain 2 P49723 138.5 5 40 5.1 Acetyl 20 22 TRUE TRUE
125 CISY1_YEAST Citrate synthase, mitochondrial P00890 135.9 4 533 8.2 11 32 TRUE TRUE
126 ADT2_YEAST ADP,ATP carrier protein 2 P18239 134.0 2 344 9.8 8 1.8 FALSE | TRUE
127 AATC_YEAST Aspartate aminotransferase, cytoplasmic P23542 132.7 4 46 8.5 Carbamidomethyl 25 3.7 TRUE TRUE
128 GPP1_YEAST Glycerol-1-phosphate phosphohydrolase 1 P41277 132.5 2 279 53 Carbamidomethyl 12 0.2 TRUE TRUE
129 PLR1_YEAST Putative pyridoxal reductase Q06494 1325 3 38.6 5.7 Carbamidomethyl 17 0.8 TRUE TRUE
130 HMCS_YEAST Hydroxymethylglutaryl-CoA synthase P54839 131.9 4 55 8.4 18 0.4 TRUE TRUE
131 YMYO YEAST UPF0659 protein YMRO9OW Q04304 131.8 4 24.9 5.6 21 1.6 TRUE TRUE
132 PMA1 YEAST Plasma membrane ATPase 1 P05030 1309 6 99.6 5.0 Carbamidomethyl, Oxidation 16 1.3 TRUE TRUE
133 CBS_YEAST Cystathionine beta-synthase P32582 128.1 4 56 6.2 15 5.0 TRUE | FALSE
134 BLH1_YEASI Cysteine proteinase 1, mitochondrial B3LP78 127.8 5 55.5 8.9 13 0.9 TRUE TRUE
135 SODM_YEAST Superoxide dismutase [Mn], mitochondrial P00447 126.7 4 25.8 8.5 Carbamidomethyl 28 1.2 TRUE TRUE
136 DCE_YEAST Glutamate decarboxylase Q04792 126.6 4 65.9 6.2 11 1.5 TRUE TRUE
137 RL15B_YEAST 608 ribosomal protein L15-B P54780 125.2 3 24.4 11.4 Carbamidomethyl 17 0.7 TRUE TRUE
138 ARP2_YEAST Actin-related protein 2 P32381 123.2 3 44 55 13 4.5 TRUE | FALSE
139 RL16B_YEAST | 60S ribosomal protein L16-B P26785 122.7 2 222 10.5 Acetyl 14 22 TRUE | FALSE
140 RS6A_YEAST 40S ribosomal protein S6-A POCX37 118.8 3 27 10.4 20 2.3 TRUE TRUE
141 EMI2_YEAST Putative glucokinase-2 Q04409 117.8 4 55.9 5.9 Carbamidomethyl 11 2.6 FALSE | TRUE
142 ETR1_YEAST Enoyl-[acyl-carrier-protein] reductase, mitochondrial P38071 117.4 3 42 9.0 18 5.1 TRUE | FALSE
143 CBPY_YEAST Carboxypeptidase Y P00729 116.1 3 59.8 4.6 Carbamidomethyl 10 43 TRUE | FALSE




144 NOP3_YEAST Nucleolar protein 3 Q01560 1155 4 454 5.4 Carbamidomethyl, Oxidation 16 0.3 TRUE TRUE
145 PFKA1 YEAST | ATP-dependent 6-phosphofructokinase subunit alpha P16861 113.8 3 107.9 6.0 5 33 TRUE TRUE
146 GPP2_YEAST Glycerol-1-phosphate phosphohydrolase 2 P40106 112.8 3 27.8 5.8 22 1.6 TRUE | FALSE
147 NPC2_YEAST Phosphatidylglycerol/phosphatidylinositol transfer protein Q12408 112.5 3 19.1 4.4 Carbamidomethyl 42 2.5 TRUE TRUE
148 VATC_YEAST V-type proton ATPase subunit C P31412 109.4 3 442 6.2 12 2.9 TRUE | FALSE
149 PSA4_YEAST Proteasome subunit alpha type-4 P40303 109.3 2 28.4 6.9 10 0.7 TRUE FALSE
150 RLI8A_YEAST | 60S ribosomal protein L18-A POCX49 108.9 2 20.6 11.7 Carbamidomethyl 15 0.3 TRUE TRUE
151 KAD2 YEAS7 Adenylate kinase A6ZYI10 106.8 2 242 6.2 11 1.9 TRUE | FALSE
152 CYPH_YEAST Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase P14832 106.4 3 243 6.9 Acetyl, Oxidation 32 3.4 TRUE TRUE
153 WTM1_YEAST Transcriptional modulator WTM1 Q12363 102.4 2 48.4 52 Carbamidomethyl 7 35 TRUE TRUE
154 VATE_YEAST V-type proton ATPase subunit E P22203 101.2 3 26.5 53 22 1.3 TRUE TRUE
155 FADH_YEAST S-(hydroxymethyl)glutathione dehydrogenase P32771 99.9 2 41 6.3 Carbamidomethyl 9 39 TRUE TRUE
156 MVDI1 _YEAST Diphosphomevalonate decarboxylase P32377 99.5 4 44.1 55 16 2.3 TRUE FALSE
157 TAL2_YEAST Transaldolase NQM 1 P53228 99.2 4 372 6.0 18 3.8 TRUE TRUE
158 SSBP1_YEAST Single-stranded nucleic acid-binding protein P10080 98.5 5 33 5.5 Oxidation 30 2.6 TRUE TRUE
159 | KPYK2 YEAST | Pyruvate kinase 2 P52489 98.2 2 55.2 6.4 Carbamidomethyl, Acetyl 4 2.0 TRUE TRUE
160 YPR1_YEAST Putative reductase 1 Q12458 96.5 3 34.7 6.6 14 2.4 TRUE TRUE
161 DCPS_YEAST m7GpppX diphosphatase Q06151 94.6 3 40.7 5.8 Carbamidomethyl, Acetyl 14 1.8 TRUE | FALSE
162 RS4A_YEAST 408 ribosomal protein S4-A POCX35 93.2 4 29.4 10.1 21 1.0 TRUE TRUE
163 RPN10_YEAST 268 proteasome regulatory subunit RPN10 P38886 93.0 3 29.7 10.0 Carbamidomethyl 16 0.5 TRUE TRUE
164 IDH2 YEAST Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit 2, mitochondrial P28241 92.9 3 39.7 8.8 16 34 TRUE TRUE
165 LYS12 YEAST Homoisocitrate dehydrogenase, mitochondrial P40495 92.8 2 40 8.1 7 1.8 TRUE TRUE
166 RL5_YEAST 608 ribosomal protein LS P26321 92.4 4 33.7 6.4 32 33 TRUE TRUE
167 RL3_YEAST 608 ribosomal protein L3 P14126 923 3 43.7 10.3 Acetyl 8 33 TRUE TRUE
168 RS22A_YEAST | 40S ribosomal protein S22-A POCOW1 922 2 14.6 9.9 14 5.2 FALSE | TRUE
169 DLHH_YEAST Putative carboxymethylenebutenolidase Q07505 89.6 3 30.8 5.9 Carbamidomethyl 25 5.8 TRUE TRUE
170 PPID YEAST Peptidyl-prolyl cis-trans isomerase CPR6 P53691 89.3 2 42 5.8 Carbamidomethyl 7 3.4 TRUE FALSE
171 RL8A_YEAST 60S ribosomal protein L8-A P17076 88.6 3 28.1 10.0 19 2.7 FALSE | TRUE
172 HOSC_YEAST Homocitrate synthase, cytosolic isozyme P48570 88.2 2 47.1 6.8 5 0.6 TRUE TRUE
173 TCTP_YEAST Translationally-controlled tumor protein homolog P35691 86.2 3 18.7 4.4 22 43 TRUE TRUE
174 RS3_YEAST 408 ribosomal protein S3 P05750 83.9 2 26.5 9.4 19 4.6 TRUE | FALSE
175 QCR7_YEAST Cytochrome b-c1 complex subunit 7, mitochondrial P00128 83.1 3 14.6 5.6 Carbamidomethyl 46 6.4 TRUE | FALSE
176 RL40A_YEAST | Ubiquitin-60S ribosomal protein L40 POCHO8 82.5 2 17 10.3 27 2.5 TRUE TRUE
177 HIS1_YEAST ATP phosphoribosyltransferase P00498 81.0 2 322 59 Carbamidomethyl, Acetyl 9 29 TRUE | FALSE
178 GLGB_YEAST 1,4-alpha-glucan-branching enzyme P32775 80.6 2 81.1 5.8 4 5.4 TRUE FALSE
179 SSZ1 YEAST Ribosome-associated complex subunit SSZ1 P38788 80.6 2 582 4.9 7 3.7 TRUE FALSE




180 PAA1 YEAST Polyamine N-acetyltransferase 1 Q12447 80.2 2 219 5.6 15 42 TRUE FALSE
181 OTC_YEAST Ornithine carbamoyltransferase P05150 80.1 2 37.8 59 Carbamidomethyl, Acetyl, Oxidation 11 1.9 TRUE | FALSE
182 RL1IA_YEAST 608 ribosomal protein L1-A POCX43 79.9 3 24.5 9.7 22 2.9 TRUE TRUE
183 YM94_YEAST Uncharacterized protein YMR315W Q04869 79.4 2 38.2 6.2 Carbamidomethyl 11 1.9 TRUE | FALSE
184 RL10_YEAST 608 ribosomal protein L10 P41805 79.2 2 25.3 10.0 Carbamidomethyl 19 1.0 TRUE | FALSE
185 EF1GI_YEAST Elongation factor 1-gamma 1 P29547 78.5 2 47.1 8.4 Acetyl 6 1.3 TRUE TRUE
186 KHSE_YEAST Homoserine kinase P17423 78.3 3 38.7 53 16 5.7 TRUE | FALSE
187 YG4D _YEAST Putative elongation factor 1 gamma homolog P42936 78.1 2 26.3 5.4 Acetyl 11 2.3 TRUE FALSE
188 ARA1 YEAST D-arabinose dehydrogenase [NAD(P)+] heavy chain P38115 77.0 2 38.9 5.6 11 2.5 TRUE TRUE
189 GCY1_YEAST Glycerol 2-dehydrogenase (NADP(+)) P14065 77.0 3 35.1 7.8 Carbamidomethyl 17 2.0 TRUE | FALSE
190 LEU3 YEAST 3-isopropylmalate dehydrogenase P04173 76.3 2 389 5.5 9 6.0 TRUE TRUE
191 RS3A1_YEASI 408 ribosomal protein S1-A B3RHVO0 75.2 2 28.7 10.1 10 39 TRUE TRUE
192 EF1B_YEAST Elongation factor 1-beta P32471 75.1 2 22.6 43 Acetyl 11 1.5 FALSE | TRUE
193 RL28_YEAST 60S ribosomal protein L28 P02406 74.2 1 16.7 10.6 10 3.1 FALSE TRUE
194 RSS8A_YEAST 40S ribosomal protein S8-A POCX39 74.0 2 225 10.7 14 3.5 TRUE TRUE
195 SNUI13_YEAST 13 kDa ribonucleoprotein-associated protein P39990 73.7 1 13.6 7.7 19 0.1 TRUE FALSE
196 ACAC_YEAST Acetyl-CoA carboxylase Q00955 72.7 2 250.2 59 2 0.5 TRUE TRUE
197 PSA6_YEAST Proteasome subunit alpha type-6 P40302 72.4 2 25.6 6.9 16 1.1 TRUE TRUE
198 ERG6_YEAST Sterol 24-C-methyltransferase P25087 72.0 2 43.4 5.5 10 32 TRUE TRUE
199 GCSH_YEAST Glycine cleavage system H protein, mitochondrial P39726 70.8 2 18.8 4.7 22 0.5 TRUE TRUE
200 RSSA2_YEASI 408 ribosomal protein SO-B B3LT19 70.4 2 279 4.7 12 1.1 TRUE TRUE
201 RLI2A_YEAST 60S ribosomal protein L12-A POCX53 69.0 1 17.8 9.4 9 1.9 TRUE TRUE
202 RS24A_YEAST 408 ribosomal protein S24-A POCX31 68.9 1 15.3 10.5 11 1.7 TRUE TRUE
203 PNC1_YEAST Nicotinamidase P53184 67.4 2 25 5.8 18 1.6 TRUE TRUE
204 RL20A_YEAST | 60S ribosomal protein L20-A POCX23 67.2 2 20.4 10.3 19 2.9 TRUE | FALSE
205 SPEE_YEAST Spermidine synthase Q12074 67.2 2 333 53 Carbamidomethyl 12 4.8 TRUE | FALSE
206 FAS2_YEAST Fatty acid synthase subunit alpha P19097 65.9 2 206.8 53 1 5.6 FALSE | TRUE
207 RL14B_YEAST | 60S ribosomal protein L14-B P38754 65.1 1 15.1 10.9 14 22 TRUE | FALSE
208 MDHP_YEAST Malate dehydrogenase, peroxisomal P32419 64.9 3 37.2 9.2 16 0.9 TRUE TRUE
209 PYRI_YEAST Protein URA2 P07259 64.9 1 2449 5.6 Acetyl, Oxidation 1 0.2 TRUE TRUE
210 SYEC_YEAST Glutamate--tRNA ligase, cytoplasmic P46655 64.5 3 80.8 72 5 32 TRUE FALSE
211 AIP1_YEAST Actin-interacting protein 1 P46680 64.1 2 67.3 5.4 Carbamidomethyl 5 1.9 TRUE FALSE
212 THRC_YEAST Threonine synthase P16120 63.6 3 574 5.5 12 4.1 TRUE TRUE
213 ARO8 YEAST Aromatic/aminoadipate aminotransferase 1 P04076 63.4 1 56.1 5.7 3 1.0 TRUE TRUE
214 RL19A_YEAST | 60S ribosomal protein L19-A POCX82 63.4 2 21.7 11.4 14 4.5 TRUE | FALSE
215 SYRC_YEAST Arginine--tRNA ligase, cytoplasmic Q05506 62.9 2 69.5 6.3 Oxidation 5 1.9 TRUE | FALSE




216 HSP7F_YEAST Heat shock protein homolog SSE1 P32589 62.6 2 77.3 5.1 Carbamidomethyl 4 5.1 TRUE FALSE
217 SUB2_YEAS7 ATP-dependent RNA helicase SUB2 A6ZXP4 61.5 1 50.2 53 Carbamidomethyl 2 7.4 TRUE | FALSE
218 HRI1_YEAST Protein HRI1 Q05905 61.3 2 27.5 5.1 14 6.4 TRUE TRUE
219 SHB17_YEAST | Sedoheptulose 1,7-bisphosphatase P36136 61.3 2 31 5.6 12 1.3 TRUE | FALSE
220 APE2_YEAST Aminopeptidase 2, mitochondrial P32454 61.0 1 107.7 8.1 2 0.5 TRUE TRUE
221 RL16A_YEAST | 60S ribosomal protein L16-A P26784 61.0 1 222 10.5 Acetyl 9 1.5 TRUE | FALSE
222 CBPS_YEAST Carboxypeptidase S P27614 60.7 2 64.6 53 Carbamidomethyl 4 2.8 TRUE | FALSE
223 APA1_YEAST Protein APA1 P16550 59.6 2 36.5 49 Acetyl 16 2.4 TRUE | FALSE
224 LCF1_YEAST Long-chain-fatty-acid--CoA ligase 1 P30624 59.5 1 77.8 7.5 0.6 TRUE TRUE
225 ARC1_YEAST tRNA-aminoacylation cofactor ARC1 P46672 59.3 2 42.1 7.7 Oxidation 11 0.9 TRUE TRUE
226 GVP36_YEAST | Protein GVP36 P40531 59.1 2 36.6 49 Acetyl 7 33 FALSE | TRUE
227 FSH1_YEAST Family of serine hydrolases 1 P38777 58.9 2 273 59 Carbamidomethyl 16 2.3 TRUE TRUE
228 PYRX_YEAST Orotate phosphoribosyltransferase 2 P30402 58.9 2 24.8 8.7 Carbamidomethyl 9 32 TRUE | FALSE
229 EF1G2_YEAST Elongation factor 1-gamma 2 P36008 58.8 2 46.5 7.6 9 2.0 TRUE | FALSE
230 ACS2_YEAST Acetyl-coenzyme A synthetase 2 P52910 57.8 1 75.4 6.2 Acetyl 3 1.1 TRUE TRUE
231 EXG1_YEAST Glucan 1,3-beta-glucosidase I/11 P23776 572 2 51.3 4.6 5 3.7 TRUE FALSE
232 RL17A_YEAST | 60S ribosomal protein L17-A P05740 56.0 1 20.5 10.9 9 34 TRUE TRUE
233 SYFB_YEAST Phenylalanine--tRNA ligase beta subunit P15624 55.4 1 67.3 5.5 3 8.2 TRUE | FALSE
234 RIR2_ YEAST Ribonucleoside-diphosphate reductase small chain 1 P09938 55.1 1 46.1 5.1 5 1.4 TRUE TRUE
235 QCRI1_YEAST Cytochrome b-c1 complex subunit 1, mitochondrial P07256 54.8 3 50.2 6.8 18 35 TRUE | FALSE
236 SS100_YEAST Sporulation-specific wall maturation protein P13130 54.7 1 342 52 7 0.4 TRUE TRUE
237 GRE2_YEAST NADPH-dependent methylglyoxal reductase GRE2 Q12068 54.4 2 38.1 5.8 12 4.8 TRUE TRUE
238 SYKC_YEAST Lysine--tRNA ligase, cytoplasmic P15180 54.0 2 67.9 5.8 Carbamidomethyl 6 6.1 TRUE FALSE
239 NNRD YEAST ATP-dependent (S)-NAD(P)H-hydrate dehydratase P36059 52.8 1 37.3 7.5 4 1.6 TRUE FALSE
240 RL6A_YEAST 60S ribosomal protein L6-A Q02326 52.1 2 19.9 10.1 14 4.0 TRUE | FALSE
241 OLAI_YEAST Obg-like ATPase 1 P38219 52.0 2 44.1 7.1 8 1.0 TRUE TRUE
242 RS7A_YEAST 408 ribosomal protein S7-A P26786 51.5 2 21.6 9.8 21 1.2 TRUE TRUE
243 SCW4_YEAST Probable family 17 glucosidase SCW4 P53334 51.5 1 40.1 4.7 5 1.0 TRUE TRUE
244 TBB_YEAST Tubulin beta chain P02557 51.5 1 50.9 4.6 2 34 FALSE | TRUE
245 RS22A_YEAST 408 ribosomal protein S22-A POCOW1 51.0 2 14.6 9.9 24 1.6 TRUE TRUE
246 IF2A_YEAST Eukaryotic translation initiation factor 2 subunit alpha P20459 50.9 1 34.7 49 6 6.2 TRUE | FALSE
247 | ODPB YEAST Elyif;‘;’ﬁ;igfgdmgena“ ET component subunit beta, P32473 49.9 2 40 52 10 28 | TRUE | TRUE
248 PSA2 YEAST Proteasome subunit alpha type-2 P23639 49.3 2 27.1 5.5 10 1.3 TRUE TRUE
249 AIM2_YEAST Protein AIM2 P39721 48.8 1 96 9.9 8 1.3 TRUE TRUE
250 LGUL_YEAST Lactoylglutathione lyase P50107 48.8 2 372 6.4 Carbamidomethyl 8 6.4 TRUE FALSE
251 GST1_YEAST Glutathione S-transferase 1 P40582 48.6 1 26.8 6.2 Acetyl 5 13.7 FALSE | TRUE




252 | CDC48 YEAST | Cell division control protein 48 P25694 47.8 91.9 4.8 Carbamidomethyl 2 3.7 TRUE | FALSE
253 MIL1_YEAST Probable lipase MIL1 P43564 473 119.4 5.1 Acetyl 1 9.3 TRUE | FALSE
254 OSTB YEAST Dolichyl-diphosphooligosaccharide--protein glycosyltransferase P33767 473 494 56 3 46 TRUE FALSE
- subunit WBP1
255 KYNU_YEAST | Kynureninase Q05979 453 51 5.1 4 34 TRUE | FALSE
256 | ODPA YEAST ;{:gzsgigfgdmgmse ET component subunit alpha, P16387 448 463 83 3 08 | TRUE | TRUE
257 FMP45_YEAST SUR?7 family protein FMP45 Q07651 443 34.1 9.5 5 14 FALSE TRUE
258 APT1 _YEAST Adenine phosphoribosyltransferase 1 P49435 442 20.6 5.0 Acetyl 13 4.1 TRUE FALSE
259 PSB7_YEAST Proteasome subunit beta type-7 P30657 44.1 29.4 5.7 9 0.6 TRUE | FALSE
260 RS7B_YEAST 408 ribosomal protein S7-B P48164 439 21.6 9.9 21 52 TRUE | FALSE
261 RS20_YEAST 408 ribosomal protein S20 P38701 432 13.9 9.5 11 0.8 TRUE TRUE
262 DCS2_YEAST Inactive diphosphatase DCS2 Q12123 43.1 40.9 6.1 5 1.8 TRUE | FALSE
263 ADT3_YEAST ADP,ATP carrier protein 3 P18238 42.8 333 9.8 4 0.2 TRUE FALSE
264 PSB3_YEAST Proteasome subunit beta type-3 P25451 42.7 22.6 5.0 9 0.0 TRUE | FALSE
265 RLYA_YEAST 60S ribosomal protein L9-A P05738 42.0 21.6 9.7 14 22 TRUE | FALSE
266 DUGI1_YEAST Cys-Gly metallodipeptidase DUG1 P43616 41.5 52.8 5.4 4 2.8 FALSE | TRUE
267 | MMPHIYEAS 5 hydroxy-3-methylglutaryl-coenzyme A reductase 1 P12683 415 1156 | 82 2 00 | TRUE | FALSE
268 PCNA_YEAST Proliferating cell nuclear antigen P15873 41.5 28.9 4.4 5 0.4 TRUE TRUE
269 SODC_YEAST Superoxide dismutase [Cu-Zn] P00445 41.4 15.8 5.6 Carbamidomethyl 17 1.4 TRUE TRUE
270 SOL3_YEASI 6-phosphogluconolactonase 3 B3LSS7 41.4 27.8 53 10 4.1 TRUE TRUE
271 PABP_YEAST Polyadenylate-binding protein, cytoplasmic and nuclear P04147 413 64.3 5.7 4 0.6 TRUE TRUE
272 SGT2_YEAST Small glutamine-rich tetratricopeptide repeat-containing protein 2 Q12118 40.5 372 4.7 4 1.3 TRUE | FALSE
273 PMM_YEAST Phosphomannomutase P07283 40.4 29 5.1 8 0.3 TRUE TRUE
274 SEC31_YEAST Protein transport protein SEC31 P38968 39.7 138.6 5.5 2 0.4 TRUE TRUE
275 MRHI1_YEAST Protein MRH1 Q12117 39.6 36.2 9.3 4 4.8 FALSE TRUE
276 ASSY_YEAST Argininosuccinate synthase P22768 39.5 46.9 5.4 5 0.1 TRUE TRUE
277 SER33 YEAST D-3-phosphoglycerate dehydrogenase 2 P40510 39.5 51.2 6.0 6 1.5 TRUE TRUE
278 MPCP_YEAST Mitochondrial phosphate carrier protein P23641 39.2 32.8 9.4 6 0.4 TRUE TRUE
279 IF5A1_YEAST Eukaryotic translation initiation factor 5A-1 P23301 39.0 17.1 4.8 8 2.8 TRUE TRUE
280 OM45_YEAST Mitochondrial outer membrane protein OM45 P16547 39.0 44.6 8.6 11 44 TRUE | FALSE
281 TMED[}I:YEAS Endoplasmic reticulum vesicle protein 25 P54837 389 24.1 5.4 8 6.4 TRUE | FALSE
282 PLBI_YEAST Lysophospholipase 1 Q06494 382 71.6 4.5 4 33 FALSE | TRUE
283 | GLRXI1_YEAST | Glutaredoxin-1 P25373 37.0 12.4 5.0 12 2.1 TRUE | FALSE
284 MTDI1_YEAST Methylenetetrahydrofolate dehydrogenase [NAD(+)] Q02046 36.5 36.2 6.6 6 3.7 TRUE | FALSE
285 ADPP_YEAST ADP-ribose pyrophosphatase Q01976 36.0 26.1 6.0 7 0.6 TRUE TRUE
286 DLDH YEAST Dihydrolipoyl dehydrogenase, mitochondrial P09624 339 54 8.1 4 0.5 TRUE TRUE




287 MAN1_YEAST Alpha-mannosidase P22855 33.8 124.4 6.8 1 0.4 FALSE | TRUE
288 SGT2_YEAST Small glutamine-rich tetratricopeptide repeat-containing protein 2 QI12118 33.6 372 4.7 4 33 FALSE | TRUE
289 NSR1_YEAST Nuclear localization sequence-binding protein P27476 334 44.5 4.9 4 0.9 TRUE TRUE
290 CRP1_YEASV Cruciform DNA-recognizing protein 1 E7LVH4 33.1 51.1 6.9 Carbamidomethyl 3 6.4 TRUE | FALSE
291 RSI19B_YEAST | 40S ribosomal protein S19-B P07281 3238 15.9 9.6 12 0.4 TRUE TRUE
292 ATR_YEAST Serine/threonine-protein kinase MEC1 P38111 32.7 2732 8.5 Carbamidomethyl, Acetyl, Oxidation 1 18.5 FALSE TRUE
293 PSA3_YEAST Proteasome subunit alpha type-3 P23638 32.6 28.7 5.1 5 0.5 TRUE | FALSE
294 H4_YEAST Histone H4 P02309 325 114 11.4 10 39 FALSE | TRUE
295 IF4E_YEAST Eukaryotic translation initiation factor 4E P07260 314 242 53 5 2.7 TRUE FALSE
296 PDI_YEAST Protein disulfide-isomerase P17967 31.4 58.2 4.4 4 22 TRUE TRUE
297 SYV_YEAST Valine--tRNA ligase, mitochondrial P07806 31.1 125.7 6.5 2 35 TRUE | FALSE
298 IDHI_YEAST Isocitrate dehydrogenase [NAD] subunit 1, mitochondrial P28834 30.9 39.3 9.0 6 32 FALSE | TRUE
299 PDX3_YEAST Pyridoxamine 5'-phosphate oxidase P38075 30.2 26.9 6.9 5 3.8 TRUE | FALSE
300 PSA1_YEAST Proteasome subunit alpha type-1 P21243 30.1 28 59 6 0.9 TRUE | FALSE
301 YMY9_YEAST Glucose-6-phosphate 1-epimerase Q03161 29.9 339 5.8 4 42 TRUE | FALSE
302 PRX1_YEAST Peroxiredoxin PRX1, mitochondrial P34227 29.6 29.5 9.0 4 0.5 TRUE TRUE
303 CLH_YEAST Clathrin heavy chain P22137 29.4 187.1 5.1 2 3.9 TRUE | FALSE
304 NAM9_YEAST 378 ribosomal protein NAM9, mitochondrial P27929 29.0 56.3 9.7 2 9.9 FALSE | TRUE
305 ERF1_YEAST Eukaryotic peptide chain release factor subunit 1 P12385 28.7 49 4.9 3 33 TRUE | FALSE
306 PSB5_YEAST Proteasome subunit beta type-5 P30656 28.7 31.6 5.8 4 3.7 TRUE FALSE
307 YRO2_YEAST Protein YRO2 P38079 28.4 38.7 9.2 6 35 TRUE | FALSE
308 TREA_YEAST Cytosolic neutral trehalase P32356 27.5 85.8 7.6 2 7.1 TRUE | FALSE
309 KGUA_YEAST Guanylate kinase P15454 274 20.6 6.6 8 2.5 TRUE | FALSE
310 SAR1_YEAST Small COPII coat GTPase SAR1 P20606 273 21.4 52 6 1.3 TRUE | FALSE
311 GYS2 _YEAST Glycogen [starch] synthase isoform 2 P27472 272 80 59 2 5.7 TRUE FALSE
312 NDHI1_YEAST External NADH-ubiquinone oxidoreductase 1, mitochondrial P40215 27.1 62.7 9.3 4 5.1 TRUE | FALSE
313 YRA1_YEAST RNA annealing protein YRA1 Q12159 27.0 24.9 11.3 Acetyl 7 0.6 FALSE | TRUE
314 ARPC5_YEAST | Actin-related protein 2/3 complex subunit 5 P40518 26.9 17.1 5.1 7 5.4 FALSE | TRUE
315 SYG_YEAST Glycine--tRNA ligase 1, mitochondrial P38088 26.8 78.1 6.1 3 0.6 TRUE | FALSE
316 PUT2_YEAST Delta-1-pyrroline-5-carboxylate dehydrogenase, mitochondrial P07275 26.6 64.4 6.5 5 2.1 TRUE | FALSE
317 YRF14 _YEAST Y' element ATP-dependent helicase protein 1 copy 4 013559 26.5 156.3 6.8 Acetyl 1 13.5 FALSE | TRUE
318 ACON_YEAST Aconitate hydratase, mitochondrial P19414 26.4 85.3 8.2 2 4.1 TRUE FALSE
319 RS12_YEAST 408 ribosomal protein S12 P48589 26.2 15.5 4.7 12 1.9 FALSE | TRUE
320 PUR2_YEAST Bifunctional purine biosynthetic protein ADES5,7 P07244 26.1 86 5.1 2 0.1 TRUE TRUE
321 IF6_YEAST Eukaryotic translation initiation factor 6 Q12522 259 26.4 4.5 7 3.0 FALSE | TRUE
322 RAS2_YEAST Ras-like protein 2 P01120 25.5 34.7 6.8 8 35 TRUE | FALSE




323 RL11A_YEAST | 60S ribosomal protein L11-A POCOW9 25.4 19.7 9.9 9 3.9 TRUE | FALSE
324 VAC8_YEAST Vacuolar protein 8 P39968 25.4 63.2 5.0 4 22 TRUE | FALSE
325 DPMI1_YEAST Dolichol-phosphate mannosyltransferase P14020 25.1 30.3 7.7 5 0.2 TRUE TRUE
326 PMG2_YEAST Phosphoglycerate mutase 2 Q12008 25.1 36.1 6.1 4 1.5 TRUE FALSE
327 SEC4_YEAST Ras-related protein SEC4 P07560 25.0 235 6.6 5 6.4 TRUE | FALSE
328 CAP_YEAST Adenylyl cyclase-associated protein P17555 243 57.5 5.5 2 0.6 TRUE | FALSE
329 ARGD_YEAST Acetylornithine aminotransferase, mitochondrial P18544 239 46.7 72 5 52 TRUE FALSE
330 ASNS1 YEAST Asparagine synthetase [glutamine-hydrolyzing] 1 P49089 239 64.4 5.7 3.6 TRUE FALSE
331 | NNRE_YEAST | NAD(P)H-hydrate epimerase P40165 233 275 8.5 5 0.4 TRUE | FALSE
332 STM1_YEAST Suppressor protein STM1 P39015 233 30 9.7 Acetyl 10 2.3 TRUE TRUE
333 | CCWI14_YEAST | Covalently-linked cell wall protein 14 013547 22.8 233 5.7 Carbamidomethyl 10 6.3 FALSE | TRUE
334 SYTC_YEAST Threonine--tRNA ligase, cytoplasmic P04801 22.7 84.5 6.6 1 3.6 FALSE | TRUE
335 ATPF_YEAST ATP synthase subunit 4, mitochondrial P05626 222 26.9 9.2 6 24 FALSE | TRUE
336 RS9B_YEAST 40S ribosomal protein S9-B P05755 22.1 223 10.1 14 1.2 TRUE | FALSE
337 STI1_YEAST Heat shock protein STI1 P15705 22.1 66.2 5.4 Carbamidomethyl 3 4.6 TRUE FALSE
338 YP204 YEAST Y' element ATP-dependent helicase YPR204W Q08995 21.8 115.1 6.3 Acetyl 1 155 TRUE FALSE
339 SYSC _YEAST Serine--tRNA ligase, cytoplasmic P07284 214 53.3 5.8 5 4.6 TRUE TRUE
340 COPG_YEAST Coatomer subunit gamma P32074 21.2 104.8 5.0 2 0.5 TRUE | FALSE
341 LYS1_YEAST Saccharopine dehydrogenase [NAD(+), L-lysine-forming] P38998 20.9 414 9.2 5 1.6 TRUE TRUE
342 FKBP_YEAST FK506-binding protein 1 P20081 20.7 122 5.7 11 5.5 FALSE | TRUE
343 SERC_YEAST Phosphoserine aminotransferase P33330 20.5 434 6.1 7 8.8 TRUE | FALSE
344 NOP13_YEAST Nucleolar protein 13 P53883 20.1 45.6 9.3 Oxidation 4 9.5 TRUE FALSE
345 RS11A_YEAST 40S ribosomal protein S11-A POCX47 19.9 17.7 10.8 Carbamidomethyl 11 0.1 FALSE TRUE
346 ATP7_YEAST ATP synthase subunit d, mitochondrial P30902 19.4 19.8 8.9 8 3.6 TRUE | FALSE
347 TCB1_YEAST Tricalbin-1 Q12466 18.8 133.5 6.7 Oxidation 2 3.7 TRUE | FALSE
348 THI4_YEAST Thiamine thiazole synthase P32318 18.5 35 5.8 6 3.7 TRUE | FALSE
349 ILV3_YEAST Dihydroxy-acid dehydratase, mitochondrial P39522 18.4 62.8 7.9 3 5.4 FALSE | TRUE
350 PFKA2 YEAST | ATP-dependent 6-phosphofructokinase subunit beta P16862 18.1 104.6 6.2 4 4.6 TRUE | FALSE
351 RL13B_YEAST | 60S ribosomal protein L13-B P40212 17.9 22.5 11.1 15 49 TRUE | FALSE
352 ATPG_YEAST ATP synthase subunit gamma, mitochondrial P38077 17.7 343 9.3 7 8.7 TRUE | FALSE
353 PUR7_YEAST Phosphoribosylaminoimidazole-succinocarboxamide synthase P27616 17.6 34.6 5.7 4 33 TRUE | FALSE
354 RS2 _YEAST 40S ribosomal protein S2 P25443 17.6 274 10.4 6 6.4 TRUE TRUE
355 SET2 YEAST Histone-lysine N-methyltransferase, H3 lysine-36 specific P46995 17.2 84.4 8.7 Acetyl 2 5.7 TRUE FALSE
356 SC61G_YEAST | Protein transport protein SSS1 P35179 17.0 8.9 9.5 13 1.0 FALSE | TRUE
357 PYCI_YEAST Pyruvate carboxylase 1 P11154 16.9 130 5.8 1 0.6 FALSE | TRUE
358 PRP8_YEAST Pre-mRNA-splicing factor 8 P33334 16.8 279.3 6.9 1 18.9 FALSE | TRUE

10



359 GSHR_YEAST Glutathione reductase P41921 16.6 534 7.7 3 6.1 TRUE | FALSE
360 PUF6_YEAST Pumilio homology domain family member 6 Q04373 16.6 75.1 6.4 Acetyl 2 59 TRUE | FALSE
361 SNU66_YEAST | 66 kDa U4/U6.US small nuclear ribonucleoprotein component Q12420 16.5 66.4 6.3 2 9.9 FALSE | TRUE
362 CITC_YEAST C-1-tetrahydrofolate synthase, cytoplasmic P07245 16.0 102.1 6.4 1 0.6 FALSE | TRUE
363 YIJ2_YEAST Uncharacterized protein YILO92W P40497 15.8 71 9.1 Acetyl, Oxidation 1 3.7 FALSE | TRUE
364 ISW1_YEAST ISWI chromatin-remodeling complex ATPase ISW1 P38144 15.7 131 6.2 Acetyl 2 10.5 FALSE TRUE
365 | SSU72 YEAST g;q&golymerase [subunit A C-terminal domain phosphatase P53538 154 25 5.1 Acetyl 8 48 | FALSE | TRUE
366 CAPZA_YEAST | F-actin-capping protein subunit alpha P28495 153 30.7 52 6 52 TRUE FALSE
367 SYYC _YEAST Tyrosine--tRNA ligase, cytoplasmic P36421 15.1 44 8.6 Acetyl 4 2.5 TRUE FALSE
368 RAS1_YEAST Ras-like protein 1 P0O1119 15.0 343 52 8 3.1 TRUE | FALSE
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Anexo 3. Captura de pantalla del software Skyline donde se presenta la exploracion de la libreria local de péptidos DDA generada con los resultados de las

muestras L1 y Lcl (Anexo 2).

1.-. Lista de péptidos totales identificados. Cada entrada corresponde a un péptido identificado con su secuencia de aminoacidos y la carga asignada (indicada por

+, ++, +++, o ++++). Se puede hacer una bisqueda exploratoria dentro de la libreria, filtrando y buscando péptidos de interés.

2.-Se visualiza un espectro de MS/MS para un péptido seleccionado. Se observan iones tipo b (fragmentos que incluyen el extremo N-terminal del péptido) y
iones tipo y (fragmentos que incluyen el extremo C-terminal del péptido). Junto a cada pico se presenta el error de masa con respecto a su valor tedrico expresado

en partes por millon (ppm).

3.- Numero total de péptidos agregados a la libreria a partir de la muestra L1. Se aprecia un total de 2,272 péptidos los cuales se asocian con un espectro de

MS/MS, incluyendo iones (bi y yi) y tiempo de retencion.
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Anexo 4. Dos capturas de pantalla correspondientes al analisis comparativo protedmico entre levadura expuesta a selenio y un control no expuesto, basado en

experimento de marcaje metabdlico con °N y utilizando Skyline: Identificacion, cuantificacion y evaluacion de péptidos y proteinas de la Fraccion 4.

1.- Lista de péptidos: En esta seccion se encuentran los péptidos, asociados con sus proteinas correspondientes, seleccionados para el analisis con idotp mayor a
0.9. Incluye informacion detallada sobre los iones precursores, productos y sus transiciones, junto con los valores de intensidad, tiempo de retencion y

proporciones (light/heavy) en las réplicas analizadas.

2.- Ejemplo del cromatograma EIC para réplicas de uno de los péptidos. En este caso se muestra el péptido MSANISETTAMIDTATAPAEDIR , se comparan

intensidades de péptido ligero, cromatograma rojo, y péptido pesado, cromatograma azul.

3.- Se representa las proporciones entre las areas de los péptidos “light” y “heavy” en las réplicas analizadas (L1+H1, L1+H1 R2, etc.), esta relacion proporciona

una comparacion directa de la abundancia entra las condiciones analizadas.

4.- Grafico que muestra los tiempos de retencion del mismo péptido entre las diferentes réplicas, incluyendo fracciones “light” y “heavy” para verificar la

reproducibilidad del analisis.

5.- Se muestra el “document grid” de los resultados procesados, incluyendo nombre de proteinas, descripcion, y abundancia entre las diferentes muestras

analizadas. En la captura de pantalla se observa la proteina Piruvato quinasa (KPYK1 yeast) y su abundancia entre las diferentes muestras.

6.- Grafico de barras de fold-change comparando proteinas presentes en las muestras con exposicion a Se contra controles no expuestos, las barras representan la

magnitud del cambio para cada proteina.
7.- Espectro de MS/MS del péptido seleccionado MSANISETTAMIDTATAPAEDIR con carga 3.

8.- Valores de idotp para péptido seleccionado MSANISETTAMIDTATAPAEDIR con carga 3, comparando valores calculados para las diferentes réplicas
(proteinas con '*N).

9.- Comparacion de los tiempos de retencidn para ion precursor, [M+1], y [M+2] para péptido correspondiente entre diferentes tipos de replicas.
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Anexo 5. Acercamiento de la zona donde se observa el cambio de expresion de diferentes proteinas en levadura causadas por la presencia de selenio, en la grafica

se presenta “ log2 fold change” para evaluar la variaciéon en abundancia de las principales proteinas diferenciadas entre las condiciones establecidas. En la

izquierda, proteinas con un incremento en su expresion en respuesta a la exposicion a Se. Se detectan proteinas comomKPYK1, YNN4, ZPS1, ATPA, UGPI,

PDC5 y PDCI1 (enmarcadas en verde). Mientras que, en la derecha, se presentan proteinas cuya expresion disminuyo tras la exposicion a Se. Entre las proteinas

fectadas se encuentran HSP26, HSP74, ENO1 y ENO2, resaltadas en verde

mas a
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