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Resumen:

El objetivo de este trabajo de tesis es obtener nuevas evidencias del papel de 6xido de etileno (EtO)
como agente glicante mediante el andlisis de las modificaciones en la secuencia de aminodcidos de la
albimina (HSA) causadas por EtO, utilizando diversas técnicas de espectrometria de masas.
Inicialmente se disefiaron condiciones in vitro para llevar a cabo la modificacion estructural de cinco
aminodcidos (Cys, Lys, Arg, His y Met) por accién del EtO [1], para esto, se prepararon soluciones
individuales de los aminodcidos en tampdn de bicarbonato de amonio pH 7.8 y se incubaron a 37 °C
por 24 h con EtO en exceso molar de 5. En paralelo, se obtuvieron muestras control, repitiendo el
procedimiento sin agregar EtO. Todas mezclas de reaccién se analizaron por ESI-QTOF-MS en modo
positivo y negativo para adquirir los espectros de MS y MS/MS. Los datos obtenidos fueron abiertos
en DataAnalysis 4.1, donde se realiz6 la recalibracién y extraccién de las sefiales basadas en espectros
de MS y autoMS/MS. En base a andlisis de datos, se establecié como orden de susceptibilidad a la
hidroxietilacion: Cys > Met > His > Lys > Arg. Gracias a esta informacién se identificaron como
principales blancos de glicacién: el grupo tiol en Cys, e-amino en Lys, guanidino en Arg y a-amino
en His y Met. Puesto que los grupos a-amino estdn implicados en enlaces peptidicos, se descartaron
His y Met como posibles blancos de glicacion. Para llevar a cabo la modificacién de HSA por EtO,
se emplearon condiciones similares a las aplicadas en los aminodcidos, pero con excesos molares de
100 y 1000 de EtO, asi como un control. Para verificar si la modificacién ocurre bajo las condiciones
disefiadas, se obtuvieron los espectros de masas de HSA incubada con EtO y HSA control utilizando
el sistema MALDI-TOF-MS. Los resultados mostraron un incremento de masa correspondiente a un
par de grupos hidroxietilo (Am/z 90.1) para el exceso de 100, mientras que, para el exceso de 1000,
el incremento correspondié a la adicion de tres grupos hidroxietilo (Am/z 150.1). Después, se realiz6
el andlisis protedmico, para ello se realizé la hidrolisis enzimatica de la proteina y los péptidos
resultantes se analizaron en el sistema capHPLC-ESI-QTOF MS operando la fuente de ionizacién en
modo positivo. Los datos obtenidos se abrieron en DataAnalysis, donde se realizd la recalibracion y
desconvolucién de las sefiales de péptidos en base a espectros de MS y auto MS/MS. Las listas de
sefales generadas se exportaron a ProteinScape 3.1.3 (BrukerDaltonics), donde se determind nimero
de los péptidos totales en cada una de las muestras. En total, se encontraron 404 péptidos, de estos 19
fueron exclusivos de HSA control, 26 del exceso 1:100 de EtO y 74 del exceso 1:1000 de EtO, lo
cual confirma que EtO introduce modificaciones en HSA que aumentan conforme se incrementa su
concentracion. Se confirmo la identidad de la proteina usando la plataforma MASCOT, definiendo
las modificaciones variables permitidas, entre ellas, la adicién de un grupo etanoilo (hidroxietilo)
(Am = 44.0262) en residuos de Cys, Arg y Lys. Posteriormente se identificaron los péptidos y se
asignaron los residuos especificos donde ocurrié la hidroxietilacién. El amino4dcido mas susceptible
fue Cys, con 20 sitios de modificacion totales, siendo dos de HSA control, 12 de HSA expuesta a
cualquier exceso de EtO y, ademads, uno y cinco en HSA incubada con excesos molares de 100 y 1000
de EtO respectivamente. Al evaluar otras posibles modificaciones cuya diferencia de masa es cercana
a 44, se aseguré que la asignacién de las modificaciones por hidroxietilacién fuese la correcta.
Finalmente, se evalué el efecto de la modificacion por EtO en HS A respecto a su capacidad de unién
y transporte de fAirmacos, para esto se seleccion6 un antibiético (cloranfenicol), el cual se aplic6 en
tres diferentes excesos molares respecto a la proteina (43:1, 53:1, y 107:1). En todos los casos se
realiz6 la medicién de la fluorescencia nativa de la proteina, utilizando el sistema FIA-FLD. Para
HSA control, se observé que después de 24 h de exposicién al fairmaco, la intensidad de fluorescencia
disminuye conforme incrementa la concentracién del farmaco llegando hasta un decremento del
15.1% de fluorescencia (relaciéon molar 1:107), mientras que para HSA modificada con EtO, el
porcentaje de disminucién fue de 17.3% para la misma relacién, por lo cual, se propone que la
hidroxietilacion en HSA caus6 cambios en la estructura tridimensional de la proteina que favorecieron
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el acceso del cloranfenicol a los sitios de unién en albimina. Sin embargo, dichos efectos fueron
observados bajo condiciones especificas que podrian ser distintas al cambiar el tipo de farmaco o su
relacién molar con la proteina. En resumen, los resultados obtenidos en este trabajo confirmaron el
potencial del EtO para introducir las modificaciones en residuos de Cys, Lys y Arg de la HSA
mediante su hidroxietilacion y que dichas modificaciones tuvieron efecto sobre la capacidad de la
proteina para unir el farmaco cloranfenicol.

Palabras clave: Oxido de etileno (EtO), protedmica, ESI-QTOF-MS, DataAnalysis, MALDI-TOF-
MS, capHPLC - ESI-QTOF MS, ProteinScape, cisteina, HPLC, ChemStation.



Oxido de etileno como agente glicante- estudio analitico

1. Introduccién

1.1. Usos comerciales y efectos biologicos de 6xido de etileno
Oxido de etileno (EtO) es un compuesto epoxi, con férmula quimica H,COCH, y masa molar de
44.05 g mol! (Figura 1). Es un gas altamente soluble en agua, reactivo y téxico. A nivel industrial,
EtO es producido para la sintesis de etilenglicol y de algunos surfactantes, pero también es utilizado
para esterilizacion de utensilios médicos o de laboratorio y en preservacion de algunos productos
alimenticios [2].

/O\
=

\
H H

H-

Figura 1. Estructura del 6xido de etileno

La efectividad del EtO como biocida se sustenta en su afinidad a los grupos sulfhidrilo, amino,
hidroxilo y a los grupos carboxilicos presentes en biomoléculas, provocando adicién del grupo
hidroxietilo. De esta manera, se altera no solamente la estructura de proteinas, ADN, ARN o de
lipidos, pero sobre todo su funcionalidad. Debido a estos efectos toxicos, EtO ha sido utilizado para
eliminar microorganismos patégenos de semillas y/o especias [3].

Igual que en otros tipos de organismos, en humanos EtO forma aductos con biomoléculas, ejerciendo
de esta manera efectos téxicos. Como ejemplo, cabe mencionar que se ha relacionado la reaccién
anafilactica de pacientes en didlisis con la modificacién de albtimina sérica por EtO proveniente de
esterilizacion de instrumentos médicos [4]. La exposicién de humanos a EtO ha sido asociada con
diferentes enfermedades, entre ellas padecimientos cardiovasculares [5], diabetes mellitus [6] y
cancer [7, 8].

1.2.Fuentes enddgenas y exégenas de EtO en el organismo humano

Los humanos pueden estar expuestos a EtO exdgeno, en las siguientes situaciones: (i) exposicién
ocupacional en sitios de trabajo o exposicion crénica de poblacidn en cercania de plantas industriales,
(i) uso de utensilios médicos esterilizados con EtO; (iii) humo de cigarro; (iv) combustion de fésiles
u otras fuentes de emision; (v) agua y productos alimenticios tratados con EtO. Por otro lado, EtO es
producido en humanos in vivo a partir de etileno [9], el cual se genera en higado o puede provenir de
la actividad microbiana dentro de tracto digestivo [10]. En la Figura 2 y 3, se presentan
esquematicamente diferentes rutas endégenas y exdgenas relacionadas con etileno y 6xido de etileno
[10].

En cuanto a fuentes externas, cabe sefialar que EtO presente en aire entra ficilmente por los pulmones
para ser distribuido en el organismo con sangre y metabolizado al etilenglicol o en menor grado
formar conjugados con glutatién (GSH) [11]. Otras vias de acceso de EtO son por el contacto con la
piel y por absorcién en el tracto digestivo. Los dos tipos de metabolitos que se acaban de mencionar,
forman parte de rutas catabdlicas de detoxificacién; mientras que etilenglicol se convierte en el acido
oxalico para generar el di6xido de carbono, la conjugacién con GSH conduce a la formacién de S-(2-
hidroxietil)cisteina (También encontrado en la literatura como: S-(2-carboximetil)cisteina)) y N-
acetil-S-(2-hydroxietil)cisteina [12].



En la Figura 2 se muestra, que el etileno a menudo es un precursor de EtO generado in vivo; ademds,
se presentan esquematicamente las biomoléculas con las que EtO forma aductos o altera su estructura.
Estas reacciones se consideran responsables por efectos téxicos del EtO y en la misma Figura 2 se
incluyen posibles biomarcadores de exposicion [13].
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Figura 2. Rutas de formacién de potenciales biomarcadores de exposicién a EtO y tipos de muestra
analizados. (P450 - citocromo P450; Hgb - hemoglobina; EH — epéxido hidrolasa; GSH —
glutatiéon; GST — glutatidn transferasa; N7-HEG - N7-hidroxietil guanina)[13]
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Para limitar la exposicién de los humanos a EtO mediante ingesta de alimentos, la Agencia de
Proteccion Ambiental (USEPA) ha recomendado limitar su wuso estableciendo maximas
concentraciones permisibles de 7 mg kg™ y 940 mg kg ' para residuos de EtO y de su metabolito
clorhidrina de etileno (2-cloroetanol: HOCH,CH-Cl), respectivamente, en semillas y especies [14].

1.3. Procesos de glicaciéon
La glicacién es un proceso quimico espontaneo que comienza por la adicion de azucares reductores
y/o sus productos de degradacién a un grupo amino secundario o primario en proteinas [15], lipidos
y acidos nucleicos [16]. En el caso de proteinas, un grupo terminal amino reacciona con el grupo
carbonilo para formar una base de Schiff [17]. Si la reaccién sigue en curso, la base de Schiff sufre
un reordenamiento para formar un producto de Amadori, el cual después de una serie de reacciones
de oxidacidn, ciclizacién, deshidratacién y condensacién, da como resultado la formacién de un grupo
heterogéneo de compuestos quimicamente estables, referidos como productos finales de glicacién
avanzada (AGEs, por sus siglas en inglés) [18].
Los procesos de glicacién que ocurren dentro del organismo humano tienen un profundo efecto en la
estructura y funcionalidad de proteinas, sobre todo en el contexto de enfermedades crénico-
degenerativas, tales como diabetes mellitus tipo 2. Por otro lado, los procesos de glicacién ocurren
también durante la elaboracién de alimentos, donde se generan diferentes tipos de compuestos, entre
ellos los AGEs. Cabe mencionar que los procesos de glicaciéon fueron primeramente estudiados y
descritos por Louis Maillard [19] y por ello, de manera muy generalizada se definen como reaccién
Maillard. Tal como acaba de mencionarse, los AGEs no son los tinicos productos de esta reaccion.
De hecho, algunos otros productos, tales como melanoidinas, aldehidos, compuestos furanicos,
derivados de pirazina, etc. mejoran propiedades sensoriales a los alimentos [20].
La formacién de AGEs en alimentos y en sistemas bioldgicos es de gran interés porque los AGEs se
han asociado con efectos pro-inflamatorios y pro-oxidativos, especialmente en la diabetes e
insuficiencia renal [21]. La N*-(carboximetil)lisina (CML) es uno de los AGEs que comiinmente se
emplea como biomarcador de procesos de glicacion. Para fines del andlisis cuantitativo, CML se
puede sintetizar a partir de lisina quimicamente protegida en nitrégeno alfa para que el grupo amino
épsilon reaccione con el grupo carbonilo por ejemplo de glioxal (GO); terminando la reaccidn, la
desproteccion se logra mediante la hidrolisis 4cida [22]. En condiciones in vivo o en alimentos, CML
puede formarse a partir de diferentes biomoléculas y glioxal como agente glicante.
La primera proteina glicada en ser descrita, fue la HbA1C (hemoglobina glicosilada), en 1955 por
Kunkel y Wallenius, lo cual increment? el interés en estudio de los procesos de glicacién in vivo en
el cuerpo humano [23].
Dentro del grupo de azucares reductores, la glucosa es un agente glicante débil a comparacién de los
compuestos alfa-dicarbonil, como el glioxal (GO), metiglioxal (MGO) y la 3-deoxiglucosona (3-DG)
[24], los cuales son precursores, intermediarios y propagadores de los AGEs y pueden ser formados
de manera endégena [25]. En particular, MGO se genera como producto secundario en diversas rutas
metabdlicas [26], o por la descomposicién espontanea de las triosas fosfato, autooxidacién de
carbohidratos, degradacién de glucosa o la peroxidacién de lipidos [27]. Normalmente la tasa de
formacion de MGO es de 120 pmol por dia, pero algunos estudios demuestran que su formacién
durante la diabetes incrementa hasta 5 o 6 veces [28] actuando como agente glicante de las proteinas
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y 4cidos nucleicos [29]. Cabe mencionar que el MGO en proteinas causa la formacién directa de
AGES en los residuos de arginina, lisina y cisteina [30].

En el caso del glioxal, de forma enddgena se genera por la autooxidacién de carbohidratos y
ascorbato, degradacién de proteinas glicadas y la peroxidacién de lipidos [31], también puede ser
generado directamente a partir de la glucosa mediante la condensacién retroaldol e indirectamente
por la autooxidacién del intermediario glicoaldehido. El proceso de autooxidacién se ve favorecido
por la presencia de trazas de iones metélicos (Fe(II) y Cu(Il)) en solucién [32]. Otra forma en la cual
la glucosa se puede transformar en glioxal es mediante un intermediario del tipo base de Schiff [25].
Manini y colaboradores demostraron que el glioxal puede ser formado por otros carbohidratos como
la galactosa, frustosa, ribosa, arabinosa, ribulosa, gliceraldehido, adenosina, manitol y glicerol [33].

La 3-deoxiglucosona (3-DG), es sintetizada mediante la reaccién de Maillard y también se ha
reportado como un producto de la hidrolisis de la fructosa-3-fosfato, siendo este compuesto producido
enzimaticamente a partir de la fructosa, lo cual sugiere que la formacién de la 3-GD ocurre in vivo
mediante la ruta del poliol [34].

También se ha propuesto que el humo de cigarro favorece la formacion de AGEs dentro del organismo
[35]. Cerami y colaboradores, evaluaron la formacién de AGEs utilizando el humo de cigarro
directamente ademas de los extractos acuosos de hojas de tabaco. Como resultado, se aislaron
glicotoxinas de dichos extractos. Asi mismo se demostré el efecto de glicotoxinas aisladas en la
promocién de formacién de los AGEs in vivo e in vitro. Se ha demostrado también que el humo de
cigarro es 10 veces menos activo en la formacion de AGEs a comparacidn de los extractos acuosos
de hojas de tabaco. Las glicotoxinas del humo de cigarro al llegar a los alveolos pulmonares pueden
pasar al torrente sanguineo y, al reaccionar con grupos amino libres de biomoléculas, contribuyen en
la formacion de AGEs [36].

Como ya se ha mencionado antes, el EtO es considerado como agente glicante, debido a que reacciona
con los grupos amino de proteinas; ademads, se ha mostrado su reactividad con grupo -SH en metionina
o cisteina y con grupos carboxilicos. De manera general, la modificacién consiste de hidroxi etilacion,
en la cual los grupos carboxilo reaccionan mds facilmente con compuestos epoxi cuando se
encuentran disociados, mientras que, en el caso de las aminas la reaccion se ve mas favorecida cuando
se encuentran en su forma neutra [37].

1.4.Modificacion de biomoléculas por EtO

Aminoacidos

El 6xido de etileno es capaz de reaccionar con los grupos amino primarios, sulfhidrilo, hidroxilo y
carboxilo de las proteinas, llegindose a observar la reaccién de este compuesto con histidina,
metionina, lisina [38], cisteina y tirosina [39]. Inicialmente, se llevé la reaccidn del 6xido de etileno
en soluciones acuosas de aminoacidos y en el caso particular de la histidina, se utiliz6 la proteina
intacta como modelo de estudio. En este estudio se demostr6 que los d&tomos de nitrégeno del anillo
de imidazol en la histidina y el 4tomo de azufre de la metionina o cisteina, bajo condiciones suaves
de reaccion sufren de una hidroxietilacion en presencia de 6xido de etileno, formandose el ion 1,3-
bis-(hidroxietil)imidazolio, a partir del grupo imidazol y S-(2-hidroxietil)-N-acetil-metionina
mediante reaccién con la N-acetil-metionina [38]. En albimina, la hidroxietilacién de los grupos
reactivos en aminodcidos depende del pH de la reaccién. En el caso de los grupos amino reactivos de
la histidina, lisina, tirosina y arginina, se observé un elevado rendimiento de reaccién a valores de pH
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iguales o0 mayores a sus respectivos pK. En tanto, los residuos de cisteina y metionina reaccionan con
mayor facilidad cuando el pH es mayor a 7 y 3, respectivamente [39].

Cabe mencionar que los estudios que se acaban de mencionar fueron publicados hace mis de 50 afios,
por lo que las herramientas analiticas fueron cromatografia en capa delgada, cromatografia semi-
preparativa, electroforesis, entre otros. Hoy en dia, al contar con sistemas cromatograficos muy
potentes y con espectrometria de masas de alta resolucidn, es posible obtener evidencias directas
sobre identidad de los productos de hidroxietilaciéon de amino4cidos libres y de las proteinas.

Glutation

Se ha reportado que glutatién, forma conjugados con EtO. Los metabolitos de dicha modificacién
presentes en orina es el 4cido mercaptirico, el cual tiene estructura de N-acetilcisteina sustituida en
el 4tomo de azufre con el grupo hidroxietil [40]. Puesto que el glutatién es el blanco de varios
compuestos electrofilicos, en orina se pueden encontrar diferentes 4cidos mercapturicos; para su
determinacion se han propuesto procedimientos basados en HPLC-ESI-MS/MS [41, 42].

La hidroxietilacion del glutation (HSEG) es un proceso no deseable ya que disminuye su poder
antioxidante y de esta manera favorece la formacién de especies reactivas de oxigeno y aumento de
estrés oxidativo [43]. En animales de laboratorio expuestos a 6xido de etileno, se observé una
disminucién significante de glutation citosdlico en paralelo al aumento de peroxidacién de lipidos en
higado de ratas [44]. El metabolismo del 6xido de etileno se lleva a cabo por conjugacién mediante
la enzima glutatién S-transferasa (GST) T1 obteniendo como productos de reaccion HSEG y N-acetil-
S-(2-hidroxietil)-L-cisteina. Otra posible ruta de detoxificacion de éxido de etileno es mediante la
formacion de etilenglicol gracias a la epoxihidrolasa [45].

Proteinas

Para referirse al estudio de aductos de proteinas con diferentes agentes quimicos, a menudo se utiliza
el término “aductémica” [46]. Como en otras ciencias émicas, los andlisis pueden tener caracter
dirigido a la deteccidn/cuantificacién de ciertas modificaciones conocidas, o pueden tener caracter
no-dirigido [47].

En cuanto a las modificaciones conocidas, algunas pueden ser utilizadas como biomarcadores de
exposicién a un xenobidtico y del riesgo relacionado con dicha exposicion. Cabe mencionar que
hemoglobina tiene relativamente larga vida (aprox. 3 meses) y que es un blanco de agentes glicantes.
Cuando el agente glicante es glucosa (u otro azucar reductor), la mds abundante forma de
hemoglobina glicosilada es la HbAlc y su concentracién en la sangre refleja el estatus de glucemia
de las ultimas 6-8 semanas. La determinacion de HbA1c se realiza mediante diversas técnicas, como
HPLC, inmuno-aglutinacién o electroforesis, siendo el método de rutina para el control de diabetes y
sus complicaciones un sistema automatizado en base a cromatografia de intercambio i6nico [48].
Cabe sefialar que niveles <7 % son indicativos de un buen metabolismo de glucosa o un buen control
de pacientes diabéticos. En el caso de EtO, la modificacién mejor caracterizada de hemoglobina es la
hidroxietilacion de la N-terminal valina; de hecho la hidroxietil valina (HEV) se utiliza como
biomarcador de la exposicion a EtO a largo plazo (aprox. 3 meses) [49]. La sangre tiene composicion
quimica muy compleja, por lo que en el primer paso de determinaciéon de HEV se separa la
hemoglobina y posteriormente se libera N-terminal valina por el método de Edman. Cabe sefialar que
este método ha sido modificado para integrar en un solo paso la liberacion y la derivatizaciéon de
aminoacido N-terminal con pentafluorofenil isocianato para su determinacién por cromatografia de
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gases con deteccién FID, ECD [50] o por espectrometria de masas [51]. Recientemente, se ha
reportado el método de determinacion, basado en cromatografia de liquidos — espectrometria de masas
en tdndem [52]. Varios autores observaron baja reproducibilidad de los resultados obtenidos mediante
liberacién de HEV por método de Edman; para resolver el recurrente problema, se ha propuesto llevar
a cabo la hidrdlisis completa de hemoglobina con HCI 9M (viales cerrados, 100 °C, 16 h), seguida
por evaporacién del dcido y reconstitucién en metanol. Para la determinaciéon de HEV en el
hidrolizado, se propuso un procedimiento HPLC-ESI-MS/MS con monitoreo de reacciones multiples
(transicién m/z 162.1125—116.107) [53]. En la Figura 4, se presentan esquemadticamente los dos
procedimientos de tratamiento de hemoglobina que se acaban de mencionar [53]. Cabe sefialar que la
liberacién de aminodcidos en hidrdlisis 4cida abre la posibilidad de identificar/caracterizar
estructuralmente todas modificaciones causadas por EtO, utilizando herramientas de separacién
cromatogréfica y espectrometria de masas.

HaN [EEEETTEEETH ) )
2 N-terminal Val in globin
EO gl

HO _~ i LTI
HEV in globin

s o}
H///
PR A P
I /AED AI\
Fe
4

HO\./'\N [EEELETTEET Ho\/\N:g/OH
o)

s © HEV
X \
7 By
Fs HO._~N""z0
S/)-—N
7\
D
Ff
HE-PFPTH

Figura 4. Esquema de procedimientos de Edman modificado (MED) y de hidrdlisis acida (AH), como
preparacion de hemoglobina para la determinacién de HEV [53].

En estudios clinicos existe una preferencia de realizar pruebas en orina, debido a que esta muestra es
facil de obtener y presenta mas simple composicién quimica comparando con sangre o suero. En este
contexto, se ha considerado N-(2-hydroxietil)-L-valil-L-leucina (HEVL) como un posible
biomarcador de la exposiciéon a EtO. Dicho dipéptido es el producto de degradacién natural de
hemoglobina excretado en orina y ha sido determinado mediante HPLC-ESI-MS/MS con transicién
m/z 275.1965—116.1070 [54].

En el caso de estudios exploratorios, donde el objetivo es caracterizar las modificaciones de proteinas
de manera mds completa posible, a menudo se utilizan simples sistemas in vitro, en los cuales una
proteina de interés es incubada con el compuesto estudiado para producir aductos. Tal era el caso de
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modificacién de albimina de suero humano por metilglioxal, realizada en nuestro grupo de
investigacion [55].

Para identificar/anotar las modificaciones, el esquema de andlisis tipicamente consiste en: (i)
hidrdlisis de la proteina; (ii) separaciéon de péptidos por electroforesis en gel o por cromatografia de
liquidos acoplada con espectrometria de masas de alta resolucién; (iii) andlisis de datos. La tdltima
parte es especialmente desafiante; es necesario definir posibles/esperados aductos, calcular masas
exactas correspondientes e incluirlas en los pardmetros de buisqueda de péptidos. La anotacién de
modificaciones se realiza en base a los tiempos de retencién, masas exactas y espectros de
fragmentacion de péptidos. Finalmente, se procede con la cuantificacion relativa de péptidos
modificados respecto los encontrados en la proteina control, no-modificada. En el caso de EtO, se
han estudiado aductos con hemoglobina, albimina [56, 57] y algunas proteinas terapéuticas [57, 58].
En los trabajos citados principalmente se encontrd la hidroxietilacién en metionina y cisteina (Figura
).
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Figura 5. Secuenciacion de novo de un péptido de la proteina terapéutica, modificado por EtO en
metionina (izquierda) y esquema de reaccién correspondiente (derecha) [58].

ADN

Se han reportado evidencias experimentales del aducto de EtO con guanina en ADN (N7-HEG);
aunque este compuesto se forma también a partir de otros xenobiéticos, por ejemplo acrilamida [11,
59]. La interaccién del 6xido de etileno con el ADN también puede dar lugar a la formacién de otros
aductos como el O°-(2-hidroxietil)guanina (O6-HEG) y N3-(2-hidroxietil)adenina (N3-HEA) en
menores cantidades a comparacién del N7-HEG (0.5 y 4.4% respecto al total de N7-HEG) [60]. Es
de esperarse que el o6xido de etileno reaccione preferentemente con los dtomos de nitrégeno
endociclicos y nucleofilicos del ADN a comparacién de los dtomos de oxigeno exociclicos con
caracter poco nucleofilico [61].

Acidos grasos de cadena larga

La producciéon de detergentes no idnicos y algunos agentes surfactantes puede ser llevada a cabo
mediante la reaccién del 6xido de etileno con algunos 4cidos grasos de cadena larga como acido
laurico o estedrico en presencia de un catalizador alcalino [62]. En esta reaccién se observa
unicamente la formacion de monoésteres, a diferencia de la reaccion de esterificacion, en donde se
observa también la formacién de diésteres [63]. Cuando el 6xido de etileno reacciona con acidos
grasos de mayor tamafio, los productos son agentes surfactantes no i6nicos solubles en agua del tipo
éster, aunque también se observan cantidades apreciables de glicoles, monoésteres y diésteres. Siendo
los compuestos del tipo monoéster esperados debido a sus propiedades como agente surfactante y
detergente [64].
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1.5. Albtiimina como proteina modelo para estudiar procesos de glicacion

Albimina es una globulina y proteina abundante en sistema circulatorio. Entre sus multiples
funciones, hay que resaltar la capacidad de unir y transportar diferentes agentes quimicos tanto
formados in vivo como exdgenos [65]. Los aductos de albimina con xenobidticos han sido estudiados
extensivamente, utilizando diferentes esquemas de hidrolisis y de andlisis instrumental [46, 55].
Debido a su largo tiempo de vida, comparado con otras proteinas (alrededor de 21 dias), su alta
concentracién (normalmente se encuentra entre 35 a 50 g/L), y a su configuracién estructural (55%
de configuracion a-helice y 16% en configuracion B), la albimina sérica es una proteina plasmatica
muy susceptible a los procesos de glicacién [26, 65]. Se han descrito modificaciones por glicacién
en los residuos de Arg, Lys, Cys, His [66, 67]. En estudios realizados in vivo, se ha encontrado que
el residuo Lys25 es un sitio principal donde se lleva a cabo un 30% del proceso de glicacion [68], el
residuo Lys99 también es un importante sitio de glicacién, pero su participacién total en el proceso
de glicacion es baja [26]. En estudios in vitro de glicacidn, se identificaron algunos sitios de glicacién
de arginina (Arg98, 160, 197,472 y 521) [69] y en seroalbimina humana, se ha identificado el residuo
Lys525 como un sitio predominante de glicacion en la superficie de la proteina [68, 70, 71].

En base a las caracteristicas anteriormente descritas, la albimina suele ser utilizada como proteina
modelo en estudios de procesos de glicacién, utilizando agentes glicantes como glucosa, fructosa,
galactosa, ribosa o gliceraldehido [72], metilglioxal en presencia de micronutrientes (acido ascérbico,
trolox, 4cido félico, niacina, piridoxina, zinc, hierro, manganeso y selenio) [73]. También se ha
estudiado que los glucurénidos de acilo pueden inducir a la glicacién de albimina [74] de manera
similar como lo hacen azucares reductores glucosa y fructosa [75]. Grigoryan y colaboradores
centraron su estudio en la formacién de aductos de EtO en Cys-34 después de la tripsinolisis de
albimina de suero humano [76]. Cabe senalar que la posicién de Cys-34 corresponde a uno de puentes
de disulfuro en esta proteina localizado en su superficie y por eso el blanco importante de agentes
electrofilicos. En base a los datos LC-MS y MS/MS, se encontraron péptidos que contenian Cys-34,
se obtuvieron masas exactas de posibles aductos y, mediante el andlisis cuantitativo, se evalu6 la
eficacia de modificacion. [76]. En este trabajo, se obtuvo albtimina a partir de suero o plasma
sanguinea humana. Para ello, se tomaron 5 pL la muestra, se agregdé 60 pL de metanol 50% v/v para
precipitar otras proteinas que no correspondieron a albimina y el precipitado se elimind por
centrifugacion. Se procedié con tripsinolisis de albimina purificada (sobrenadante) utilizando la
relacién molar tripsina:proteina aproximadamente de 1:10. Posteriormente se agregé acido férmico
para precipitar tripsina y agregados de proteina. La muestra se diluy6 con la fase mdvil inicial
agregando el estdndar interno, el cual fue el aducto del péptido T3 con iodoacetamida. Cabe aclarar
que el residuo Cys-34 se encuentra localizado en el péptido T3 (“LVNEVTEFAK?) el cual es
relativamente neutral y poco susceptible a las modificaciones postraduccionales, ademds de presentar
una ionizacidn eficiente formando ion de doble carga (m/z 575.3111). Es por ello, que para el estudio
de la formacién de aductos en el residuo Cys-34, como estdndar interno se obtuvo y se utilizé el
péptido T3 modificado con iodoacetamida. El andlisis se realiz6 por cromatografia de liquidos en
escala nano y espectrometria de masas de alta resolucién [77]. El andlisis de datos generados en
estudios de aductomica es desafiante, puesto que es necesario conocer la identidad de posibles
modificaciones y calcular la diferencia de masa correspondiente a la formacién de dichos aductos en
sitios especificos. En estudio de Gregoryan y colaboradores, los iones fueron asignados como aductos
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del residuo Cys-34 si correspondieron a los cambios en el péptido T3. Como resultado de este trabajo,
se pudieron estimar las concentraciones del aducto en Cys-34 en pmol/mg de albimina [77].

En otro estudio se evalud la formacién de aductos en albiimina de uso terapéutico, durante su contacto
con jeringas esterilizadas con 6xido de etileno [57]. Especificamente, se examiné el efecto de
diferentes métodos de esterilizacién, incluyendo el uso de EtO, sobre la estructura de albimina
envasada en jeringas. La cantidad del 6xido de etileno en jeringas inmediatamente después de
esterilizacién fue de 5 x 10 mol, mientras que en las jeringas almacenadas por 12 dias fue de 1.2 x
10 mol. En cada jeringa, la cantidad de albiimina fue de 3 x 10™® mol, lo que significa que el 6xido
de etileno se encontré todo el tiempo en un exceso molar respecto a proteina pudiendo ocasionar su
modificacién quimica. A pesar de que la cantidad de EtO residual era de 220 pg por jeringa (5 x 10°
mol), es decir muy inferior al valor de 4000 pg/jeringa establecida por la norma ISO 10993-7, el
andlisis LC-HRMS de digeridos tripticos de albimina mostré hidroxietilacién en Cys y Met. El
enfoque especifico del estudio era en residuos Cys-34 y Met-329. Como ya se ha mencionado, el Cys-
34 es susceptible al ataque de agentes electrofilicos; Met-329 también tiende a formar aductos ya que
se encuentra entre los dominios 1 y 2 - en la zona donde ocurre el plegamiento de la albtimina y por
lo tanto esta metionina se encuentra expuesta en la superficie de la proteina [78]. El grado de
modificaciones encontrado en estos dos residuos era de aprox. 45% en albiimina almacenada 2
semanas en jeringa tratada con EtO. [79].

En el contexto del uso de EtO para esterilizacion de envases utilizados para albtimina, se ha sugerido
que la modificacién de dicha proteina puede ser la causa de una reaccién anafilactica en didlisis,
debido a la actividad antigénica de albimina modificada por EtO [80].

En la Tabla 1, se resume brevemente algunos otros ejemplos de estudios sobre modificaciones
quimicas de albiimina por agentes glicantes in vitro.

Tabla 1. Algunos ejemplos de estudios enfocados en la modificacién de albimina in vitro.

salina 0.09%

MGO y GA PBS pH 7.4, con adicién de Filtracién con MGO y HSA-GA
NaN3 0.02%. Milipore 0.22 pm- por
Incubacién: 7 dias para HSA- HPLC, detector de Espectrofotometria
MGO-Zn(Il) y 15 dias para matriz de diodos de UV/Vis y por
HSA-GA-Zn(ID), 37 °C. alta sensibilidad. espectrofluorimetria
Didlisis 5 h con agua ; Determinacion de
desionizada seguido de solucién aductos HSA-MGO-

Zn(I) y HSA-GA-
Zn(Il) por HPLC-

Objetivo Sistema in vitro Tratamiento de Herramientas de ref
muestra andlisis

Efecto de Cu(Il) 450 mmol/L HSA, 50 mmol/L Tripsinolisis capHPLC-ESI- [55]
en glicacion de MGO en 100 mmol/L HEPES QTOF-MS
albimina por con adicion de NaNs, pH 7.2; se
MGO agregaron diferentes

concentraciones de Cu(Il).

Incubacion: 7 dias, 37 °C.

Purificacién mediante

precipitacion en acetona frio.
Efecto del Zn (II) 35 mg/mL HSA incubado con Dilucién- Efecto del Zn(II) [81]
en glicacion de 30 mmol/L MGO o GA 'y Zn Espectrometria UV, sobre la formacién
albimina por (I) 1 pmol/L 0 100 pmol/L en fluorimetria. de aductos de HSA-
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DAD; AGES por
MALDI-TOF MS

Glicacion por 0.09 mmol/L BSA, 1 mmol/L Sin tratamiento Espectrofluorimetria | [82]
acido ascérbico AAsc en 0.1 mmol/L PBS, pH para AGE:s totales.
(AAsc) y efecto 7.4, 1 mmol/L NaNG. EPR para evaluar la
de antioxidantes o | Incubacion: 6 dias a 37 °C con presencia de
pro-oxidantes en 0.05, 0.1, 0.2, 0.1 y 1 mmol/L radicales libres
dicha nitroxidos (TEMPO), oxidantes
modificacién 0.1 mmol/L H202, 5 mmol/L
AAPH y 1 mmol/L FeCls,
antioxidantes 1 mM:
Captrocril, tiron y trolox;
agentes quelantes (EDTA,
EGTA, DTPA, NTA); 4cidos
organicos (acido 1-ciano-4-
hidroxinamico, acido 4-
hidroxinamico); polifenoles
(acido cafeico, acido elagico,
acido fertilico, dcido gélico y
galato de propilo).
Glicacién de BSA | 50 mg/mL BSA, con diferentes Sin tratamiento Productos de [83]
por glucosa concentraciones de glucosa en Amadori por
PBS, pH 7.4, esterilizacién cromatografia de
usando filtros 0.2 pmol/L. afinidad a boronatos;
Incubacién: 37 °C por 50 dias. Glicacién de BSA
Purificacion de BSA por didlisis por electroforesis en
inversa con PBS. gel sin SDS;
Determinacién de
grupos Tiol por
método de Ellman;
Medicién de
reflectancia por
espectroscopia FTIR
Rol del Zn con 5 porciones de BSA (10 Digestién con HNOs | AGES por [84]
AAscy AF mg/mL) con 0.5 mmol/L para la determinacién | Espectrofluorimetria;
durante la glucosa, a 3 se les agregd 375 de Zn. Grupos carbonilo por
glicacion de pmol/L Zn, 400 umol/L AAsc o | Otros andlisis — sin espectrofotometria
albimina con 270 umol/L AF, a los 2 sets digerir BSA UV/Vis, previa
glucosa restantes Zn+AAsc y Zn+AF, derivatizacién con
esterilizacion usando filtros 0.2 2,4-
0.2 pmol/L. dinitrofenilhidrazina;
Incubacion: 37 °C por 150 dias. Zn por AAS; Grupos
Purificacion por didlisis. Tiol por método de
Ellman
Modificacién 0.05 mM BSA en 10 mM PBS, | Solubilizacién con 8 Grupos carbonilo por | [85]

estructural e
identificacion de
productos de
oxidacién en BSA
mediante la
oxidacién
catalizada por
metal.

0.05 mM FeCl/EDTA, 0.1
mmol/L H202 (Ox_2) 0 0.25
mmol/L FeCI.,/EDTA, 0.5
mmol/L H202 (Ox_10).
Incubacién: 37 °C por 0.5-24 h.
Acidificacion con 1% TFA'y
congelamiento con N liquido.

M urea, tratamiento
con SDS, Tris,
glicerol y 2-
mercaptoetanol.
Tripsinolisis

espectrofotometria
UV/Vis, previa
derivatizacién con
2,4-
dinitrofenilhidrazina;
Modificacién de
BSA:

electroforesis en gel
y tripsinolisis
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seguida por
capHPLC de fase
inversa y coleccién
de fracciones para su
andlisis por MALDI-
TOF MS

Abreviaciones:

MGO: Metilglioxal; HSA: Seroalbimina humana; HEPES: Acido 4-(2-hidroxietil)piperazin-1-
iletanosulfénico; capHPLC-ESI-QTOF-MS: Cromatografia capilar de liquidos de alta eficacia con
ionizacién por electronebulizacion con analizador de masas tiempo de vuelo cuadrupolo acoplado a
espectrometria de masas; GA: Gliceraldehido; HPLC: Cromatografia de liquidos de alta resolucion;
DAD: detector espectrofotométrico de arreglo de diodos; AGES: Productos finales de glicacion
avanzada; MALDI-TOF MS: Desorcion/ionizacion laser asistida por matriz con — espectrometria de
masas con analizador de tiempo de vuelo; BSA: Seroalbimina bovina; PBS: Tampdn salino de
fosfatos; EDTA: Acido etilendiaminotetraacético, EGTA: Etilenglicol-bis(B-aminoetil éter)-N-N-
N’-N"-acido tetraacético; DTPA: Pentaacetato de dietilentriamina; NTA: Acido nitrilotriacético;
FTIR: Espectroscopia infrarroja por transformada de Fourier; AAsc: Acido ascérbico; AF: Acido
félico. EPR: Espectroscopia de resonancia paramagnética de electrones

En base a la revision bibliogréfica realizada, en el presente trabajo de tesis se propone estudiar la
actividad glicante del 6xido de etileno en disolucién (a concentraciones variadas) sobre la albimina
de origen humano a un pH fisiol6gico, empleando un tiempo de incubacién de 24 horas a 37 °C. De
forma paralela, se evaluara el efecto del 6xido de etileno sobre la estructura de algunos aminoacidos
en disolucién como lisina, cisteina, glicina, metionina e histidina, los cuales han demostrado tener
reactividad con el 6xido de etileno en la estructura de la albumina [38, 39]. Para conocer las
modificaciones provocadas por EtO en la estructura de albimina, se realizard un andlisis proteémico
utilizando diversas técnicas instrumentales como MALDI-TOF MS y capLC-ESI-QTOFMS, asi
como diferentes herramientas de andlisis de datos como ProteinScape, DataAnalysis y ChemStation.
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2. Objetivo general
2.1. Objetivos general

Obtener nuevas evidencias de la actividad glicante de 6xido de etileno, mediante el andlisis de

modificaciones de aminodcidos de una globulina por diferentes técnicas de espectrometria de masas.

2.2.Objetivos especificos
1. Disefiar las condiciones de glicacidn in vitro de albimina de suero humano y de seleccionados

aminodcidos con el 6xido de etileno y obtener productos modificados.

2. Caracterizar modificaciones de los aminodcidos causadas por EtO, mediante el andlisis

comparativo de aminodcidos incubados con el agente glicante y los controles no expuestos a EtO

por espectrometria de masas de alta resolucion (ESI-QTOF-MS y MS/MS)

3. Caracterizar las modificaciones en la secuencia de aminoacidos en albimina, realizando el

andlisis proteémico de muestras de proteina incubada con EtO y de proteina control.

4. Evaluar la capacidad de interaccion de la proteina modificada con algunos agentes terapéuticos

(caso de cloranfenicol)

3. Parte experimental

3.1.Instrumentacion

Espectrémetro de masas Maxis Impact con ionizacién por electronebulizacion y separador

de masas de cuadrupolo y tiempo de vuelo (ESI-QTOF-MS) de Bruker Daltonics

Cromatdgrafo de liquidos de alta resolucién modelo LC ultimate RLSCnano 3000 de Dionex

Thermo Scientific.

Espectrometro de masas con sistema de desorcién/ionizacion laser asistida por matriz
equipado con l4ser smartbeam-II y analizador de masas de tiempo de vuelo a 10 Hz modelo

Autoflex Speed de Bruker Daltonics (MALDI-TOF MS).

Cromatégrafo de liquidos de alta resolucién modelo 1200 de Agilent Technologies equipado
con automuestreador, detector espectrofotométrico de arreglo de diodos y fluorimetrico

(HPLC-DAD, HPL-FLD, respectivamente).
Purificador de agua Milli-Q Labconco.

Bafo Maria Fanem LTDA.

Centrifuga Legend Micro 17, Thermo Scientific
Micropipetas de 1000 pL, 200 uL, 20 uL, y 10 pL.

3.2.Reactivos

Oxido de etileno (EtO), 50mg/mL en metanol (Supelco)
Agua desionizada.

Metanol grado LC-MS (Sigma)

Acetonitrilo (Sigma)

Ditiotreitol (DTT)

Iodoacetamida (IAM)

Acido clorhidrico

Tripsina

Acido férmico
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Acido a-ciano-3, 4-hidroxicinamico (HCCA)
Bicarbonato de amonio (Sigma)
Albtimina de suero humano (Sigma)
Arginina (Sigma)

Cistefna (Sigma)

Lisina (Sigma)

Metionina (Sigma)

Histidina (Sigma)

Cloruro de sodio

Cloranfenicol

Formiato de amonio

. Analisis de datos y analisis estadistico

Data Analysis V4.1 (Bruker Daltonics)
ProteinScape V3.1 (Bruker Daltoniks)
Mascot

ChemStation (Agilent Technologies)
ChemSketch Freeware (ACD/Labs)
Pégina en linea: cfmid.wishaerlab.com
Pagina en linea: uniprot.org

Pé4gina en linea: unimod.org

Paqueteria Office 365 (Microsoft Excel, Power Point, Word)
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4. Resultados y discusion

4.1 Modificacion de aminoacidos libres y de albiimina de suero humano con 6xido de etileno
en condiciones in vitro.

Se seleccionaron cinco aminodcidos susceptibles a procesos de glicacion y de hidroxietilacion; estos
fueron lisina, histidina, arginina, metionina y cisteina. Se prepararon las soluciones de cada uno de
ellos con el exceso molar de EtO 5:1. En paralelo, se obtuvieron soluciones control, con la misma
concentraciéon del aminodcido, pero sin agregar EtO. Cabe mencionar que el producto Supelco
utilizado en este estudio contenia 50 mg EtO en un mL de metanol, por lo que a las soluciones control
se agregd este solvente en la misma proporcién que se tuvo en las soluciones expuestas a EtO. Para
asegurar las condiciones similares a las fisioldgicas, a todas soluciones se adiciond el tampén de
bicarbonato de amonio 50 mM, pH 7.8. Para lograr la modificacién de aminoédcidos, todas las
soluciones fueron incubadas a 37 °C durante 24 h. En la Tabla 2 se especifica el proceso de
preparacion de las soluciones, su anotacién y la composicién final.

Tabla 2. Preparacién y composiciéon de las soluciones de aminodcidos individuales para su
incubacién in vitro con 6xido de etileno (EtO), los volimenes se presentan en microlitros; las
muestras incluyen aminoédcidos control incubados sin EtO (Met-9, Cys-12, His-15, Arg-18 y Lys-21)
y aminodcidos incubados con exceso molar de EtO en relacién 1:5 (Met-10, 11, His-16, 17, Arg-19,
20y Lys-22, 23).

Exceso EtO:Aminoécido 5:1
arsn(l?illi)céigircli(()jello Tampodn, Metanol:Tamp6n “ELO en tampdn Composicion
Muestra Aminoacido pon. PN P (56.7 mmol/L; (Volumen Final
mmol/L en uL 1:20, uL 2.50 mg/mL), pL 1000uL)
tamp6n, uL ' ¢ o "
Cf =5.0 mmol/L;
9 500 60 440 0.0 Met
0.75 mg/mL
Cf =5.0 mmol/L;
Met 0.75 m/mL
.75 mg/m
10,11 500 60 0.0 440 Cf =25 mmol/L;
1.10 mg/mL
Cf =5.0 mmol/L;
12 500 60 440 0.0 Cys
0.61 mg/mL
Cf =5.0 mmol/L;
Cys 0.61 me/mL.
.61 mg/m
13,14 500 60 0.0 440 Cf =25 mmol/L;
1.10 mg/mL
Cf =5.0 mmol/L;
15 500 60 440 0.0 His
0.78 mg/mL
. Cf =5.0 mmol/L;
His 0.78 me/ml.
.78 mg/m
16,17 500 60 0.0 440 Cf =25 mmol/L;
1.10 mg/mL
Cf =5.0 mmol/L;
18 500 60 440 0.0 Arg
0.87 mg/mL
Arg Cf =5.0 mmol/L;
19,20 500 60 0.0 440 Arg
0.87 mg/mL
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Cf =25 mmol/L;
EO

1.10 mg/mL

Cf =5.0 mmol/L;
Lys

0.73 mg/mL
CfL = 5.0 mmol/L;

0.73 mg/mL
Cf =25 mmol/L;
E0

1.10 mg/mL

21 500 60 440 0.0

Lys
22,23 500 60 0.0 440

El objetivo de esta primera parte del trabajo ha sido examinar si las condiciones in vitro propuestas
permitan hidroxietilacién de los cinco aminodcidos, ademds de obtener la evidencia directa de dicha
modificaciéon mediante el andlisis por espectrometria de masas de alta resolucién y en base a espectros
de fragmentacion de iones precursores. Los resultados obtenidos fueron de ayuda en la definicion de
las modificaciones variables de los aminodcidos durante el andlisis de datos protedmicos.

Para la parte de proteémica, se decidié trabajar con albimina de suero humano, principalmente debido
a su funcién en el transporte de ciertos iones metilicos, hormonas, algunos lipidos y medicamentos.
Tal como se describi6 en Introduccidn, las modificaciones por glicacion y/o hidroxietilacién afectan
la capacidad de albtimina para unir y transportar diferentes compuestos causando efectos adversos en
el organismo.

En Tabla 3 se resume el proceso de preparacién de albimina para su modificacién con EtO in vitro.
La solucién inicial de albiimina se preparé en la concentracién de 2.0 mg/mL en el tampdn de
bicarbonato de amonio 50 umol/L a pH 7.8, obteniéndose una completa solubilizacién de la proteina.
Antes de agregar EtO a la solucién de HSA, el producto Supelco se diluyé en proporcién 1:20 con el
tampo6n de bicarbonato para disminuir la concentraciéon de metanol y evitar la precipitacion de la
proteina. De manera similar como para aminoacidos, para cada experimento de exposicién de HSA a
EtO se prepar6 una muestra control que no contenia EtO (Tabla 3). Se decidi6 utilizar dos excesos
molares de EtO respecto albtimina, es decir 100:1 y 1000:1, ver Figura 6. Tomando en cuenta todos
aminoécidos en la secuencia de HS A, la relacién molar EtO respecto a cualquier aminodcido era de
1:5 y 1:1, respectivamente. Al considerar solamente cinco aminodcidos de la secuencia de HSA
vulnerables a proceso de hidroxietilacidn, la relacién molar de EtO con cualquier de estos era de 2:1
y 10:1, respectivamente (Figura 7). Para la modificacién de la proteina, las mezclas obtenidas fueron
incubadas a 37 °C durante 24 horas.

Tabla 3. Preparacion y composicion de las disoluciones de albtimina para su incubacién con EtO.
Los volimenes se presentan en microlitros; las muestras incluyen albimina control sin EtO (1 y 5),
con exceso molar de EtO 1:100 y con exceso molar de EtO 1:1000.

Albimina en *EtO en tampdn Composicién
tamp6n (2.0 Tampén, | Metanol:Tampén (2.50 mg/mL; .
Muestr: Vol Final: 1000
eI g/mL; 30 uL 1:20, uL 56.7 mmol/L), (Volumen L;na
umol/L), uL. uL H
Exceso EtO:Albimina 100:1
| 500 475 )5 0 Cfab = 1.0 mg/mL; 1.49
mmol/L
.4 500 475 0 ’5 Cfab = 1.0 mg/mL; 1.49
mmol/L
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Cfeo = 65.7 pg/mL; 1.49
mmol/L

Exceso EtO:Albtimina 1000:1

Cfanb = 1.0 mg/mL; 1.49

5 500 235 265 0 -
Cfanb = 1.0 mg/mL; 1.49
mmol/L
- 2 2
6-8 500 33 0 65 Cfrio = 657 pg/mL; 1.49
mmol/L

| EtO:cualquierAA en Alb = 2:1 |

Relacién molar EtO:Albumina 1000:1 —_— | EtO:AA vulnerablesen Alb ~ 10:1 |
Pl | EtO:cualquierAAen Alb =~ 1:5 |

Relacion molar EtO:Albumina 100:1

\ | EtO:AA vulnerablesen Alb =~ 1:1 |

Mezclas: ‘ Albimina+Tampédn, pH 7.8 + EtO
Incubacién por 24 ha 37 °C

Figura 6. Relaciones molares de EtO respecto a albimina y a los aminodcidos individuales, utilizadas
en experimentos de modificacién de HSA in vitro.

Antes del andlisis protedmico, la concentracién de albimina en cada una de las soluciones fue
confirmada por el método espectrofotométrico de Bradford. El proceso de calibracién se realizd
utilizando soluciones estandar de HSA 0, 0.2, 0.4, 0.6, y 1.0 mg/mL, obteniéndose la funcién de
calibracion Asoo/ Asso = 2.96Cain+0.99 con un coeficiente de regresion lineal (R?) de 0.9954.

Una vez realizados los experimentos in vitro planeados, se continu6 con el andlisis de cada una de las
mezclas por espectrometria de masas de alta resolucidn.

4.2 Caracterizacion de las modificaciones en aminoacidos
Las mezclas Met-9, Met-10, Met-11, Cys-12, Cys-13, Cys-14, His-15, His-16, His-17, Arg-18, Arg-
19, Arg-20, Lys-21, Lys-22, Lys-23 (Tabla 2) fueron analizadas por ESI-QTOF-MS, operando la
fuente de ionizacién en modo positivo y negativo y adquiriendo espectros MS y MS/MS. Para ello,
las mezclas fueron centrifugadas a 10 000 g por 10 min, se recolectaron 200 uL de cada tubo por
duplicado y estas alicuotas se colocaron en nuevos tubos Eppendorf. Para el andlisis ESI(+), a cada
solucion se afiadieron 800 pL de dcido férmico 0.1% en agua:acetonitrilo 1:1, mientras que para el
andlisis en modo ESI(-), se agregaron 800 puL de carbonato de amonio 0.1% en agua:acetonitrilo 1:1.
Las muestras fueron introducidas por infusién directa a un flujo de 3 uL/min, el voltaje del rociado
fue de 4500 V, se utiliz6 nitrégeno como gas de secado (180 °C), con un flujo de 4 L/min y una
presién de 0.4 bar. Los espectros fueron adquiridos con la frecuencia de 2 Hz, en un intervalo de m/z
25-600. La calibracién de la masa exacta se llevd a cabo utilizando aductos de formiato de sodio,
introduciendo su solucién 10 mM directamente en la fuente de ionizacion.
Los datos fueron abiertos en DataAnalysis 4.1, se realizé la recalibracién y se extrajeron las sefiales
basadas en los espectros de MS y autoMS/MS para las muestras de los cinco aminoécidos incubados
con EtO en exceso 5.
En las Figuras 7a'y 7b se presentan los espectros de masas adquiridos para cisteina en el modo ESI(+)
y en las Figuras 8a y 8b en el modo ESI(-), asi como también las estructuras asociadas a las
modificaciones inducidas por EtO en los sitios vulnerables.
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Figura 7. Espectros de cisteina (a) y de cisteina después de incubacién con EtO (b), obtenidos por
ESI-QTOF-MS en modo positivo.
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Figura 8. Espectros de cisteina (a) y de cisteina incubada con EtO (b), obtenidos por ESI-QTOF-MS
en modo negativo

En el caso del modo ESI(+), el ion correspondiente a cisteina protonada, aparece en m/z 122.0271
(Figura 7a), en el caso de la cisteina incubada con EtO, se observa la formacién de tres iones
adicionales cuyos incrementos de m/z (44.0264, 44.0251, y 44.0251) coinciden con la masa tedrica
del grupo hidroxietilo (44.0262). Cabe mencionar que la hidroxietilacién del grupo -SH en cisteina
ha sido reportada por H.G. Windmuller, C.J. Ackerman y R.W. Engel [38], pero en base a evidencias
indirectas y sin utilizar técnicas de andlisis estructural. Los resultados obtenidos en este trabajo
mediante el andlisis por ESI-QTOF-MS, proporcionan la evidencia directa de que el grupo amino de
cisteina es modificado bajo exposicién a EtO por dos grupos hidroxietilo y que la hidroxilacién ocurre
también sobre el grupo tiol (-SH); en total, la cisteina libre puede modificarse mediante unién de tres
grupos hidroxietilo. Es importante que los iones de Cys y Cys hidroxietilada presentan diferentes
abundancias; en particular, se observa la conversién practicamente total de cisteina en aductos, asi
como la formacién de aductos con el grupo hidroxietilo con el siguiente orden de abundancia:
Cys+1EtO > Cys+2EtO > Cys+3EtO. También es necesario sefialar que, en base a los espectros MS
no es posible asignar el sitio especifico (grupo amino o grupo tiol), donde ocurre la modificacién, por
lo que las estructuras en la Figura 8b han sido propuestas de manera tentativa.

En el modo ESI(-) dnicamente se detectd una de las modificaciones por hidroxietilacion (Figura 8b).
Para confirmar las estructuras de los aductos de Cys con EtO, se adquirieron sus espectros de
fragmentacion utilizando el modo de ionizacién positiva. Como ejemplo, en la Figura 9 se presenta
el espectro MS/MS del ion m/z 166.0555 que corresponde al aducto de cisteina con una molécula de
EtO (Cys+1EtO); las estructuras presentadas en esta Figura fueron asignadas con ayuda de la pagina
web cfmid. wishartlab.com, utilizando el c6digo SMILES generado por el software ChemSketch.
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Figura 9. Espectro de fragmentacion del aducto Cys+1EtO adquirido por ESI(+)-QTOF-MS/MS,
junto con las estructuras asignadas a los fragmentos individuales.

Es interesante que el ion precursor genera fragmentos con el grupo hidroxietilo unido a ambos grupos
vulnerables en cisteina; sin embargo, los iones producto de mayor abundancia (m/z 149.0267 y
103.0213) corresponden a la modificacién del grupo -SH bajo exposicién del aminoacido a EtO. Se
puede concluir entonces que el EtO tiene mayor afinidad a grupo -SH en cisteina y que la
modificacion ocurre preferencialmente sobre este grupo tiol.

Para el caso de arginina, en el modo ESI(+) se observa su ion protonado en m/z 175.1208 (Figura 10
a), mientras que para la arginina incubada con EtO aparecen tres iones adicionales con un incremento
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sucesivo de m/z de 44.0250 (Figura 10 b). De esta manera se confirma la modificacién de arginina

mediante adicion de hasta tres grupos hidroxietilo. Arginina libre tiene tres grupos amino vulnerables
a la modificacién por EtO con posibilidad de unir hasta seis grupos hidroxietilo; se observé un menor
nimero de aductos lo que podria deberse a la relaciéon molar EtO:Arg de 5:1 utilizada para la
modificacién. De manera similar como para Cys, la hidroxietilacién de Arg ha sido reportada

anteriormente, pero sin proporcionar evidencia directa del nimero y de la estructura de aductos ya
que no se utilizé ninguna técnica de andlisis estructural [38]. Los resultados obtenidos en el modo
ESI(-), confirman la modificacién de Arg con adicién de uno y dos grupos hidroxietilo (Figura 11)

En las Figuras 10 y 11, la anotacién de la posicion del grupo hidroxietilo en estructuras de aductos es

solamente tentativa. Por otro lado, la abundancia de iones en Figura 11b presenta el siguiente orden
decreciente: Arg > Arg+1EtO > Arg+2EtO > Arg+3EtO, lo que parece confirmar que la afinidad del
EtO a grupo -SH es mayor respecto a los grupos amino. Efectivamente, el ion de cisteina

practicamente desaparecié después de su incubacién con EtO mientras que en las mismas condiciones
de incubacién se qued¢ relativamente gran porcién de Arg no modificada.
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Figura 10. Espectro de arginina (a) y de arginina incubada con EtO (b), obtenido por ESI(+)-

QTOF-MS.
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Figura 11. Espectros de arginina (a) y de arginina incubada con EtO (b), obtenidos utilizando ESI(-
)-QTOF MS.

En la Figura 12, de manera de ejemplo se presenta el espectro de fragmentaciéon del ion aducto
Arg+1EtO (m/z 219.145) junto con las estructuras asignadas a los iones producto mediante el
programa cfmid.wishartlab.com, utilizando el c6digo SMILES.
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Figura 12. Espectro de fragmentacién del aducto Arg+1EtO adquirido mediante ESI(+)-QTOF-
MS/MS, junto con las estructuras asignadas a los fragmentos individuales.

Dos iones de mayor abundancia (m/z 114.0923 y 160.0969) no contienen el grupo hidroxietilo, pero
el ion m/z 130.0977 corresponde a un fragmento, en el cual hidroxietilo se encuentra unido a uno de
nitrégenos del grupo guanidino, confirmando la modificacién por EtO de Arg libre y la
susceptibilidad de este aminodcido presente en la secuencia de proteinas a dicha modificacion.

De manera similar que en el caso de Cys y Arg, para el resto de los aminodcidos (Lys, His, y Met),
se obtuvieron los espectros de masas en modo ESI(+) y ESI(-) y también los espectros de
fragmentacién de seleccionados aductos asignando estructuras de iones producto en base al programa
disponible en la pagina web cfmid.wishtlab.com, utilizando el cédigo SMILES.

En Figura 13a y 13b se muestran espectros MS adquiridos en modo de ionizacion positivo de Lys y
Lys modificada, respectivamente, mientras que los espectros obtenidos en ESI(-) se presentan en Fig.
15a y 15b. También se obtuvo el espectro de fragmentacion del ion correspondiente al aducto
Lys+1EtO en ESI(+), mismo que se presenta en la Fig. 16.
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Figura 13. Espectros de lisina (a) y lisina incubada con EtO (b), obtenidos utilizando ESI(+)-QTOF-

MS.
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Figura 14. Espectros de lisina (a) y lisina incubada con EtO (b), obtenidos utilizando ESI(-)-QTOF-
MS.
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Figura 15. Espectro de fragmentacién del ion m/z 191.1360 adquirido en ESI(+), correspondiente al
aducto Lys+1EtO, junto con las estructuras asignadas a los fragmentos individuales.

Los resultados obtenidos indican que lisina se modific6 durante incubacién con EtO, formando
aductos con hasta tres grupos hidroxietilo. De manera similar como ocurrié con Arg, después de la
incubacién se quedé Lys no modificada y la abundancia de aductos decrecia conforme aumentaba el
nimero de grupos hidroxietilo en la molécula modificada. En cuanto al sitio especifico de
hidroxietilacién, el mds abundante ion fragmento del aducto Lys+1EtO presenté m/z 128.1069 y
correspondi6 a la unién del grupo hidroxietilo al grupo e-amino de Lys mientras que menos abundante
ion m/z 174.1122 fue asignado a un fragmento de aducto en el cual hidroxietilacion tuvo lugar en el
grupo o-amino. De esta manera se confirma la susceptibilidad del grupo g-amino de Lys disponible
en la estructura de proteinas a la hidroxietilacién por EtO. Los resultados obtenidos para histidina se
presentan en las figuras 16, 17 y 18. De manera similar como para Lys y Arg, después de la incubacién
con EtO en exceso molar 5:1, una parte de His se quedé sin ser modificada, pero también se observo
la formacién de hasta tres aductos con decreciente abundancia de sus respectivos iones: His >
His+1EtO > His+2EtO > His+3EtO. En cuanto a los iones de fragmentacién del aducto His+1EtO
(Fig. 19), el mas abundante correspondié al ion en el cual el grupo hidroxietilo estaba unido al grupo
a-amino de His. La mayor afinidad del EtO con el grupo a-amino sugiere que His presente en la
secuencia de proteinas podria ser menos susceptible a la hidroxietilacién comparando con Cys, Lys
o Arg.
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Figura 16. Espectro de histidina (a) e histidina incubada con EtO (b), obtenidos por ESI(+)-QTOF-

MS.
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Figura 17. Espectro de histidina (a) e histidina incubada con EtO (b), obtenidos por ESI(-)-QTOF-
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Figura 18. Espectro de fragmentacion del ion m/z 200.1032 adquirido en ESI(+), correspondiente al
aducto His+1EtO, junto con las estructuras asignadas a los fragmentos individuales.

Los espectros adquiridos para metionina y metionina después de su incubacién con EtO se presentan
en las figuras 19, 20 y 21. Después de la incubacién con EtO, se formaron dos aductos con EtO y se
quedd una parte de metionina sin modificacién, con el siguiente orden decreciente de abundancia de
iones: Met+1EtO > Met > Met+2EtO. En base al espectro de fragmentacion del ion Met+1EtO (Fig.
22), se confirma la hidroxietilaciéon del grupo a-amino de Met. Cabe sefialar que no se encontr
evidencia de una posible modificacion sobre el 4tomo de azufre, por lo cual la metionina integrada
en estructura de las proteinas no parece un blanco viable de hidroxietilacién.
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Figura 19. Espectro de metionina (a) y metionina incubada con EtO (b), obtenidos utilizando ESI(+)-
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Figura 20. Espectro de metionina (a) y metionina incubada con EtO (b), obtenidos utilizando ESI(-)-

QTOF-MS.
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Figura 21. Espectro de fragmentacion del ion m/z 194.0845 adquirido en ESI(+), correspondiente al
aducto Met+1EtO, junto con las estructuras asignadas a los fragmentos individuales.

Para resumir la informacién obtenida para cinco aminoécidos, en base a los espectros ESI(+)-QTOF-
MS y MS/MS se calcul6 la distribucién relativa de abundancias de los iones correspondientes a
aminoécido no modificado y a cada uno de los aductos con EtO. Para ello, la intensidad de cada uno
de los iones fue dividida por la suma de intensidades de todos los iones fragmento; los resultados
expresados en porcentajes se presentan en la Tabla 4. En primer lugar, es de notar que la cisteina
resultd ser la mds susceptible a la modificacién por EtO, ya que no se detectd la Cys residual después
de la incubacién. Para todos cinco aminodcidos, el grado de conversidon (modificacién) decrecia en el
siguiente orden: Cys > Met > His > Lys > Arg. Cabe resaltar sin embargo, que en estos experimentos
se incubaron con EtO los aminoécidos libres; para Met e His los sitios mds vulnerables a la
hidroxietilacién fueron los grupos a-amino que participan en los enlaces peptidicos de proteinas y
por ello no son accesibles a las modificaciones. De alli, los aminodcidos susceptibles a la
hidroxietilacién en las proteinas deberian ser Cys, Lys y Arg.

Bajo las condiciones de exposicion de aminoacidos a EtO, se formaron aductos con hasta tres
moléculas de EtO, dependiendo del nimero de sitios vulnerables y su afinidad a EtO. Tal como ya se
menciond antes, en base a espectros MS no era posible asignar la posicién exacta de los grupos
hidroxietilo en las moléculas de aminoacidos. Para aductos con un solo grupo hidroxietilo, que fueron
mas abundantes en espectros MS, se obtuvieron respectivos espectros de fragmentacion. La anotacién
de iones fragmento abundantes permiti6 sugerir los grupos mas vulnerables a hidroxietilacién de la
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siguiente manera: (i) -SH en Cys, (ii) e&-amino en Lys, (iii) guanidino en Arg, (iv) a-amino en Met y
His.

Tabla 4. Distribucién relativa de abundancias de iones en espectros ESI(+)-QTOF-MS adquiridos
para aminoécidos incubados con exceso de EtO en relacién molar 5

Distribucion relativa de abundancia de iones en
Aminoacido funcion del nimero de modificaciones (0-3% )

0 1 2 3
Arginina 63.7 33.9 2.3 0

Cisteina 0 50.2 47.6 2.2

Lisina 60 36.5 33 0.2
Metionina 9.2 47.1 43.6 0

Histidina 43.7 44 11.5 0.9

Una vez evaluada la susceptibilidad de los cinco aminoécidos libres a la hidroxietilacion por EtO, se
procedi6 con el estudio proteémico de albiimina de suero humano comparando proteina incubada con
EtO contra proteina control que no estaba en contacto con EtO.

4.3 Estudio protedémico de las modificaciones en la secuencia de albimina causadas por
EtO.

Con el fin de verificar si bajo las condiciones de exposicién de albimina a EtO descritas en la seccién
4.1 ocurre la modificacioén de proteina, se obtuvieron espectros de masa de las muestras 1-8 (Tabla
2), utilizando el sistema MALDI-QTOF-MS. Para ello, en la placa GroundSteel se deposit6 1 uL de
muestra y 1 pL de matriz (HCCA 0.2 mg/mL en CH30H: H>O 98:2, la deposicién de la muestra en
la placa fue por secado de gota), la adquisicién de datos fue en un intervalo m/z 400-5000, en modo
lineal positivo, con una intensidad relativa de laser del 80%, en modalidad media y frecuencia de
1000 Hz. Para cada muestra, se adquiri6 la suma de espectros a partir de tres lecturas de la misma
muestra. Para la calibracion interna se utilizé el estdndar de péptidos (Peptide Standard II for Mass
Spectrometry, Bruker Daltonics) que cubre el intervalo de masas 700 - 3200 Da, el cual fue
reconstituido al afiadir 500 uL de TFA 0.1%. Los datos espectrales crudos fueron procesados en
flex Analysis 3.4 (Bruker Daltonics). De manera de ejemplo, en la Figura 22 se presentan espectros
obtenidos para muestra control (a), muestra de albtimina incubada con exceso molar de EtO 1000:1
(b) y para la muestra de albimina incubada con exceso molar de EtO 100:1 (c). En cada uno de los
espectros se aprecian sefiales correspondientes a albimina y a su dimero, pero los valores m/z de
albimina control (a) son diferente respecto muestras 2 y 6 que fueron incubadas con EtO. Para el
exceso 100:1 de EtO, el incremento de masa correspondi6 a la adicién de dos grupos hidroxietilo
(Am/z90.1, Figura 22c¢), mientras que, para el exceso 1000:1, el incremento de masa sugiere la adicion
de tres grupos hidroxietilo (Am/z 150.1, figura 22b).
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Figura 22. Espectros MALDI-TOF-MS de muestra 1 - albimina control 14.9 umol/L (a); muestra 6 -
albimina incubada con exceso de EtO 1000:1 (b) y muestra 2 - albiimina incubada con exceso de EtO
100:1 (¢).

Aunque el andlisis de las muestras de albimina por MALDI-TOF MS confirmé que la incubacién
con EtO introduce modificaciones en la proteina manifestados por el aumento de su masa, estos datos
son solamente orientativos. Para conocer las modificaciones especificas en la estructura de HSA, se
continud con el estudio protedémico.

4.4 Analisis protedmico de las modificaciones de albimina mediante capL.C-ESI-QTOF-MS
Antes del andlisis cromatografico, se llevo a cabo la hidrolisis enzimatica de la albimina de las
muestras 1-8 (Tabla 3). Para ello, se recolectaron 250 uL de cada una de las soluciones, se les
agregaron 35 uL de ditiotreitol (DTT) 80 mmol/L en tampén de bicarbonato de amonio 50 mmol/L,
pH 7.8 y los tubos se incubaron a 30 °C por 60 min con el fin de reducir los puentes de disulfuro.
Después, a cada tubo se adicionaron 35 uL de la solucién de iodoacetamida (IAM) 160 mM (30 °C
por 90 min en oscuridad), para obtener la alquilacién de los grupos -SH libres. El exceso de IAM fue
eliminado agregando una nueva porcién del DTT. Para la digestién enzimatica se utilizaron 25 pL de
tripsina (0.2 pg/uL en HCI 1 mmol/L), las muestras fueron incubadas a 30 °C por 14 h y después, la
reaccion fue detenida al adicionar 40 uL de acido férmico al 50% v/v. A continuacion, se adicionaron
5 uL de acetonitrilo y 75 pL de agua desionizada, para obtener un volumen final de 500 pL
(concentracion de albimina 0.5 pg/uL), las muestras se centrifugaron a 10 000 g x 10 min antes de
su introduccién al sistema capHPLC acoplado con ESI(+)-QTOF-MS. El espectrometro de masas fue
el modelo maxisImpact de Bruker Daltonics, equipado con DataAnalysis 4.1 (Bruker Daltonics), el
cual fue acoplado a un sistema cromatografico LC Ultimate RPLCnano 3000 operado por el software
Hystar 3 (Dionex Cientific de Thermo). Se utilizé la columna 300Extend C18 (150 x 0.3 mm, 3.5
um) con cartucho ZORBAX 300SB (0.30 x 5 mm, 5 um). Se inyectaron 10 pL de cada una de las
muestras de albiimina digerida al cartucho ZORBAX (5 pg de proteina) con el fin de retener los
péptidos; el flujo fue de 15 pL/min con la fase mévil del 4cido férmico 0.1% v/v en agua: acetonitrilo
(99:1). Después de 2 minutos, el flujo se cambié a la columna capilar, donde se realizé la separacién
de péptidos. Se aplicé el flujo de 5 uL/min, las fases moviles fueron A: 4cido férmico 0.1% v/v en
agua desionizada y B: 4cido férmico 0.1% v/v en acetonitrilo con el siguiente programa de gradientes
lineales: 5% B durante 2 minutos, 5-50% B durante 51 min, 50-95% B por 1 min, 95% B por 1 min,
95-5% B por 1 min, y 5% B durante 4 min; equilibrando la columna con 5% de B durante 4 minutos.
La ionizacién por electronebulizacién fue en el modo positivo con voltaje de 4500 V, utilizando
nitrégeno como gas de secado (4 L/min, 180 °C); la presion del gas nebulizador fue de 0.4 bar. Para
la calibracién de masa, se aplicé el fijador de masa (m/z =1221.9907) directamente en la fuente de
ionizacion. Los cromatogramas se obtuvieron con frecuencia de adquisicion de 1 Hz, en un intervalo
de m/z 20-2400. Para el modo auto MS/MS, la velocidad de adquisicion se fijé en 0.5 Hz y 1.0 Hz
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para baja intensidad de sefal (<15 000) y alta (>100 000), respectivamente. Para cada muestra, se
corrieron dos replicas técnicas.

Los datos crudos obtenidos en estos andlisis se abrieron en el programa DataAnalysis 4.1, con el cual
se realizo la recalibracién y la desconvolucién de las sefiales de péptidos, en base a espectros de MS
y auto MS/MS. En la Figura 23 se presentan ejemplos de cromatogramas obtenidos para albimina
control y albdmina incubada con exceso de EtO 100:1 y 1000: 1, respectivamente, observidndose
diferencias en perfiles de elucién lo que confirma que EtO introduce modificaciones en los péptidos
de HSA y que estas modificaciones dependen de la concentracién del EtO.
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Figura 23. Cromatogramas obtenidos por capLC-ESI(+)-QTOF-MS para albimina control no
expuesta aFEtO (a), albimina incubada con EtO en relacién 1:100 (b), y albimina incubada con EtO
en relacién 1:1000 (c), las cuales fueron previamente digeridas con tripsina.

Las listas de las sefiales MS y MS/MS generadas para cada uno de los cromatogramas se exportaron
al programa ProteinScape 3.1.3 (BrukerDaltonics). Con ayuda de este programa, en primer lugar, se
determind la cantidad de péptidos en las muestras analizadas, presentando los resultados de muestras
1, 2 y 6 en la Figura 24. Como se puede observar en esta figura, el nimero total de los péptidos
encontrados en tres muestras era de 404, entre ellos 176 fueron comunes para todas muestras (1,2,6)
y 260 fueron comunes para albtimina modificada con EtO (muestras 2 y 6). Es también notorio que
19 de los péptidos fueron encontrados solamente en albimina control, 26 en albimina con exceso de
EtO 100:1 (muestra 2) y 74 de los péptidos fueron exclusivamente presentes en la muestra con exceso
de EtO 1000:1 (muestra 6). Estos resultados claramente confirman que EtO introduce modificaciones
en los péptidos y que estas modificaciones van en aumento conforme aumenta el exceso molar de
EtO respecto a la proteina.
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Figura 24. Numero de péptidos encontrados en las distintas muestras de albimina

La siguiente etapa de trabajo correspondi6 a la bisqueda de sitios especificos donde ocurrieron las
modificaciones. Primeramente, se utiliz6 la plataforma en linea MASCOT para confirmar la identidad
de HSA en las muestras control y en aquellas modificadas con EtO, en base a la lista de datos MS y
MS/MS de los péptidos, seleccionando como taxonomia Homo sapiens (Human) y definiendo las
modificaciones variables a permitir. Dichas modificaciones fueron las siguientes:
carbamidometilacidn en cisteina (Am = 57.0215), la adicion de un grupo etanoilo (hidroxietilo) (Am
=44.0262) en residuos de cisteina, arginina y lisina, asi como las modificaciones Gln — pyro-Glu en
el extremo N-terminal de la glutamina (Am = -17.0265) y Gln — pyro-Glu en el extremo N-Terminal
del acido glutamico (Am = -18.0106). Como resultado de la biisqueda realizada para muestra 1
(control sin contacto con EtO), se obtuvo una lista de proteinas ordenadas por decreciente score de
identificaciéon (Tabla 5). De esta manera se confirma la identidad de HSA con 121 péptidos
reconocidos, el mds alto score y con 85.6% de cobertura de secuencia. Cabe mencionar sin embargo
que el producto HSA de Sigma es obtenido a partir de suero humano por lo que se encontraron trazas
de algunas otras proteinas, principalmente serotransferina y haptoglobina.

Tabla 5. Resultado de la biusqueda MASCOT de proteinas humanas en la muestra control (albimina
sin exposicion a EtO).

. . .. | Nombre en base de . MM L. SC
Numero | Identificacion datos Proteina [kDa] #Péptidos (%)

VERDADERO Albumin  OS=Homo  sapiens

1 ALBU _HUMAN | 0X=9606 GN=ALB PE=1 SV=2 | 69.3 121 85.6
VERDADERO Serotransferrin OS=Homo sapiens

2 TRFE_HUMAN | OX=9606 GN=TF PE=1 SV=3 77 24 51.1
VERDADERO Haptoglobin OS=Homo sapiens

3 HPT_HUMAN 0X=9606 GN=HP PE=1 SV=1 45.2 27 55.4
VERDADERO Hemopexin OS=Homo sapiens

4 HEMO_HUMAN | 0X=9606 GN=HPX PE=1 SV=2 | 51.6 13 49.1
Alpha-1-antitrypsin ~ OS=Homo
VERDADERO sapiens 0X=9606

5 AlAT HUMAN [ GN=SERPINAI PE=1 SV=3 46.7 7 24.9

MM -masa molecular en kDa; pl: punto isoeléctrico; Score: el mejor puntaje de acuerdo con espectro de masas (M: score
de Mascot); #Péptido: niimero de péptidos identificados; SC [%]: porcentaje cobertura de la secuencia; RMS 90: media
cuadrdtica del error con nivel de confianza del 90%, en ppm; OS: nombre del organismo; OX: identificador taxonomico;
GN: nombre del gen; PE: proteina existente; SV: versiones de secuencia.

En la Tabla 6, se muestra el nimero de péptidos identificados y el porcentaje de cobertura de la
secuencia de HSA, obtenidos en la bisqueda realizada para todas las muestras preparadas (1-8). Se
observan muy similares porcentajes de cobertura para diferentes condiciones de exposicion a EtO y
en albimina sin modificar. Ademas, el niimero de péptidos identificados para albimina con EtO es
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mayor que para albimina control. Estos resultados indican fuera de cualquier duda que las
modificaciones por EtO fueron definidas correctamente y que los péptidos modificados fueron
reconocidos y asignados a HSA en la bisqueda en MASCOT.

Tabla 6. Comparacién de los porcentajes de cobertura en la secuencia de albimina de origen humano
en las muestras de albimina control (1,5), albimina incubada con EtO en relacién molar 1:100 (2-4)
y albimina incubada con EtO en relacién molar 1:1000 (6-8)

Muestra #Péptidos* Porcentaje de c?benura dela
secuencia (%)
1,5: Alb sin EtO 1205 84 +1
2,3,4: Alb:EtO relacién molar
181 +11 85+2
1:100
6,7,8: Alb:EtO relacion molar
191 £20 83+2
1:1000

*Se presenta valor promedio con desviacion estdndar, en base a dos replicas bioldgicas y dos
técnicas de cada una de las muestras.

Un aspecto importante en el andlisis de modificaciones por el grupo ethanolyl (hidroxietilo) es que
existen otras posibles modificaciones que introducen valor de Am/z cercano a 44. Para obtener la lista
de estas posibles modificaciones adicionales, se utilizé la plataforma de libre acceso en linea
Unimod.org, donde se tienen recolectadas las modificaciones que pueden ser detectadas por
espectrometria de masas, ya sea aquellas naturales o inducidas. En esta base de datos se incluyen los
cambios de masa que ocurren en el andlisis de espectrometria de masas en tindem, asi como se indican
también los residuos especificos dentro del péptido o proteina que son susceptibles a una modificacién
dada. En aplicacién de esta herramienta, se encontraron cinco modificaciones que provocan
diferencia de masas de aproximadamente 44, de las cuales, la modificacién cuyo nimero de accesion
es 278, corresponde a la adicidn de un grupo ethanolyl (hidroxietilo). En la Figura 25, se muestra el
resultado especifico arrojado para el grupo ethanolyl. Se observa que dicha modificacién ocurre en
los residuos de cisteina, lisina y arginina con el aumento de masa asociado a esta modificacion de
44.0262. Cabe senalar que los datos arrojados con ayuda de Unimod.org coinciden con los resultados
obtenidos en este trabajo de manera experimental, exponiendo los aminodcidos individuales a EtO
(seccién 4.2)

Accession = 278 PSI-MS Name Ethanoly Interim Name EtOH
Description Ethanolation

Alt. Description Hydroxy ethy

Composition H(4 0 Monoisotopic 44,026215 Average 44,0526
Specificity Definition 1

Site c Position Anywhere Classification Chemical derivative
Comment from reaction of SH group with iodoethano

Specificity Definition 2

Site K Position Anywhere Classification Chemical derivative
Comment reduced form of oxidation product

Specificity Definition 3

Site R Position Anywhere Classification Chemical derivative
Comment reduced form of oxidation product

Notes and References

Source Journal Reference ) Biol Chem. 1995 70(17):10017-26.

Source s Reference A smplified the reduction and alkylation of cysteine residues in proteins prior to proteolytic digestion and mass spectral analysis, Hale JE, Butler JP, Gelfanova V, You JS,
e Knierman MD. Anal Bioches 333(1):174-81

Source Reference

Source Reference

Curator knierman  Last Modified 2017-10-09 15:47:3% Verified Yes 7
3]



Figura 25. Informacién obtenida mediante herramienta Unimod.org de la modificacién tipo etanoyl
en la estructura de proteinas

De manera similar se obtuvo informacién sobre otras modificaciones con Am/z cercanas a 44,
encontrandose las siguientes: “Gly— thr substitution” con Am/z = 44.0262 en residuos de glicina,
“Cys—phe substitution” con Am/z = 44.0592 en residuos de cisteina, “Oxidation to nitro” con Am/z
= 44.9850 en residuos de triptéfano, tirosina y fenilalanina, y “Ser—Met substitution” con Am/z =
44.00845 en residuos de serina. Se calcularon diferencias absolutas entre valor de cada una de estas
modificacions respecto Am/z correspondiente a grupo ethanolyl, mismos que se presentan a
continuacion:

|Ethanolyl — Gly — thr substitution| = [44.0262 - 44.0262| = 0.0

|Ethanolyl — Cys — phe substitution| = [44.0262 - 44.0592| = 0.0330

|Ethanolyl — Oxidation to nitro| = |44.0262 - 44.9850| = 0.9588

|Ethanolyl — Ser -> Met substitution| = |44.0262 - 44.0085| = 0.0178

Es de notar que la sustituciéon de glicina por treonina, de serina por metionina y de cisteina por
fenilalanina son las modificaciones que proporcionan el aumento de masa del péptido mas cercano a
la del grupo hidroxiletilo. Ninguna de estas modificaciones se relaciona con la exposicion de proteina
a EtO y solamente sustitucidon de cisteina por fenilalanina ocurre sobre el residuo de aminodcido
susceptible a la hidroxietilacion.

Una vez definidas las modificaciones variables en aminoécidos, se procedid con la identificacién de
los péptidos asignando residuos especificos en los que ocurrié la hidroxietilacion en cada una de las
muestras hidrolizadas (muestras 1-8), con ayuda del programa ProteinScape. Para ello, se analizaron
los datos espectrales obtenidos en la secuenciacidn de novo de los péptidos. En la Tabla 7 se muestran
dos péptidos modificados que fueron encontrados en la albiimina control; ambas modificaciones
corresponden a residuos de cisteinas y se detectaron practicamente en todas repeticiones de muestras
control. Por su parte, en la Tabla 8, se presenta lista de los péptidos modificados encontrados en
albimina incubada con exceso 100:1 y 1000:1 de EtO, ordenando estos péptidos en funcién de
decreciente nimero de muestras en las que fueron detectados.

En ambas tablas (Tabla 7 y 8) se marca el aminodcido modificado con el grupo ethanolyl.

Tabla 7. Secuencias de péptidos modificados encontrados en albimina control, que no fue expuesta
a EtO. (La cisteina marcada en rojo corresponde al sitio de modificacidn; X - nimero de veces que
se detectd el péptido modificado en base a cuatro replicas; los datos se procesaron empleando el
software ProteinScape 3.1 y la base de datos SwissProt 2021_03).

Alb si Posicion en Ami
Secuencia SIN 112 secuencia m/z 4 Mr calc. mz Rt[min] Score
EtO ppm.
de AA
K.ALVLIAFAQYLQQCPFEDHVK.L XXXX 45-65 862.4363 3 | 2476.2825 | 1.87 47.70 95.3
K.EFNAETFTFHADIQTLSEK.E XXX 525-543 749.6826 3 | 2246.0201 | 2.55 34.27 29.6

Como evidencia de la correcta asignacion de cisteinas modificadas en HSA control, en las Figuras 26
y 27 se presenta la secuenciacion de novo del péptido K. EFNAETFTFHADICTLSEK.E y del péptido
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K.ALVLIAFAQYLQQCPFEDHVK.L, respectivamente (Tabla 7). En las siguientes Figuras 28 y 29
se muestran acercamientos de ambos espectros para visualizar mejor los fragmentos tipo y, entre los
cuales ocurri6 la perdida de cisteina modificada en el grupo hidroxietilo. En particular, para el péptido
K.EFNAETFTFHADICTLSEK.E, la pérdida corresponde a los fragmentos y(6) y y(5) (Figura 28)
mientras que para el péptido K. ALVLIAFAQYLQQCPFEDHVK.L fueron los fragmentos y(8) y y(7)
(Figura 29).

Espectro MS/MS del péptido
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Intensity

0.0

P Gred 07 M U7 LR G [V VO TRV oW U O T (A Y T 1 Y
A

—_—N———A—
—_——

—s—2l3da %

€00 800 1000 1200
9.6826), 34.3 min [Cmpd 960, AutoMSn(749.6826), 34.3 min]

400
Cmpd 960, AutoMSn(74

Figura 26. Espectro de masas en tdndem del péptido K. EFNAETFTFHADICTLSEK.E (tiempo de
retencién 34.3 min, m/z=2249.0478, carga +3), resultante de los digestos de las muestras de albimina
control.
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Figura 27. Espectro de masas en tindem del péptido K. ALVLIAFAQYLQQCPFEDHVK.L (tiempo
de retencién 47.7 min, m/z= 2587.3089, carga +3) resultante de los digestos de las muestras de
albimina control.
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Figura 28. Acercamiento del espectro MS/MS del péptido K.EFNAETFTFHADICTLSEK.E de la
Figura 26, visualizando fragmentos y(6) y y(5), correspondientes a la pérdida de cisteina
hidroxietilada.
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Figura 29. Acercamiento del espectro MS/MS del péptido K. ALVLIAFAQYLQQCPFEDHVK.L de
la Figura 27, visualizando fragmentos y(8) y y(7), correspondientes a la pérdida de cisteina
hidroxietilada.

En el caso del péptido K. EFNAETFTFHADICTLSEK.E, este se eluyé de la columna con el tiempo
de retencién de 34.3 min y el valor experimental m/z del ion con una carga +3 correspondié a
749.6826 (masa del péptido 2249.0478 Da). La pérdida de masa entre fragmento y(6) y y(5) es de
147.0419. Considerando que la masa del residuo de cisteina en la cadena peptidica es de 103.0091,
la masa del grupo que modificé la cisteina en esta posicion resulté ser 44.0309, en buena concordancia
con el valor teérico del grupo hidroxietilo (44.0262); sin embargo, el error de masa corresponde a
0.009, por lo que podria tratarse de la sustitucion de cisteina por fenilalanina.

Por su parte, el péptido K. ALVLIAFAQYLQQCPFEDHVK.L se eluy6 de la columna con el tiempo
de retencién 47.7 min, su valor m/z para el ion con carga +3 correspondi6 a 862.4363 (masa del
péptido 2587.3089 Da). La pérdida de masa entre fragmentos y(8) e y(7) es de 147.0307, igual que
para el péptido anterior. Siguiendo el mismo razonamiento, es posible que la modificacién encontrada
en el péptido con tiempo de retencién 47.7 min también fue una sustitucién de cisteina por
fenilalanina. Cabe mencionar que ambos péptidos modificados fueron encontrados no solamente en
HSA control, sino también en HSA incubada con EtO. En las Figuras 30 y 31 se presentan
cromatogramas de iones extraidos de estos péptidos, correspondientes a sus respectivos tiempos de
retencidn, mismos que fueron obtenidos con ayuda de DataAnalysis. Se observa que la abundancia
de ambos iones en albimina control fue relativamente baja, pero aumenté paulatinamente conforme
aumentaba la concentracién del EtO a la que se expuso HSA. Como conclusién, no es posible
distinguir entre hidroxietilacién y sustitucién de cisteina por fenilalanina en albimina control; sin
embargo, esta claro que la exposicién de HSA a EtO caus6 la hidroxietilacién de ambos péptidos.
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Figura 30. Cromatogramas del ion extraido del péptido K. EFNAETFTFHADICTLSEK_.E adquiridos
para albiimina control (azul), albimina incubada con EtO en relacién molar 1:100 (rojo) y en relacién
molar 1:1000 (verde).
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Figura 31. Cromatogramas del ion extraido del péptido K.ALVLIAFAQYLQQCPFEDHVK.L
adquiridos para albtimina control (azul), albimina incubada con EtO en relacién molar 1:100 (rojo)
y en relacién molar 1:1000 (verde).

Tabla 8. Péptidos identificados en albimina incubada con EtO en relacién 1:100 y 1:1000 (EI
aminoacido marcado en rojo corresponde al sitio de modificacién; X - niimero de veces que se detectd
el péptido modificado en base a cuatro replicas; Los datos se procesaron empleando el software
ProteinScape 3.1 y la base de datos SwissProt 2021_03.
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Posicion en la

Secuencia Allbllg(t}o Allbl(%t((}) secut;n:ia de m/z z Mr calc. IA)I;nn/lz Rt[min] Score
K. ALVLIAFAQYLQQCPFEDHVK.L XXXX XXXX 45 - 65 862.4363 3 2476.2825 1.66 474 110.7
K.EFNAETFTFHADICTLSEK.E XXXX XXXX 525-543 749.6818 3 2246.0201 5.31 34 62.1
R.RHPDYSVVLLLR.L XXXX XXXX 361 -372 504.6301 2 1510.862 3.88 30.2 75.5
K. KVPQVSTPTLVEVSR.N XXXX XXXX 438 - 452 561.8807 3 1682.9567 3.35 24.6 88.1
R.RHPYFYAPELLFFAK.R XXXX XXXX 169 - 183 648.3479 3 1942.0141 4.51 39.6 75.5
R.MPQAEDYLSVVLNQLCVLHEK.T XXXX XXXX 470 - 490 816.7391 3 2447.1899 1.35 49.2 113.3
K.QNQELFEQLGEYK.F XXXX XXXX 414 - 426 822.8847 2 1643.7501 2.85 31 92.9
K.SHQIAEVENDEMPADLPSLAADFVESK.D XXXX XXXX 311 -337 987.7892 3 2960.342 0.43 40.4 114.7
K.QNQELFEQLGEYK.F XXXX XXXX 414 - 426 814.3707 2 1643.7501 1.29 34.3 70.6
K.VFDEFK PLVEEPQNLIK.Q XXXX XXXX 397 - 413 697.0462 3 2088.1143 1.15 35.9 62.3
K,QEPERNEQFLQHKDDNPNLPR,L XXXX XXXX 118 - 138 656.5658 4 2622.2245 3.61 20.7 38.1
R,LVRPEVDVMQTAFHDNEETFLKK_Y XXXX XXXX 139 - 161 692.0968 4 2764.3564 0.59 31.9 76.3
K.AVMDDFAAFVEK CCK.A XXXX XXXX 570 - 584 574.2644 3 1719.767 2.59 43.6 69.3
K.AVMDDFAAFVEK.C XXXX XXXX 570 - 581 693.8342 2 1385.6537 0.13 34.9 54.8
K.EFNAETFTFHADIQTLSEKER.Q XXXX XXXX 525 -545 633.7996 4 2531.1639 2.21 32.3 80
R,MPCAEDYLSVVLNQLQVLHEK,T XXXX XXXX 470 - 490 816.7379 3 2447.1899 0.8 48.2 132.7
R,FKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQQPFEDHVK,L XXXX XXXX 35-65 737.7833 5 3683.8968 2.84 48.3 61.6
K. KLVAASQAALGL.- XXX XXXX 598 - 609 593.3654 2 1184.7129 2.76 47.4 79.5
R,RPQFS ALEVDETYVPK.E XXX XXXX 509 - 524 949.4729 2 1896.9292 1.14 28.9 73
R,NEQFLQHKDDNPNLPR,L XXX XXXX 123 - 138 496.7409 4 1982.9269 3.74 19.1 65.9
K,RMPQ AEDYLSVVLNQLCVLHEK.T XXX XXXX 469 - 490 868.7722 3 2603.291 1.39 47.2 93.2
K,AAFTEQCQAADK,A XXX XXXX 187 - 198 651.2797 2 1300.5428 1.58 16.4 81.7
K.LQTVATLR.E XX XXXX 98 - 105 460.768 2 919.9161 5.82 19.4 38.9
K_LVNEVTEFAK_T XX XXXX 66 - 75 597.3258 2 1192.6340 2.62 23.3 45.8
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R.RHPYFYAPELLFFAKR.Y X XXXX 169 - 184 525.5388 4 2098.1153 5.2 36.4 55
R.LVRPEVDVM CTAFHDNEETFLK.K XXXX XXX 139 - 160 660.0733 4 2636.2615 8.31 33.9 50.7
K.RMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEK TPVSDR.V XX XXX 469 - 496 652.7326 5 3258.6199 2.000 46.2 52.5
K.DLGEENFKALVLIAFAQYLQQQPFEDHVK.L XX XXX 37-65 853.1865 4 3408.7064 3.04 50.5 81
R.MPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDR.V XX XXX 470 - 496 776.6392 4 3102.5188 2.81 48 38.1
K.YICENQDSISSK.L X XXX 287 -298 715.8316 2 1429.6395 6.40 14.2 71.1
R.LVRPEVDVMCTAFHDNEETFLK K.Y X XXX 139 - 161 692.0975 4 2764.3564 1.67 33.1 31.3
K.VHTECCHGDLLECADDRADLAK.Y XXX 265 - 286 615.2785 4 2457.0723 5.11 22.6 39.2
K.QEPERNECFLQHKDDNPNLPR.L XXXX XX 118 - 138 656.5665 4 2622.2245 4.66 21.2 10.6
K.VHTECCHGDLLECADDRADLAK.Y XXXX XX 265 - 286 615.2764 4 2457.0723 1.71 22.9 36
K.SLHTLEGDKLCTVATLR.E XXXX XX 89 - 105 640.3523 3 1918.0346 0.25 32.4 97.7
K.KVPQVSTPTLVEVSR.N XXX XX 438 -452 561.9947 3 1682.9567 3.22 24.9 32,5
R.RPCFSALEVDETYVPK .E XX XX 509 - 524 633.3193 3 1896.9292 3.61 29.5 17.8
K.QEPERNECFLQHKDDNPNLPR.L XX XX 118 - 138 656.5656 4 2622.2245 3.4 18.4 50.1
K.QEPERNECFLQHKDDNPNLPR.L XX XX 118 - 138 656.5658 4 2622.2245 3.61 18.7 55.8
R.LVRPEVDVM CTAFHDNEETFLK K XX 139 - 160 671.0823 4 2680.2877 4.6 34.5 30.7
K.RMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEK.T XX 469 - 490 662.838 4 2647 2.1 45.9 62.6
K. TYETTLEKCCAAADPHECYAK.V XX 376 - 396 598.5154 4 2390.0229 4.04 27.2 13.7
R.LVRPEVDVM CTAFHDNEETFLKK.Y XX 139 - 161 703.1049 4 2808.3826 2.47 32.6 21.4
K.QEPERNE(CFLQHKDDNPNLPR.L X XX 118 - 138 656.5656 4 2622.2245 3.4 18.66 50
K.EQLKAVMDDFAAFVEK.C X XX 566 - 581 628.9874 3 1883.9339 3.49 39.8 60.7
K.CCTESLVNR.R X XX 500 - 508 534.748 2 1067.474 7.01 14.5 46
K. RMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEK.T XX 469 - 490 662.8393 4 2647.3172 4.06 46.1 19.6
K.QEPERNECFLQHK DDNPNLPR.L X X 118 - 138 656.5652 4 2622.2245 2.77 18.7 30.2
R.ETYGEMADQCAK.Q X X 106 - 117 628.7630 2 1363.5094 1.45 17.3 56.2
K. ALVLIAFAQYLQQQPFEDHVKLVNEVTEFAK.T X X 45 -175 902.7292 4 3606.8796 2.24 49.6 26.6
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K.CCTESLVNR.R X 500 - 508 534.7462 2 1067.474 3.65 15.7 53
K.LKECCEKPLLEK.S X 299 - 310 492.9346 3 1475.7728 6.28 16.7 18.3
K.TCVADESAENCDK.S X 76 - 88 714.7895 2 1427.5545 6.92 11.5 14.5
RMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEK.T X 470 - 490 1246.6201 2 2496.2161 3.86 48.2 51.5
K.QEPERNECFLQHKDDNPNLPR.L X 118 - 138 667.5730 4 2666.2507 4.55 18.4 40.3
K.QEPERNECFLQHKDDNPNLPR.L X 118 - 138 663.313 4 2649.2242 -0.51 19.5 22.7
K.QEPERNECFLQHKDDNPNLPR.L X 118 - 138 5342578 5 2666.2507 0.79 19.6 14.3
K.VHTECCHGDLLECADDRADLAK.Y X 265 - 286 615.2772 4 615.2772 3.00 22.5 23.7
KNYAEAKDVFLGMFLYEYAR.R X 342 - 360 782.0522 3 2343.1246 4.35 43.4 30.9
R.ETYGEMADCCAK.Q X 106 - 117 682.7621 2 1363.5094 0.18 17.3 40.8
K.QNCELFEQLGEYK .F X 414 - 426 822.8834 2 1643.7051 1.30 32.4 26.8
K.ALVLIAFAQYLQQCPFEDHVKLVNEVTEFAK.T X 45 -75 913.7353 4 902.7292 1.67 49.2 22.5
K.VFDEFKPLVEEPQNLIK.Q X 397 -413 697.0477 3 2088.1143 3.36 35.9 15.9
R.LVRPEVDVMCTAFHDNEETFLK K X 139 - 160 660.0757 4 2636.2615 4.6 35.6 14.1

R.RPCFSALEVDETYVPK.E X 509 - 524 633.3184 3 1896.9292 2.24 28.4 69
K. RMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEK.T X 469 - 490 651.8323 4 2603.291 3.48 46.9 96.6
K. AAFTECCQAADK.A X 187 - 198 651.2823 2 1300.5428 5.63 16.2 57.1
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Como un ejemplo de aquellos péptidos modificados que solamente se encontraron en HSA incubada
con EtO y no en muestras control, se tomé el R MPCAEDYLSVVLNQLCVLHEK.T. Los espectros
de secuenciacién de novo de este péptido obtenidos para albimina control, albimina incubada con
EtO en relacién molar 1:100 y 1:1000 se presentan en la Figura 32. Dicho péptido equivale a los
aminodcidos 470 — 490 de la secuencia de HSA de 609 AA. La diferencia de masa para fragmento
b(3) entre albiimina control e incubada con EtO era de 44.0262, confirmando hidroxietilaciéon en
residuo de cisteina 472. Cabe sefialar que el error de masa entre valor tedrico y experimental resulto
ser nulo, lo que confirma que la diferencia encontrada corresponde a la modificacién por

hidroxietilacion. En importante, que la modificacién solamente fue detectada en albimina expuesta

a EtO.
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Figura 32. Espectros de masas en tandem del péptido R.MPCAEDYLSVVLNQLCVLHEK.T
resultante de los digestos de: Albimina control (a); albimina-EtO en relacién 1:100 (b); y albimina-

45



EtO en relacion 1:1000 (c). Se observa Am/z = 44.0262 del fragmento b(3) entre albimina control e
incubada con EtO.

Siguiendo la misma estrategia para todos péptidos modificados, se anotaron los residuos de
aminodcidos en los que ocurri6 la hidroxietilacion; estos residuos se marcaron en color rojo en la
primera columna de Tabla 8. En base a la secuencia de 609 aminodcidos en albiimina (la secuencia
fue obtenida mediante la padgina web uniprot.org), en la Figura 33 se marcan los residuos encontrados
con grupo etanoyl. Con color verde se presentan modificaciones encontradas para ambos excesos de
EtO respecto HSA, en color azul se resaltan aquellas modificaciones encontradas exclusivamente en

la relacién molar 1:100 y con rojo las modificaciones exclusivas para la relacién 1:1000.

1 MKW VTFISLL FLFSSAYSRG VFRR DAHKSE VAHRFKDLGE ENFKALVLIA
51 FAQYLQQ CPF EDHV KLVNEV TEFA KTCVAD ESAENCD KSL HTLFGDKL CT
101 VATLRETYGE MAD CCAKQEP ERNECFLQHK DDNPNLPRLV RPEVDVM (CTA
151 FHDNEETFL K KYLYEIAR RH PYFYAPELLF FAK RYKAAFT ECCQAAD KAA
201 CLLPKLDELR DEG KASSAKQ RLKCASLQKF GERAFKAWAYV  ARLSQRFPKA
251 EFAEVSKLVT DLTKVHTEC C HGDLLECADD RADLAKYI CE NQDSISSKL K
301 ECCEKPLLEK SHCIAEVEND EMPADLPSLA ADFVES KDVC KNYAEAKDVF
351 LGMFLYEYAR RHPDYSVVLL LRLAKTYETT LEKCCAAADP HECYAKVFDE
401 FKPLVEEPQN LIKQNCELFE QLGEY KFQNA  LLVRYTK KVP  QVSTPTLVEV
451 SRNLGKVGSK CCKHPEAK RM PCAEDYLSVV LNQLCVLHE K TPVSDRVTKC
501 CTESLVNR RP  (CFSALEVDET YVPKEFNAET FTFHADI CTL SE KERQIKKQ
551 TALVELVKHK PKATKEQLKA VMDDFAAFVE KCCKADDKET CFAEEGKKLV

601 AASQAALGL

Figura 33. Anotacién de los sitios especificos de modificacidn por hidroxietilacion en la secuencia
de 609 aminodcidos de HSA. (azul- residuos encontradas solamente para el exceso molar de EtO
respecto a HSA 100:1; rojo — residuos encontrados para el exceso molar 1000:1; azul — residuos
encontrados para ambos excesos molares del EtO).

A manera de resumen, en la Tabla 9 se sefiala el nimero de cada una de las modificaciones
encontradas, dependiendo de las condiciones de exposicién. De acuerdo con los datos obtenidos en
el andlisis de aminodcidos libres (seccidn 4.2), el aminodcido mdas susceptible a la modificacién por
EtO result6 ser cisteina, con 20 sitios de hidroxietilacion en total; entre ellos, dos sitios comunes con
HSA control, 12 mas en la HSA expuesta a cualquier exceso de EtO, una y cinco en HSA incubada
con exceso de EtO 100:1 y 1000:1, respectivamente. Es importante que, en contraste a otros
aminoacidos, el grupo mds vulnerable a hidroxietilacién en cistefna es el grupo tiol y que el nimero
de modificaciones aumenté con el creciente exceso molar de EtO respecto a la proteina.

Tabla 9. Numero de residuos de cada uno de los aminodcidos encontrados como modificados por
hidroxietilacién, dependiendo de las condiciones de exposicion.

Muestra Niimero de modificaciones en amino4cidos individuales
Cisteina (C) Lisina (K) Arginina (R) total
HSA control 2 0 0 2
EtO:HSA 100:1 y 1000:1 14 10 4 28
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EtO:HSA 100:1 1 0 2 3

EtO:HSA 1000:1 5 7 0 12

En el caso de lisina, no se encontraron residuos modificados en la proteina control, mientras que la
incubacién con EtO caus6 adicién de diez grupos etanoyl comunes para dos diferentes condiciones
de exposicion y siete adicionales, cuando el exceso molar de EtO era de 1000:1. En total, fueron 17
residuos de lisina hidroxietilados en el grupo e-amino (ver la seccién 4.2).

Los residuos de arginina fueron relativamente menos susceptibles a la hidroxilacién con seis
modificaciones detectadas en un total de las muestras y sus repeticiones. Cabe recordar que, en este
aminodcido, el grupo vulnerable es el de guanidino; como se observa en la Tabla 9, cuatro argininas
hidroxietiladas fueron encontradas tanto para exceso de EtO 100:1 como 1000:1; dos adicionales
fueron detectadas para el exceso 100:1.

En total, se hallaron 43 sitios de modificacién por hidroxietilacién en la secuencia del HSA (Tabla
9); este resultado sugiere una parecida reactividad de EtO comparando con tipicos agentes glicantes.
Por ejemplo, en un estudio anterior donde HSA fue expuesto a metilglioxal en relacion molar 1:110,
el nimero total de modificaciones encontradas en lisina, arginina y cisteina era de 39 [86].
Finalmente, es importante mencionar que los cambios estructurales en los residuos de cisteina,
arginina, y lisina por hidroxietilacién parecen no afectar la eficacia del corte de sus respectivos
enlaces peptidicos por actividad de la tripsina. Como se puede observar en la Tabla 8, varios de los
péptidos tienen modificados residuos de aminodcidos terminales, es decir, a pesar de grupo ethanolyl
unido al aminodcido (grupo tiol en C, grupo guanidino en Arg, grupo g-amino en L), la enzima realiza
el corte de la cadena peptidica en este sitio.

Otro aspecto importante, digno de sefialar es que la cisteina modificada en el péptido
K.ALVLIAFAQYLQQCPFEDHVK.L corresponde al residuo 54 de la secuencia de 609 aminoéacidos
en HSA (34 en base a la secuencia de 585 AA). Este resultado queda confirmado por la presencia de
Cys-34 hidroxietilada en otros péptidos que contienen parte de la misma secuencia, por ejemplo:
K.DLGEENFKALVLIAFAQYLQQCPFEDHVK.L y
K.ALVLIAFAQYLQQCPFEDHVKLVNEVTEFAK.T (Tabla 8).

La estructura tridimensional de la albimina de suero humano consiste en tres dominios homélogos, 1
(residuos 1-195), II (196-383) y III (384-585), los cuales se encuentran dispuestos en a-hélice
antiparalelas y son estructuralmente similares, a su vez, se encuentran subdivididos en dos
subdominios (A con 6 hélices y B con 4 hélices). HSA contiene 35 residuos de cisteina, de los cuales
34 estan involucrados en 17 puentes de disulfuro, que estabilizan la estructura globular de esta
macromolécula, ademds HSA tiene 58 residuos de Lisina y 24 de Arginina [87]. La Figura 32 muestra
el modelo de la estructura tridimensional de HSA. La Cys-34 se encuentra en el fondo de una grieta
semiabierta en subdominio IA, es la tnica cisteina en la secuencia HSA que no participa en la
formacién de puentes disulfuro y contribuye fuertemente en las propiedades antioxidantes de la
proteina. Por otro lado, este residuo participa en la unién de algunos iones metélicos y de varios
farmacos tales como cisplatino, D-penicilamina y N-Acetilamina, pero es también un blanco de
modificaciones [88]. Es importante que la modificacién de residuos de AA en una proteina mediante
agentes glicantes y por hidroxietilacién puede afectar la capacidad de dicha proteina para unir y
transportar diferentes tipos de compuestos [89].
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Figura 34. Modelo tridimensional de albiimina de origen humano obtenido mediante la pagina web
Uniprot.org

Aunado a los residuos de cisteina, se sabe que también los residuos de arginina y lisina, son
susceptibles al proceso de glicacion, debido a sus fuertes propiedades nucleofilicas, y que este tipo
de modificacion puede afectar tanto la estructura tridimensional como la funcionalidad de las
proteinas [86].

Con estos antecedentes, parecia importante verificar si las modificaciones introducidas en HSA por
el contacto con EtO podrian afectar su capacidad para unir los fairmacos.

4.5 Efecto de la modificacion de albiimina sobre la interaccion de proteina con agentes
terapéuticos (caso de cloranfenicol).

La albimina en el suero representa un 52-60% de las proteinas solubles circulando en el torrente
sanguineo y tiene multiples funciones fisiol6gicas; entre ellas, al combinarse con compuestos tanto
endogenos como exdgenos, facilita su transporte hasta los sitios especificos de accién [90, 91]. Los
subdominios IIA y IIIA de la estructura tridimensional de HSA son considerados como principales
sitios de enlace de firmacos. El subdominio IIA tiene una cavidad hidréfoba cuya geometria
determina la unién con farmacos. En esta cavidad (regiéon Sudoeste I, Sudlow I en inglés), se
encuentra el dnico residuo de triptéfano (Trp-214), el cual actda como fluoréforo intrinseco de la
proteina (Figura 33a). Es por ello que, cambios de fluorescencia de HSA se utilizan para monitorear
la captacion de un farmaco por la proteina [92]. El “quenching” de fluorescencia es usualmente
observado en la regién 300-350 nm, al utilizar las longitudes de onda de excitacidon 280-290 nm [93],
[94].

Sudlow I1

(b)
\ e : OH OH
(o bl 1. o HN
RSTE oy 1 a
O~ 0

Sudlow I

48



Figura 35. Estructura de HSA, en la cual se marcan subdominios y regiones; se observa la cavidad
en la region sudoeste I (Sudlow I) donde se encuentra Trp-214 [95] (a) y la estructura de cloranfenicol

(b).

Se ha estudiado la interaccidn de diferentes tipos de farmacos con HSA, entre ellos, el cloranfenicol
(clornitromicina). Es un antibiético de amplio espectro, efectivo contra bacterias tanto Gram-positivas
como Gram-negativas, incluyendo bacterias anaerébicas. Se utiliza principalmente en preparaciones
topicas (pomadas y gotas para los ojos) para el tratamiento de conjuntivitis bacteriana [96]. Se ha
reportado su interaccién con HSA y relacionado con ello quenching de fluorescencia nativa del HSA
[97]. El objetivo de esta parte del proyecto de tesis ha sido evaluar el efecto de la modificacién del
HSA por EtO en la capacidad de la proteina de unir cloranfenicol, utilizando para ello el sistema de
inyeccion de muestra al flujo continuo de un portador (FIA) y deteccién fluorimétrica (FLD).
Para realizar el trabajo experimental, se prepararon las siguientes soluciones:
- Tampé6n de bicarbonato de amonio, 50 mmol/L, pH 7.8;
- Albtimina de suero humano 0.5 mg/mL (7.5 uM) en el tampén de bicarbonato de amonio;
- Solucién de NaCl, 5 mol/L;
- Solucién stock de cloranfenicol 3 mmol/L en tampon de bicarbonato;
- Solucién de EtO en metanol, diluida 1:20 con el tampén de bicarbonato de amonio;
- Mezclas de reaccién albimina:éxido de etileno 1:1000:
A. Blanco - solucién de albimina 0.5 mg/mL (7.5 umol/L) en el tampén de bicarbonato de
amonio. En un tubo Eppendorf, agregar 75 uL de la solucion stock de albtimina 0.50 mg/mL
(0.0075 mmol/L, 7.5 umol/L), completar hasta un volumen de 150 uL. con tampon de
bicarbonato de amonio (0.0037 mmol/L, 3.7 umol/L de albimina)
B. Solucién de albtimina:éxido de etileno 1:1000 en tampdn de bicarbonato de amonio;
- Mezclas de reaccion albamina (A) : cloranfenicol; se examinaron tres concentraciones del farmaco
preparando las soluciones de acuerdo con Tabla 10. Cada una de las soluciones contenia albtimina
1.875 pmol/L, NaCl1 0.15 mol/L y el volumen final fue de 300 puL. Todas las mezclas fueron incubadas
por 24 h a 37°C.

Tabla 10. Elaboracion de las soluciones de albamina con cloranfenicol

Solucién A, Cloranfenicol 3mmol/L, | "¢ Fimal | N el (S mol), | Tampon,
L L cloranfenicol, L L
H K mmol/L K K
150 0 0 9.0 141
150 8.0 0.08 9.0 133
150 10 0.10 9.0 131
150 20 0.20 9.0 121

- Mezclas de reacciéon albimina modificada con EtO (B):cloranfenicol; se examionaron tres
concentraciones del farmaco preparando las soluciones de acuerdo con Tabla 11. Cada una de las
soluciones contenia albimina 1.875 pmol/L, NaCl 0.15 mol/L y el volumen final fue de 300 pL.
Todas las mezclas fueron incubadas por 24 h a 37°C.

Tabla 11. Elaboracién de las soluciones de albtimina modificada con EtO (B) con cloranfenicol
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Solucién B, Cloranfenicol Conc. Final cloranfenicol,| NaCl (5 mol/L), Tampon,
L 3mmol/L, 1L L
0 uL mmo u uL
150 0 0 9.0 141
150 8.0 0.08 9.0 133
150 10 0.10 9.0 131
150 20 0.20 9.0 121

- Blancos de cloranfenicol: se prepararon soluciones del farmaco 0, 0.08, 0.10, 0.20 mmol/L, igual
como se presenta en las Tablas 10 y 11, pero sin agregar albiimina. Estas soluciones tambien se
incubaron por 24 h a 37°C.

Todas las soluciones que se acaban de describir, se prepararon por duplicado. En la tabla 12, se
presenta anotacion de las soluciones preparadas, en secuencia de su anélisis.

Tabla 12. Secuencia de las soluciones preparadas para su andlisis

# Composicion E:T(])(r)?/ngemcol, Albimina, pmol/L Zﬂ?ﬁ:ﬁ&?};ﬁﬁzco
1 Albumina (A) 0 1.875 -

2 Albumina (A) 0 1.875 -

3 Cloranfenicol 80 0 -

4 (A):cloranfenicol 80 1.875 1:43
5 (A):cloranfenicol 80 1.875 1:43
6 Cloranfenicol 100 0 -

7 (A):cloranfenicol 100 1.875 1:53
8 (A):cloranfenicol 100 1.875 1:53
9 Cloranfenicol 200 0 -

10 | (A):cloranfenicol 200 1.875 1:107
11 | (A):cloranfenicol 200 1.875 1:107
12 | Blanco albimina 0 1.875 -

13 | Albimina:EtO (B) 0 1.875 -

14 | Albimina:EtO (B) 0 1.875 -

15 | Cloranfenicol 80 0 -

16 | (B):Cloranfenicol 80 1.875 1:43
17 | (B):Cloranfenicol 80 1.875 1:43
18 | Cloranfenicol 100 0 -

19 | (B):Cloranfenicol 100 1.875 1:53
20 | (B):Cloranfenicol 100 1.875 1:53
21 | Cloranfenicol 200 0 -

22 | (B):Cloranfenicol 200 1.875 1:107
23 | (B):Cloranfenicol 200 1.875 1:107

Las soluciones obtenidas fueron introducidas al sistema FIA-FLD. Para esto, cada una de ellas fue
transferida a un vial, el cual fue colocado en el automuestreador siguiendo la secuencia presentada en
Tabla 12. Se utilizo el cromatégrafo de liquidos modelo 1200 de Agilent Technologies, sin columna.
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Con ayuda del automuestreador, las alicuotas de 5 puL. de cada solucion fueron inyectadas al flujo
continuo del formiato de amonio 40 mmol/L en agua, manteniendo la velocidad del flujo 0.5 mL/min.
De esta manera, se realizo el transporte de las soluciones al detector fluorimetrico (modelo G1321 A,
Aguilent Technologies) utilizando la longitudes de onda de excitacién 275 nm y midiendo la emision
a 305 nm. Los datos obtenidos fueron calibrados y procesados en modo Batch mediante el Software
ChemStation, con la finalidad de obtener el reporte basado en altura de picos en fiagrama.

Como resultado de interaccién de HSA con cloranfenicol se espera la disminucién de fluorescencia
nativa de la proteina; para observar este efecto, se prepararon las soluciones 1-11 (Tabla 12). Para
examinar si la modificacién de HSA con EtO influye en la capacidad de la proteina para unir el
farmaco, se prepararon las soluciones 13-23 (Tabla 12). En todas estas soluciones se realizé la
medicién de fluorescencia de HSA, empleando el sistema FIA-FLD descrito en el parrafo anterior.
Cabe sefialar que FIA permite un ripido y altamente reproducible transporte de pequefias porciones
de la muestra al detector, registrando un fiagrama en el modo de adquisicién de datos en tiempo real.
De esta manera, el fiagrama estd compuesto por una serie de sefales simétricos y angostos, cuya
altura y 4rea son proporcionales a la concentracién de analito en la muestra. Al medir sefal de
fluorescencia especifico para HSA nativa (conferida por Trp-214) se pueden detectar cambios de la
sefial fluorimétrica debidas a la interaccién de la proteina con el farmaco.

Los primeros experimentos en esta parte de trabajo se realizaron sin agregar cloruro de sodio a las
soluciones 1-23 y no se observé el efecto de quenching de fluorescencia de HSA por interaccién con
el farmaco. Sabiendo que la concentracion fisioldgica de la sal es de 0.9% m/v (0.15 mol/L) y que el
incremento de fuerza idnica causa una mejor interaccién entre especies en la solucién acuosa, se
decidi6 agregar cloruro de sodio 0.15 mol/L a todas soluciones que fueron preparadas (1-23). El otro
punto importante es que los blancos de cloranfenicol (muestras 3, 6, 9, 15, 18, 21, Tabla 12) no
presentaron sefial de fluorescencia en las condiciones utilizadas.

Para albumina control que no fue expuesta a EtO, los resultados de medicién de fluorescencia en
presencia de diferentes concentraciones de cloranfenicol se presentan en la Tabla 13. Se observa que,
después de 24 horas de exposicion al fAirmaco, ocurre la disminucién de fluorescencia de HSA y que
esta disminucién aumenta conforme incrementa la concentracién del farmaco, llegando al 15.1% de
quenching de fluorescencia en presencia de cloranfenicol 200 umol/L (relacién molar
cloranfenicol:HSA 107:1).

Tabla 13. Resultados obtenidos por FIA-FLD para muestras de albimina control (solucién A)
expuesta a diferentes concentraciones de cloranfenicol.

Muestras* | Cloranfenicol, pmol/L | Altura de sefial FLD** | CV, %*** | Sefal relativa, %****
1,2 0 20.4 3.0 100
4,5 80 18.5 4.2 90.7
7,8 100 18.1 10.2 88.8
10, 11 200 17.3 4.3 84.9

* - nimeros corresponden a la anotacion de secuencia en la Tabla 12; ** - Valor promedio en base a
tres inyecciones de dos muestras preparadas de manera independiente (n=6); *** - coeficiente de
variacion en base a valores FLD individuales n=6; ****- calculado normalizando la sefial promedio
por la de albiimina sin agregar farmaco

Para albtimina modificada con EtO, los resultados de medicién de fluorescencia después de 24 horas
del contacto con diferentes concentraciones de cloranfenicol se presentan en la Tabla 14. En este caso
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también ocurre disminucién de fluorescencia; sin embargo, el efecto observado es mds notorio

comparando con albimina no modificada, con el quenching de 17.3% en presencia de cloranfenicol
200 pumol/L (relacién molar cloranfenicol:HSA 107:1).

Tabla 14. Resultados obtenidos por FIA-FLD para muestras de albimina modificada con EtO
(solucién B) expuesta a diferentes concentraciones de cloranfenicol.

Muestras* | Cloranfenicol, umol/L | Altura de sefial FLD** CV, %*** | Sefial relativa, %****
13, 14 0 22.6 7.8 100
16, 17 80 20.2 8.4 89.2
19, 20 100 18.8 1.0 87.0
22,23 200 18.7 3.0 82.7

* - nimeros corresponden a la anotacidn de secuencia en la Tabla 12; ** - Valor promedio en base a
tres inyecciones de dos muestras preparadas de manera independiente (n=6); *** - coeficiente de
variacién en base a valores FLD individuales n=6; ****- calculado normalizando la sefial promedio
por la de albiimina modificada con EtO y sin agregar firmaco

Los resultados correspondientes a la disminucién de fluorescencia causada por interaccién con el
farmaco de proteina control y la modificada con EtO se presentan de manera gréafica en la Figura 34.
En particular, se trazan cambios relativos de la fluorescencia de HSA nativa (en azul) y de HSA
modificada con EtO (en rojo), en funcién de la concentracién del cloranfenicol. Se presentan valores
promedios con respectivas desviaciones estdndar y se observa claramente que el farmaco causé un
mayor quenching de fluorescencia para albimina modificada respecto control. Este resultado sugiere
que la modificacion de HSA con EtO aument6 la capacidad de proteina en la interaccién con el
cloranfenicol en las condiciones in vifro empleadas. Cabe sefialar que para albiimina, no se
encontraron estudios previos sobre efecto de hidroxilacién en la secuencia de aminodcidos sobre la
interaccion de la proteina con farmacos. Por otro lado, en el caso de albtimina glicada, se ha reportado
tanto incremento como la disminucién en su interaccion con diferentes agentes, incluyendo fairmacos,
dependiendo del tipo de ligando y de las condiciones de exposicién [98, 99, 100, 101].

Efecto de antibiotico

105.00
=
o
£ |100.00 +
© ‘o
£
£ | 95.00 .
2 | 90.00 ? f
2 S 2
= B S
] ST
€800 e e .
% ............ .¢
X | 80.00
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25

Concentracion del cloranfenicol (mmol/L)
52



Figura 36. Efecto de la concentracion de cloranfenicol sobre fluorescencia de albimina modificada
con EtO (rojo) y albimina control que no estaba en contacto con EtO (azul).

En base a las modificaciones encontradas en la secuencia de HSA después de su incubacién con EtO
(Fig. 16), se propone que la hidroxilacién en algunos o en todos residuos de aminodcidos causé
cambios en estructura tridimensional de la proteina que favorecieron el acceso de cloranfenicol a los
sitios de su unidn, sobre todo en la regién sudoeste IA. No obstante, no se puede hacer ningin tipo
conclusién general ya que los efectos fueron observados en condiciones in vitro especificos y estos
efectos podrian ser diferentes al cambiar tipo de farmaco, la relacién molar firmaco:proteina o al
modificar la composicién de las mezclas.

5 Conclusiones

El objetivo del proyecto de tesis fue obtener nuevas evidencias sobre las modificaciones de albimina
de suero humano (HSA) por exposicién al 6xido de etileno (EtO), empleando como herramienta
analitica la espectrometria de masas. El trabajo se realiz6 en tres etapas: (1) andlisis de las
modificaciones de aminodcidos libres por EtO; (2) asignacion de sitios especificos modificados por
hidroxietilaciéon en la secuencia de aminoacidos de HSA; (3) evaluacion del efecto de las
modificaciones en HSA sobre la capacidad de la proteina para captar farmacos, utilizando como
ejemplo el cloranfenicol. Las conclusiones formuladas en base dos resultados obtenidos en las tres
etapas se presentan a continuacion.

Etapa 1.

Se establecieron las condiciones de exposicion in vitro de Cys, Lys, Arg, His y Met a EtO y las
soluciones obtenidas fueron introducidas al espectrometro de masas de alta resolucién mediante
electronebulizacion, utilizando el sistema ESI-QTOF-MS, modelo maxis Impact de Bruker Daltonics.
En base a espectros MS y MS/MS adquiridos, se establecio el siguiente orden decreciente de la
susceptibilidad de aminodcidos a la hidroxietilacién: Cys > Met > His > Lys > Arg. En estos
aminoécidos se detectaron aductos con hasta tres grupos hidroxietilo, siendo principales blancos de
modificacion, el grupo tiol en Cys, el grupo e-amino en Lys, el grupo guanidino en Arg, el grupo a-
amino en Met e His. Puesto que los grupos a-amino participan en los enlaces peptidicos, no son
susceptibles a las modificaciones si forman parte de la estructura de las proteinas. De alli, los
aminoacidos potencialmente modificados por EtO en HSA deberian ser Cys, Lys y Arg.

Etapa 2.

El primer reto consisti6 en proponer las condiciones de exposicion de HSA a EtO, siendo los puntos
criticos: la solubilidad de HSA, la cantidad de EtO disponible, la presencia de metanol en el producto
comercial del EtO, la seleccién de la relacion molar EtO:HS A, la seleccién del tampén y del pH para
asegurar las condiciones cercanas a las fisiologicas. Una vez establecidos todos pardmetros, se
realizaron experimentos planeados y se llevé a cabo el andlisis por MALDI-QTOF MS para verificar
que la proteina qued6 modificada. Aunque los resultados obtenidos fueron solamente orientativos, se
observd claramente el aumento de masa de HSA después de la incubacion con EtO, el cual fue mas
notorio cuando se aplicé relacion molar EtO:HSA 1000:1 respecto 100:1. A continuacion, se realiz6
el andlisis protedmico tipo bottom-up utilizando el sistema capHPLC - ESI-QTOF MS y el programa
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ProteinScape para andlisis de datos. Los perfiles de elucién de péptidos presentaron diferencias entre
muestras de HSA control y la proteina incubada con EtO en dos diferentes relaciones molares. En
cuanto al nimero de los péptidos, se encontraron en total 404, de los cuales 176 fueron comunes para
todas muestras y 260 fueron comunes para albimina modificada con EtO. El aumento de péptidos en
HSA expuesta a EtO asi como la deteccién de 26 y 74 péptidos adicionales, presentes solamente en
albimina con exceso de EtO 100:1 y 1000:1, respectivamente, indica que EtO introdujo
modificaciones en los péptidos, incrementando el grado de modificacién conforme aumentaba el
exceso molar de EtO respecto a la proteina. En base a los resultados de la etapa I, se definieron seis
modificaciones variables permitidas en la identificacién de péptidos. Con estas modificaciones se
identificé la albimina de suero humano en todas las muestras, con muy similar porcentaje de
cobertura para proteina control e incubada con EtO, lo que reafirmé adecuada definicién de las
modificaciones. En la secuenciacién de novo, se encontraron en total 68 péptidos modificados, de los
cuales 28 fueron encontrados al menos tres veces en el andlisis de HSA incubado con EtO en exceso
molar 100:1; en HSA incubado con EtO en exceso molar 1000:1, el nimero de péptidos modificados
encontrados al menos tres veces fue de 33. Cabe mencionar que, en ambos casos se obtuvieron dos
replicas bioldgicas y dos técnicas, es decir se adquirieron cuatro conjuntos de datos por muestra en
total. Se marcaron los residuos de aminoacidos modificados en la secuencia de albumina,
obteniéndose 43 sitios hidroxitelilados, lo que sugiere una parecida reactividad de EtO comparando
con tipicos agentes glicantes. Es importante sefialar que, mediante la evaluacién de otras posibles
modificaciones correspondientes a la diferencia de masas de aprox. 44, se asegur6 que la asignacion
de las modificaciones a la hidroxietilacién era correcta en todos los casos. El aminodcido mds
susceptible a la formacién del aducto con EtO resulté ser cisteina, con 20 sitios de hidroxietilacion
en total; entre ellos, dos sitios comunes con HSA control, 12 mds en la HSA expuesta a cualquier
exceso de EtO, una y cinco en HSA incubada con exceso de EtO 100:1 y 1000:1, respectivamente.
Puesto que, en cisteina, el grupo tiol es el mas vulnerable a hidroxietilacién mientras que en otros
aminoécidos la modificacién ocurre sobre grupos amino, parece que el blanco principal del EtO en
HSA es el grupo tiol. En el caso de lisina y arginina, no se encontraron residuos modificados en la
proteina control, mientras que la incubacién con EtO causé adicién de diez y cuatro grupos etanoyl
comunes para dos diferentes condiciones de exposicion, respectivamente. Ademads, para la relacién
molar EtO:HSA 1000:1, siete modificaciones mas fueron detectadas el residuos de lisina. Puesto que
la hidroxietilacién en lisina ocurre sobre el grupo e-amino y en arginina sobre el grupo guanidino, el
primero de ellos presenté mayor susceptibilidad a dicha modificacién en HSA.

En el andlisis de los péptidos, se ha demostrado que los cambios estructurales en los residuos de
cisteina, arginina, y lisina por hidroxietilacién no tuvieron efecto sobre la eficacia del corte de sus
respectivos enlaces peptidicos por actividad de la tripsina, ya que en varios péptidos tal corte
correspondi6 al residuo de aminoécido hidroxietilado.

En el contexto del papel de HSA como proteina transportadora de diferentes tipos de especies, entre
ellos farmacos, el importante hallazgo del trabajo era obtener evidencia de las modificaciones en
sitios de unién de farmacos, principalmente Cys-34.

Etapa 3

Para evaluar el efecto de la modificacién del HSA bajo exposicién al EtO sobre su capacidad de
unir/transportar farmacos, se seleccioné un antibiético de amplio espectro - el cloranfenicol. Se
midieron los cambios de fluorescencia nativa del HSA después de su incubacién con el fairmaco,
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aplicado en tres diferentes concentraciones para asegurar su exceso molar respecto a la proteina de
43:1, 53:1 y 107:1. Las mediciones de fluorescencia se realizaron utilizando el sistema FIA-FLD, en
el cual el flujo fue controlado por la bomba HPLC y las longitudes de onda de excitacién y de emision,
empleadas en el detector, fueron 275 nm y 305 nm, respectivamente. Se verificdé que la
hidroxietilaciéon de HS A no tuvo efecto significativo sobre sus propiedades fluorescentes, ya que las
sefiales FLD promedio con respectivas desviaciones estdndar fueron 20.4 £3.0 y 22.6 £ 7.8, en HSA
control y en HSA incubado con EtO en relacién molar 1:1000, respectivamente. En presencia de
crecientes concentraciones de cloranfenicol, se observé el decremento paulatino de la sefial de
fluorescencia tanto para HSA control como para HSA-EtO; sin embargo, el quenching de
fluorescencia fue mds notorio para albimina modificada respecto control. Especificamente, después
de 24 horas de contacto de albimina con el exceso molar del firmaco 107:1, el porcentaje de
quenching para HSA control fue de 15.1% mientras que para la proteina modificada con EtO el
porcentaje fue de 17.3%. En base a estos resultados, se propone que la hidroxilaciéon encontrada en
los residuos de aminodcidos causé cambios en estructura tridimensional de la proteina que
favorecieron el acceso de cloranfenicol a los sitios de su unién, sobre todo en la region sudoeste IA.
No obstante, no se puede hacer ningtn tipo conclusién general ya que los efectos fueron observados
en condiciones in vitro especificas y podrian ser diferentes al cambiar tipo de farmaco, la relacién
molar farmaco:proteina o al modificar la composicidn de las mezclas.

Como la prospectiva para un posible trabajo futuro, es necesario realizar el estudio utilizando suero
humano con el fin de confirmar las modificaciones por hidroxietilacién encontradas en este trabajo y
proponer un posible biomarcador de la exposicién a EtO in vivo. En cuanto a la interaccién del HSA
con farmacos, seria interesante incluir otro tipo de moléculas de diferente estructura para entender
mejor el mayor quenching de fluorescencia observado para HSA-EtO incubada con cloranfenicol
respecto proteina control que no estaba en contacto con EtO.

Finalmente, los resultados obtenidos en este trabajo proporcionan una evidencia mds del gran
potencial de espectrometria de masas de alta resolucién en la caracterizacion estructural de diferentes
compuestos y en la confirmacidn/identificacién de los productos de reacciones quimicas.
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