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RESUMEN (en espanol)

La buisqueda de nuevos biomarcadores de enfermedades en general y tumores malignos en
particular es unc de los grandes campos de investigacion clinica. De los diferentes tejidos y
fluidos que pueden ser ohbjeto de andlisis, la orina constituye una muestra ideal para la
monitorizacién de estas sustancias dado que no requiere de métodos invasivos. Ademas, los
perfiles metaboldmicos en orina estan siendo objeto de investigacion para desarrollar nuevos
ensayos clinicos basados en este tipo de biomarcadores.

Por otro lado, las técnicas hibridas que combinan potentes técnicas de separacion
cromatograficas o electroforéticas con la espectrometria de masas en general y Ia
espectrometria de masas con fuente ICP en particular abre la posibilidad de nuevas estrategias
analiticas dentrc de este campo.

En nuestro caso, basandonos en estudios previos realizados en nuestro laboratorio, hemos
evaluado la posibilidad de utilizar las medidas de relaciones isctopicas de azufre en los
metabolitos presentes en la orina como método para detectar pacientes con determinadas
patologias como por ejemplo cancer de prostata. La hipdtesis fue la siguiente: al suministrar
una dosis de levadura enriquecida en 34S a un individuo sano y a un paciente, si el
metabolismo de estos individuos es diferente como consecuencia de la enfermedad, deberia
observarse la aparicion de un enriguecimiento isotopico en azufre diferente en algunos de los
metabolitos de azufre presentes en la orina de estos individuos. El objetivo principal de esta
tesis doctoral fue evaluar si esto es asi 0 no, ya que en caso afirmativo estos metabalitos
podrian proponerse como posibles biomarcadores de la enfermedad.

1- Sintesis de levadura enriquecida en azufre 34

En primer lugar se procedid a sintetizar levadura Saccharomyces Cerevisiae enriquecida en
azufre 34, Para ello se partio de la experiencia previa en nuestro grupo de investigacion en este
campo, pero modificando y optimizando algunos aspectos de los métodos anteriormente
desarrollados con objeto de obtener un enriquecimiento mayor en el isotopo 34 del azufre. Esta
levadura se empled en los estudios posteriores.

Por otro lado, se prepard un patrén de metionina enriguecida isotépicamente a partir de la
levadura sintetizada, con objeto de utilizarla en la determinacion de metionina en muestras de
interés clinico. En este sentido, se ha puesto a punto un método para la determinacion de
metionina en suero humano mediante dilucidn isotépica HPLC-ICP-MS. Este método fue
validado comparando los resultados obtenidos por nuestro método con los del HUCA
utilizando un método alternativo.
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2. Desarrollo de una metodologia analitica cuantitativa para la monitorizacion de
metabolitos de azufre en orina

Era esperable que los enriquecimientos isotdpicas de azufre en los metabolitos presentes en la
orina tras una dosis Unica de levadura enriquecida fuesen muy pequefios. Para poder detectar
diferencias entre individuos sanos y enfermos es necesario utilizar técnicas que alcancen una
alta precisién en la medida de relaciones isotdpicas. Por ello, se han comparado dos equipos
ICP-MS de doble enfoque, uno con deteccién secuencial y otro con deteccion simultaena,
fundamentalmente en lo que se refiere a la precision en la medida de relaciones isotdpicas. Los
resultados mostraron una clara ventaja del equipo multicolector midiendo relaciones isotdpicas
de azufre con los SEM a bajas concentraciones o con las copas de Faraday a concentraciones
elevadas.

Por otro lado, se ha desarrollado un método HPLC para separar los principales metabolitos de
azufre en orina, comparando diferentes tipos de cromatografia resultando la cromatografia de
fase reversa la que permitia la separaciéon de un mayor nimero de metabolitos. Ademas, se
utilizé un novedoso sistema de desolvatacion que permitia utilizar altas concentraciones de
disolvente organico en las fases maviles.

Finalmente con objeto de cuantificar el azufre endégeno y exdgeno presente en cada pico
cromatografico, se afadia en continuo un flujo post-columna de azufre 33 enriquecido y se
aplicd la herramienta matematica de IPD.

3. Evaluacion del enriquecimiento isotopico de azufre en orina de animales de
laboratorio tras suministrales una dosis de levadura enriquecida.

Se realizaron estudios tanto en ratas Wistar como en ratones C57 tras administrarles una dosis
de levadura enriquecida en 3. Los primeros estudios revelaron que la marca isotdpica se
podia observar en compuestos de azufre excretados en la orina, encontrandose a las 12 horas
el maximo de este enriquecimiento.

Posteriormente, se realizaron estudios entre ratones sanos y enfermos de cancer de préstata
para buscar diferencias en el enriquecimiento de azufre entre estas dos poblaciones. Un primer
estudio reveld ciertas diferencias en animales sanos y enfermos en un estadio avanzado de la
enfermedad. Por ello, se realizé un segundo estudio de los diferentes estadios de la
enfermedad durante 40 semanas. Se observaron diferencias entre las poblaciones de ratones
sanos y enfermos, desde estadios iniciales, utilizando para el tratamiento de datos técnicas
quimiométricas, tanto en lo que se refiere a la identificacion de los compuestos que
presentaban un comportamiento distinto en ambas poblaciones, como para establecer
diferencias globales entre las mismas.

RESUMEN (en Inglés)

The search of new biomarkers for general diseases and malignant tumors in particular, is one of
the big fields in clinical investigation. Of the different tissues and fluids that can be analyzed, the
urine is an ideal sample for these substances monitoring because non-invasive methods are
required. Besides, the metabolomics profiles in urine are under investigation to develop new
clinical trials based on such biomarkers.

On the other hand, the hybrid techniques that combine chromatographic or electrophoretic
powerful separation techniques with the general mass spectrometry and in particular with ICP
mass spectrometry open the possibility of new analytical strategies in this field.

In our case, based on previous studies carried out in our laboratory, we have evaluated the
possibility of using the sulfur isotopic ratios measurements in the urine metabolites as a method
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to detect patients with certain pathologies such as prostate cancer. The hypothesis was the
following: providing a dose of 34S enriched yeast to a healthy subject and to a patient, if the
metabolism of these subjects is different as a disease consequence, it should be observed the
appearance of a different sulfur isotopic enrichment in some sulfur metabolites presented in the
urine of these subjects. The main objective of this thesis was to assess whether this is so or not,
because if so these metabolites could be proposed as potential biomarkers of disease.

1-Synthesis of 34 sulfur enriched yeast

First, we proceeded to synthetized 34 sulfur enriched Saccharomyces Cerevisiae yeast. For
that, we started from the previous experience in our research group in this field, but modifying
and optimizing some aspects of the methods previously developed to obtain a higher degree in
sulfur 34 enrichment. This yeast was employed in later studies.

On the other hand, an isotopically enriched methionine solution was prepared from the
synthesized yeast, in order to use it in the methionine determination in samples of clinical
interest. In this sense, a method was optimized for the methionine determination in serum
samples through isotopic dilution HPLC-ICP-MS. This method was validated comparing the
result obtained by our method with the HUCA's results obtained using an alternative method.

2- Develop of an analytical quantitative methodology for the urine sulfur metabolites
monitoring

It was expectable that the sulfur isotopic enrichments in the urine metabolites after a single
dose of enriched yeast were poor. To detect differences between healthy and ill subjects is
necessary to employ techniques that achieve a high precision in isotopic ratios measurements.
Thus, two double focusing ICP-MS instrument have been compared, one with sequential
detection and other with simultaneous detection, in particular as regards the accuracy of
measurement of isotope ratios. The results showed a clear advantage of the mulcollector
instrument measuring sulfur isotopic ratios with the SEM at low concentrations or with the
Faraday cups at high concentrations.

On the other hand, an HPLC method has been developed to separate the main sulfur
metabolites in urine, comparing different chromatographic types, resulting the reversed phase
chromatography which allowed the separation of a greater number of metabolites. Moreover, a
new desolvation system was used allowing the introduction of high concentration of organic
solvent in the mobile phases.

Finally, in order to quantify the endogenous and exogenous sulfur presented in each
chromatographic peak, a continuous post-column flow of 33 enriched sulfur was added and the
IPD mathematic tool was applied.

3- Urine sulfur isotopic enrichment evaluation of laboratory animals after the
administration of an enriched yeast dose

Studied were carried out in Wistar rats as in C57 mice after the administration of 34S enriched
yeast dose. The first studies revealed that the isotopic mark could be observed in sulfur
compounds excreted in the urine, finding after 12 hours the enrichment maximum.

Later, studies between healthy and prostate cancer mice were carried out to find differences in
the sulfur isotopic enrichment between both populations. A first study revealed certain
differences between healthy and ill animals with advanced disease stage. Therefore, a second
study of the different stages of the disease was performed for 40 weeks. Differences between
healthy ill populations were observed, from the early stages, using chemometric techniques for
data treatment, both as regards the identification of compounds exhibiting a different behavior in
both populations, and to establish global differences between them.
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1.1- Importancia bioldgica del azufre

El azufre (S) es un componente esencial para todas las células, siendo el
tercer mineral mas abundante en el cuerpo después del calcio y el
fosforo. Se encuentra en la misma proporcién que el potasio y es un
poco mads abundante que el sodio o el cloro. En el cuerpo de un humano
de 70 kilogramos se podrian encontrar alrededor de 140 gramos de
azufre. Este elemento estd presente en multitud de compuestos
fundamentales para la vida como aminoacidos, péptidos y proteinas,
vitaminas, etc. [1,2]. Las estructuras quimicas de algunos de estos
compuestos se presentan en la Tabla 1.

Metionina
Cistei
Aminoacidos steina HS OH
azufrados NH,
i
Taurina S
HO™ \(\)\/\NHZ
O
Homocisteina HS\/\)J\OH
NH,
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HS
i H
Péptidos Glutatidn HOOC\/\)LN N._.COOH
H
NH, 0
N S
Tiamina (B1)
N HsC
Vitaminas
Biotina (B7 HNJ\NH
iotina (B7) H H
”"’“/\/\COOH
NH;
OHC Ch /
Enzimas Coenzima A b
0 OH
0=P-0
L
NH,
N N
CH N
Otros SAM ‘ooc é*a </ | )
(S-adenosil-I- TN o NT N
compuestos . g
metionina) NH;
OH OH

Tabla 1. Compuestos de azufre de importancia bioldgica
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Aminoacidos

El azufre se encuentran en 4 aminodcidos: metionina, cisteina, taurina y
homocisteina. Entre estos aminodcidos destacan la metionina y la
cisteina por ser aminoacidos esenciales para el hombre dado que no
somos capaces de sintetizarlos por nosotros mismos. Esto implica que la
Unica fuente de estos compuestos para el organismo es la ingesta
directa a través de la dieta (p.e. carnes, pescados, lacteos, huevos,
frutos secos, etc.). Las rutas metabdlicas alternativas a la utilizacion de
estos aminoacidos esenciales suelen ser largas y energéticamente
costosas [3].

Por ello, es muy importante tener una dieta equilibrada que pueda
aportarnos la cantidad necesaria de aminoacidos esenciales. A partir de
ellos se obtienen multitud de compuestos necesarios para el correcto
funcionamiento del organismo. Como ejemplo, en la Figura 1 se
muestran las principales rutas metabdlicas de la metionina en
mamiferos.
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Proteinas de la dieta

ADN, ARN i
i v MAT
Purinas Metionina
T R
THF SAM

Metilacian defofolipidos,

.j‘ proteinas mielinar, catecolaminas,
Mets creatina, camiting, ADN, ARN

5,10-metilentetrahidrofolato itz ming
5AH

MTFHBR Q 812 / R-CHs

Metilentetrahidrofolato

Hemacisteina CBS: cistationina- B—sintetasa

N MAT: metionina adenosiltransferasa
Serina Vitamina 86 MetS: metionina sintasa

MTFHBR: N3 N10-

Cistationa metilentetrahidrofolato reductasa
« SAH: 5- adenosilhomocisteina
o- cetabutirato+ NHy* Ll SAM: 5- adenosilmeticnina
T THF: tetrahidrofolato
Cisteina

LN

Taurina Glutation  Sulfato+CO;

Figura 1. Ruta metabdlica de la Metionina

Como se puede observar en la Figura 1, la cisteina se puede producir a
través del metabolismo de la metionina (nunca al revés) [4]. Al igual que
en el caso de la metionina, el organismo puede obtener la cisteina
mediante la degradacién de proteinas que contengan este aminoacido.
En otros mamiferos distintos a los humanos, los aminoacidos esenciales
pueden ser considerablemente distintos. Por ejemplo, a los gatos les
falta la enzima que les permitiria sintetizar la taurina, que es un 4cido
derivado de la cisteina, asi que la taurina es esencial para los gatos.

-22-



1- Introduccidén

Las principales funciones de los aminoacidos azufrados en el cuerpo
humano se exponen a continuacién:

Metionina

La metionina es un antioxidante de gran alcance y una buena fuente de
azufre [5]. Ayuda a la descomposicion de las grasas evitando la
acumulacién de grasa en el higado y las arterias. También ayuda en la
eliminacion de elementos nocivos como el plomo y otros metales
pesados, ayuda a disminuir la debilidad muscular, previene el cabello
guebradizo y protege contra los efectos de las radiaciones [6]. Este
compuesto es beneficioso para las mujeres que toman anticonceptivos
orales ya que promueve la excrecién de los estréogenos. Por otro lado,
reduce el nivel de histamina en el cuerpo lo que es util en personas que
sufren de esquizofrenia [7].

Cisteina

La cisteina funciona como un antioxidante de gran alcance en la
desintoxicacién de toxinas [8,5]. Asi, protege al higado y al cerebro de
los dafos causados por el alcohol, las drogas y compuestos téxicos que
se encuentran en el humo del cigarrillo. Por otro lado, protege al cuerpo
de los dafios provocados por la radiacién. También se ha utilizado para
tratar la artritis reumatoide y el endurecimiento de las arterias [7].
Otras funciones asociadas a este aminodcido son acelerar la
recuperacidn tras quemaduras graves u operaciones quirurgicas,
promover la quema de grasa y la formacidn de musculos y retrasar el
proceso de envejecimiento [9]. Entre un 10% y un 14% de la piel y el
cabello se componen de este aminodcido.
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Taurina

La taurina fortalece el musculo cardiaco, mejora la visién, y ayuda a
prevenir la degeneracién muscular [10]. Es un componente importante
de la bilis y es util para las personas con aterosclerosis, edema,
trastornos del corazdén, hipertension o hipoglucemia. Es un aminoacido
vital para la correcta utilizacidn del sodio, potasio, calcio y magnesio, y
ayuda a prevenir el desarrollo de arritmias cardiacas potencialmente
peligrosas. La taurina se ha utilizado para tratar la ansiedad, epilepsia,
hiperactividad, mal funcionamiento cerebral y convulsiones [7].

Homocisteina

La homocisteina es un aminoacido azufrado que participa en la
transferencia de grupos metilos durante el metabolismo celular [11].
Recientes estudios han observado la relacién entre la
hiperhomocisteinemia (aumento de la concentracion plasmatica de
homocisteina) y dafios en las células neuronales. También se ha
relacionado con el aumento en mecanismos neurotdéxicos como:
aumento del estrés oxidativoy generacién de derivados de
homocisteina asi como con el incremento en la toxicidad de la proteina

B-amiloide, entre otros [7].

Péptidos y proteinas

El azufre se encuentra presente en los aminodcidos proteinogénicos
cisteina y metionina, es decir, en dos aminoacidos del exclusivo grupo
de veinte que pueden participar en la formacidn de proteinas. A pesar
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de que ninguno de los dos se encuentra en gran abundancia en las
proteinas, si aparecen en la gran mayoria de ellas. Juntos exhiben una
abundancia préxima al 3-4% en proteinas eucariéticas, lo que significa
que estadisticamente todos los péptidos/proteinas con una longitud de
al menos 30 residuos de aminodcidos contienen azufre. Esto supone
que aproximadamente el 93% de las proteinas conocidas contienen
azufre en su secuencia [12].

El Glutatidon (GSH) es un péptido que contiene cisteina en su estructura.
Es un tripéptido muy abundante a nivel intracelular con numerosas
funciones biolégicas, entre las que destacan su papel antioxidante
ayudando a proteger las células de los radicales libres y los peréxidos
[13], desempeiiar una tarea clave en la detoxificacion de xenobidticos
[14] y actuar como almacén de azufre [15]. De hecho, cualquier exceso
en la dieta de cisteina y metionina no se almacena como tales especies
en el organismo, sino que se excreta en forma de sulfato a través de la
orina o se almacena en forma de GSH [16]. El GSH es el tiol mas
abundante en las células, llegando a concentraciones superiores a
12mM.

Los proteinas de azufre-hierro, que contienen los grupos Fe,S,, estan
presentes en todos los organismos vivos, siendo una familia de mas de
120 proteinas y enzimas [17]. Los 4tomos de azufre de estos grupos son
liberados mediante tratamiento acido, por lo que son denominados
azufre acido-inestable (sulfur acid-labile). La funcion principal de estos
grupos es la de transferir un electrén en reacciones redox y, por tanto,
estdn presentes en las cadenas de transferencia electrdnica de la
respiracion y la fotosintesis [17]. Ademads, actian como centros
cataliticos y sensores del hierro y del oxigeno en diversas reacciones
[18].
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El azufre también es necesario para la formacién del coldgeno y otros
componentes proteicos que forman parte del tejido conectivo, como la
gueratina que forma parte de la piel, y otros mucopolisacaridos que
componen los huesos, los cartilagos, los tendones y los ligamentos.

Vitaminas

El azufre esta presente en la vitamina B1 (tiamina). Esta vitamina juega
un papel importante en el metabolismo de los carbohidratos,
principalmente para producir energia. Ademas participa en el
metabolismo de grasas, proteinas y acidos nucleicos (ADN, ARN). Es
esencial para el crecimiento y desarrollo normal de la mayor parte de
los vertebrados y ayuda a mantener el funcionamiento propio del
corazon, sistema nervioso y digestivo.

Asimismo, el azufre forma parte de la vitamina B7 (biotina), esencial
para la sintesis y degradacion de grasas y la degradacidn de ciertos
aminodcidos. Este compuesto actla ademas como cofactor de las
enzimas que intervienen en la catdlisis de reacciones metabdlicas
esenciales para sintetizar acidos grasos, en la gluconeogénesis y en el
metabolismo de la leucina.

Enzimas

Se sabe que aproximadamente un 40% de las enzimas (entre ellas
ferredoxinas, nitrogenasas, etc.) dependen para su actividad catalitica
de la presencia de tioles (SH). Dichos grupos SH proporcionan sitios de
unién para la destoxificacion de drogas diversas y se ven involucrados
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en numerosas reacciones redox debido a su relativa facilidad de
oxidacion.

La coenzima A contiene también azufre. Esta coenzima desempefia un
papel clave en la biosintesis y la oxidacién de acidos grasos, asi como en
la oxidacidn del piruvato en el ciclo del acido citrico. También participa
en el transporte de los acidos grasos desde el citoplasma a la
mitocondria. Cuando contiene un grupo acetilo, se le conoce como
acetil-coenzima A, molécula presente en numerosas reacciones
bioquimicas de los procesos metabdlicos.

Otros compuestos de interés

El azufre también tiene un papel importante en el correcto
funcionamiento de la insulina. La molécula de insulina consta de dos
cadenas de aminoacidos conectadas entre si por puentes de azufre, sin
los cuales la insulina no podria desempeiiar su actividad biolégica.

El compuesto azufrado conocido como SAM (S-adenosil-I-metionina) es
el principal agente metilante en todos los organismos. El grupo metilo
unido al atomo de azufre de la metionina en la SAM es quimicamente
reactivo. Esto permite la donacion de este grupo a un aceptor en las
reacciones de transmetilacion [19]. Mas de 40 reacciones metabdlicas
involucran la transferencia de un grupo metilo desde la SAM a varios
sustratos tales como 4acidos nucleicos, proteinas y lipidos. Asi mismo, las
reacciones de transmetilacién mediadas por SAM son clave en la
regulacion de la expresion genética y de la actividad de diversas
enzimas asi como en la produccién de antibiéticos. Ademas, diversas
investigaciones y estudios clinicos indican que la ingesta de SAM de
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forma regular puede ayudar a combatir la depresién [20] las
enfermedades de higado [21] y el dolor de la artrosis [22].

1.2- El azufre y el cancer

Céncer es un término genérico que designa un amplio grupo de
enfermedades que pueden afectar a cualquier parte del organismo;
también se habla de «tumores malignos» o «neoplasias malignas». Una
caracteristica del cancer es la multiplicacién rapida de células anormales
que se extienden mas alla de sus limites habituales y pueden invadir
partes adyacentes del cuerpo o propagarse a otros érganos, proceso
conocido como metdstasis. La metastasis es la principal causa de
muerte por cancer.

Segun la Organizacion Mundial de la Salud, el cdncer es una de las
principales causas de muerte en todo el mundo; en 2012 causd 8,2
millones de defunciones [23]. Los que mds muertes causan cada afio
son los canceres de pulmén, higado, estdmago, colon y mama.
Aproximadamente un 30% de las muertes por cancer son debidas a
cinco factores de riesgos: indice de masa corporal elevado, ingesta
reducida de frutas y verduras, falta de actividad fisica y consumo de
tabaco y alcohol.

El cdncer comienza en una célula. La transformacién de una célula
normal en tumoral es un proceso multifasico y suele consistir en la
progresion desde una lesién precancerosa hasta un tumor maligno.
Estas alteraciones son el resultado de la interaccién entre los factores
genéticos del paciente y tres categorias de agentes externos:

-28 -


http://es.wikipedia.org/wiki/Depresi%C3%B3n
http://es.wikipedia.org/wiki/Artrosis

1- Introduccidén

e carcindgenos fisicos (por ejemplo las radiaciones ultravioleta e
ionizantes).

e carcindgenos quimicos (por ejemplo los componentes del humo
de tabaco).

e carcindgenos bioldgicos (las infecciones causadas por
determinados virus, bacterias o parasitos).

La mortalidad por cdncer se puede reducir si los casos se detectan y
tratan a tiempo. Las actividades de deteccién temprana tienen dos
componentes:

e El diagndstico temprano: Consiste en conocer los signos y
sintomas iniciales para facilitar el diagndstico y el tratamiento
antes de que la enfermedad alcance una fase avanzada.

e Programas de deteccion: Es la aplicacién sistematica de una
prueba de deteccién en una poblacién asintomatica con el fin
de descubrir a los pacientes que presentan anomalias
indicativas de un cancer determinado o de una lesidn
precancerosa y asi poder diagnosticarlos vy tratarlos
prontamente.

1.2.1- Marcadores tumorales

Los marcadores tumorales son sustancias producidas por las células
cancerosas o por otras células del cuerpo como respuesta al cancer o a
ciertas afecciones benignas (no cancerosas). La mayoria de los
marcadores tumorales son producidos tanto por las células normales
como por las células cancerosas, pero aparecen en concentraciones
anormalmente mas altas en pacientes con cancer. Estas sustancias
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pueden encontrarse en la sangre, en la orina, en la materia fecal, en
tejido tumoral o en otros tejidos o liquidos del cuerpo. La mayoria de
los marcadores tumorales son proteinas. Sin embargo, los patrones de
expresion de los genes y los cambios de ADN en el tejido tumoral han
empezado a usarse recientemente como marcadores tumorales.

Hasta ahora, se han caracterizado y se usan en la clinica médica mas de
20 marcadores tumorales. Algunos estan asociados con un solo tipo de
cancer, mientras que otros estan asociados con dos o mas tipos de
canceres. No existe un marcador tumoral "universal" que permita
detectar cualquier tipo de cancer.

Hay algunas limitaciones en el uso de marcadores tumorales. En
ocasiones, las concentraciones de algunos de estos marcadores pueden
estar alteradas por otras causas distintas a la de la enfermedad.
Desgraciadamente, no todos los individuos que padecen un tipo
particular de céncer tienen concentraciones elevadas del marcador
asociado con este tipo de cancer. Ademds, no existen marcadores
tumorales especificos para todos los tipos de canceres.

Aunque los marcadores tumorales ayudan a detectar, diagnosticar y
controlar algunos tipos de céncer, la deteccion de una concentracion
elevada de un marcador no es suficiente para diagnosticar un tumor.
Por lo tanto, las mediciones de los marcadores tumorales se combinan
en general con otras pruebas, como las biopsias.

La evaluacidn de las concentraciones de los marcadores tumorales
antes de aplicar un determinado tratamiento permite planificar, en
ocasiones, la terapia mas adecuada. En algunos tipos de cdancer, la
concentracion de un marcador refleja el estadio (extension) de la
enfermedad y el prondstico del paciente (resultado probable o curso de
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una enfermedad). Los marcadores tumorales pueden también medirse
periédicamente durante el tratamiento del paciente. Un descenso de la
concentracion de un marcador y el regreso a la concentraciéon normal
puede indicar que el cdncer esta reaccionando al tratamiento, mientras
gue si no hay cambio o hay un aumento puede indicar todo lo contrario.
Estos marcadores también pueden medirse después de que haya
terminado el tratamiento para revisar la posible recurrencia de la
enfermedad.

En la tabla 2 se numeran algunos de los marcadores de cancer que se
utilizan en la actualidad.

Activador del plasminégeno urocinasa (uPA) e inhibidor del activador del
plasmindégeno (PAI-1)

Tipo de cancer Cancer de seno

Tejido analizado Tumor

Para determinar la malignidad del

Como se usa , . .
cancer y guiar el tratamiento

Alfa-fetoproteina (AFP)

Tipo de cancer Cancer de higado y cédncer de testiculo

Tejido analizado Sangre

Para ayudar a diagnosticar cancer de
higado y vigilar la reaccién al
tratamiento; para evaluar el estadio,
el prondstico y la reaccién al
tratamiento de tumores de células
germinativas

Como se usa

Andlisis de mutacion del EGFR (Receptor del factor de crecimiento
epidérmico)

Tipo de cancer Cancer de pulmodn

Tejido analizado Tumor

Para ayudar a determinar el

Como se usa . L.
tratamiento y el prondstico
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Antigeno prostatico especifico (PSA)

Tipo de cancer

Céncer de prostata

Tejido analizado

Sangre

Como se usa

Para evaluar si el tratamiento esta
funcionando o si la enfermedad ha
regresado

CA-125 (antigeno

carbohidrato 125)

Tipo de cancer

Cancer de ovarios

Tejido analizado

Sangre

Como se usa

Para ayudar en el diagndstico, en la
evaluacién de la reaccidn al
tratamiento y en la evaluacion de la
recurrencia

Fibrina y fibrindgeno

Tipo de cancer

Cancer de vejiga

Tejido analizado

Orina

Como se usa

Para vigilar el avance y la reaccién al
tratamiento

Receptor de estrogeno (ER) y

receptor de progesterona (PR)

Tipo de cancer

Céancer de seno

Tejido analizado

Tumor

Como se usa

Para determinar si el tratamiento con
terapia hormonal es adecuado

Tiroglobulina

Tipo de cancer

Cancer de tiroides

Tejido analizado

Sangre

Como se usa

Para evaluar la reaccidn al tratamiento

y buscar la recurrencia

Tabla 2. Ejemplos de marcadores tumorales

Para que un examen de deteccidn precoz sea Util, es necesario una alta
sensibilidad (capacidad para identificar correctamente a los individuos
que tienen la enfermedad) y especificidad (capacidad para identificar
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correctamente a los individuos que no tienen la enfermedad). Aunque
los marcadores tumorales son muy utiles para determinar si un tumor
estd reaccionando al tratamiento o para evaluar si el cancer ha
regresado, ningin marcador tumoral de los conocidos hasta el
momento es suficientemente sensible y/o especifico para usarse por si
mismo como examen de deteccidn de cancer.

Asi, la medicién de la concentracién de PSA en sangre se usa con
frecuencia para la deteccion del cdncer de préstata. Sin embargo, una
concentraciéon anormalmente alta de PSA puede ser causada también
por afecciones benignas de prdstata. De hecho, la mayoria de los
hombres que tienen una concentracidn elevada de PSA en sangre no
tienen cdncer de prdstata. Dos recientes estudios [24,25] han
observado que las pruebas de PSA suponen sélo una reduccién pequefia
del nimero de muertes por cancer de prdstata. Por otro lado, en otro
estudio similar [26] se observd que el CA-125, un marcador tumoral que
a veces se encuentra elevado en la sangre de mujeres con cancer de
ovarios, puede también estar elevado en mujeres con enfermedades
benignas.

La busqueda de marcadores tumorales sensibles y especificos
representa un gran reto para los cientificos y es uno de los campos
donde mayores esfuerzos se estan haciendo realizando actualmente
[27,28,29].
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1.2.2- Dependencia de metionina

Como ya se ha comentado previamente, la metionina es un aminoacido
esencial con al menos 4 funciones principales:

Participa en la sintesis de proteinas.
Es precursor del glutatidon, un tripeptido que protege a las
células del estrés oxidativo [30].

3. Actua sobre las grasas en el cuerpo impidiendo su acumulacién,
en especial en el higado.

4. Es la principal fuente de grupos metilo en la metilacién del ADN
y otras moléculas.

Desde comienzos de los anos 70, diversos estudios han descubierto que
numerosas células tumorales humanas se caracterizan, entre otros
aspectos, por su imposibilidad de reproducirse cuando la metionina es
reemplazada por su inmediato precursor, la homocisteina, mientras que
las células sanas pueden proliferar sin ningun problema [31,32,33,34].
La necesidad de metionina para el crecimiento celular es conocida como
“dependencia de metionina”.

Las células sanas pueden crecer en un medio que contenga en vez de
metionina su inmediato precursor metabdlico homocisteina. Las células
que proliferan en dicho medio son denominadas células independientes
de metionina. Todas las lineas celulares normales provenientes de
humanos que han sido probadas en cultivos, incluyendo los fibroblastos
y células de higado, rifidn y epitelio, son independientes de metionina
[31,33,35,36,37]. Sin embargo, muchas lineas celulares malignas (tales
como mama, pulmédn, colon, rifidn, vejiga, glioblastoma, etc) son
dependientes de metionina [38,39].
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De esta manera, la dependencia de metionina es un fenotipo de las
células tumorales que nunca ha sido observado en células normales. A
pesar de todos los estudios llevados a cabo, todavia se desconocen las
causas concretas de esta dependencia por parte de las células
tumorales.

A dia de hoy, las hipétesis que tienen mayor respaldo y que podrian
explicar esta dependencia son:

1. Incremento de la necesidad de metionina por parte de las

células tumorales. Este incremento puede ser debido al

aumento en la sintesis de proteinas por parte de las células
neopldsicas o el aumento de la metilaciéon del ADN [40,41]. Por
lo tanto, en un medio sin metionina, las células tumorales no
podran seguir sintetizando proteinas lo que conlleva la muerte
celular en un plazo menor de 24 horas [42].

2. Deficiencia funcional de la metionina-sintasa. La alteracién de la

actividad de la enzima puede provocar su inactivacién o un
descenso en el soporte del cofactor necesario para su funcion.
Se han descrito casos de lineas celulares de glioma y melanoma
con una baja actividad de la enzima metionina-sintasa [43]. Si
esta enzima tiene bajos niveles de actividad, significaria que
parte de los procesos descritos en la Figura 1 no tendrian lugar.

Aplicabilidad de la dependencia de metionina

Estudios in vivo han demostrado la aplicabilidad de la restriccion de
metionina en células tumorales como un interesante enfoque
terapéutico para varios tipos de cancer [44]. Para reducir la cantidad de
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metionina en los tumores se han utilizado diversos tratamientos

dietéticos y farmacoldgicos.

Privacion nutricional

Los primeros estudios in vivo se centraron en la principal fuente de
metionina: la alimentacidn. Para ello, se ensayaron diferentes dietas en
animales. Sin embargo, la limitacidon de la metionina exdgena a través
de dietas con baja cantidad de proteinas no permitia mantener un buen
nivel nutricional. En dichos experimentos, los animales perdian
rapidamente masa corporal y morian debido a profundas alteraciones
en su estado de salud [45]. Para mantener un adecuado nivel
nutricional, diversos equipos de investigacion utilizaron dietas sintéticas
que aportaban un alto contenido caldérico con un preciso control de los
compuestos ingeridos [46,47].

Aunque una dieta exenta de metionina y homocisteina de larga
duraciéon no es tolerable por los organismos, algunos estudios [46]
indicaban que la actividad antitumoral era mejor en estas circunstancias
que en una dieta en la que se suministraba homocisteina en lugar de
metionina. Otros grupos [48] realizaron experimentos en los que se
suministraba una dieta exenta de metionina y homocisteina durante
cortos periodos de tiempo. Se observd una regresién del tumor y una
extensién de la vida de los animales, sin reducir el peso corporal ni
poner en peligro su salud.
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Privacidon enzimatica

Los organismos tienen dos fuentes de metionina: exdgena
(alimentacion) y enddgena via la degradacidn de proteinas o la
regeneraciéon de la misma a partir de la homocisteina. Estd regeneracién
(ver Figura 1) estd catalizada por la enzima metionina sintasa (MetS). La
dificultad de reducir la metionina in vivo mediante la privacion
nutricional recae en las numerosas fuentes de metionina existentes en
la alimentacidn.

Se pueden conseguir mayores reducciones de la metionina con el uso
de la enzima |-metionineadeasmino-c-mercaptometano liasa, también
conocida como metioninasa, la cual degrada rdpidamente la metionina
en el organismo. En los estudios llevados a cabo, se consiguiod reducir la
cantidad de metionina en plasma utilizando dicha enzima sin observarse
efectos adversos en los animales utilizados [49,50,51,52].

Privacién de metionina junto con otros métodos terapéuticos

Como ya se ha comentado, una prolongada restriccidn de metionina
ocasiona la regresion del tumor, pero la interrupcion del tratamiento da
como resultado la regeneracion del mismo [53]. Ademas, una
prolongada restriccion de la metionina a través de la dieta no es
adecuada para el uso clinico. Por lo tanto, la restriccién de la metionina
debe formar parte de una terapia combinada. De hecho, la restriccion
de metionina actua sinérgicamente con otros tratamientos del cancer
para aumentar su eficacia y/o reducir sus posibles efectos secundarios.

Una posible terapia combinada seria la privacién de metionina junto
con el tratamiento de quimioterapia. Estudios que combinaban la
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privacién de metionina junto con el agente de quimioterapia 5-
fluoroacil mostraban una mejor actividad antitumoral y mejor respuesta
histoldgica [54,55,56,57]. Otros estudios combinaban la mencionada
privacion de la metionina con agentes quelantes, mejorando asi su
indice terapéutico [58].

1.3- Estudios metabdlicos con metionina
enriquecida

Para llevar a cabo estudios metabdlicos del azufre se necesita encontrar
una marca quimica que delate la presencia del elemento marcado en
los compuestos quimicos que participan en los procesos bioquimicos.
Uno de los modos de introducir dicha marca es mediante el uso de
isdtopos enriquecidos de azufre. Para ello, una opcién es sintetizar
metionina enriquecida en uno de los isétopos minoritarios del azufre
(**S,%*s 6 *°S) con objeto de detectar posteriormente la marca isotdpica
mediante espectrometria de masas.

1.3.1- Is6topos de azufre

De los 25 isétopos de azufre conocidos, la mayoria son isotopos
radioactivos obtenidos artificialmente con vidas medias del orden de
segundos o incluso milisegundos, lo que limita enormemente su
aplicabilidad analitica. Sdlo el isotopo radiactivo natural de azufre-35
(**s), formado al incidir la radiacion césmica sobre el argén-40
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atmosférico, posee una vida media de 87 dias experimentando un
decaimiento beta segln la reaccion:

35 0 35
128 = je + 12C1

El *°S se ha utilizado en el pasado como trazador en la mayoria de
estudios fundamentales del metabolismo bdsico de azufre y sus
aminodcidos [59,60], en estudios de sintesis y degradacion de proteinas
(recambio proteico) [61,62] y en estudios farmacocinéticos y del
metabolismo de drogas y medicamentos que contienen azufre en su
estructura [63,64,65].

Solo cuatro de los isdtopos naturales de azufre son estables (325, 3g, g
y *°S). El isétopo mayoritario es el azufre-32 con una abundancia del
94,93%. Es de destacar la baja abundancia isotépica que presentan los
isétopos *°S (0,76%), **S (4,29%) y *°S (0,02%), lo que los hace muy
adecuados para su uso como trazadores en estudios metabdlicos.

1.3.2- Is6topos estables en estudios metabdlicos

Los primeros trabajos con trazadores isotdpicos se realizaron
empleando radioisétopos, primero en animales y después en humanos.
Los isétopos radioactivos comenzaron a ser muy populares para el
estudio de la absorcién y metabolismo de minerales en los afios 40 del
siglo pasado, pero esta popularidad ha decrecido en los ultimos afios
debido a los riesgos de la radioactividad [66].

Desde una perspectiva de investigacion y desarrollo, los radioisdtopos
presentan varias ventajas como trazadores. En primer lugar, la cantidad
de radioisétopo necesaria para poder monitorizarlo suele ser muy
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pequeia, con lo que la perturbacidn que el trazador produce en el
sistema investigado es también pequefia. Ademas, la cantidad de
trazador absorbido y remanente en el organismo se puede determinar
de modo inequivoco. Generalmente son métodos baratos y el sistema
de deteccién empleado simple. La principal desventaja de los
radioisotopos es el problema de seguridad que plantean debido a la
exposicién del individuo a la radiacion. Ademas, no se pueden utilizar en
estudios en recién nacidos ni en mujeres embarazadas o lactantes. El
analisis con radioisotopos es dependiente de la vida media del mismo
(tiempo de decaimiento). Por otra parte, sdlo se puede suministrar un
elemento radiactivo por analisis y se genera un costoso problema con
los residuos [67].

R. Schoenheimer y D. Rittenberg introdujeron en 1935 el uso de
isdtopos estables enriquecidos en estudios metabdlicos [68].El enfoque
general para estudios metabdlicos utilizando isétopos estables es el
mismo que con el empleo de isétopos radiactivos. Sin embargo, el
empleo de isétopos estables enriquecidos, dado que no existe radiacion
emitida, presenta ciertas ventajas, entre las que destacan: efectos
minimos sobre la salud de los individuos, pudiéndose aplicar por tanto a
mujeres embarazadas y a recién nacidos; las muestras se pueden
conservar sin la pérdida del trazador; se puede seguir la marca durante
largos periodos; posibilidad de re-analisis; etc. Ademas, los métodos de
analisis empleados se basan en la determinacidén por espectrometria de
masas, en especial con plasma de acoplamiento inductivo ICP-MS
[69,70,71], lo que abre la puerta a procedimientos multielementales y
multiisotdpicos [72,73,74,75,76].

Como ya se ha comentado, en el pasado, los estudios de metabolismo
utilizando trazadores de azufre se han llevado a cabo usando *°S
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radiactivo [77,78], siendo pocas los estudios publicados que utilizan
isdtopos estables de azufre [79,80,81]. Sin embargo, se ha publicado
recientemente que el marcaje metabdlico con azufre-35 radiactivo
puede inhibir el ciclo de progresién, proliferacion y supervivencia
celular [82], lo que justificaria ain mas el uso de isdtopos estables de
azufre para realizar este tipo de estudios.

1.3.3- Sintesis de metionina y cisteina marcada
isotopicamente en Saccharomyces cerevisiae

Los estudios de metabolismo de proteinas en mamiferos utilizando
isétopos estables enriquecidos de azufre, pueden llevarse a cabo
mediante la sintesis previa de los aminodcidos proteinogénicos cisteina
y/o metionina marcados con un isétopo enriquecido de azufre. Los
mamiferos no son capaces de sintetizar estos aminodcidos esenciales y
necesitan obtenerlos a través de la alimentacidn [83]. Es decir, no se
pueden utilizar como trazadores metabdlicos en mamiferos especies
quimicas de azufre diferentes a la metionina, la cisteina o un
péptido/proteina que las contengan, ya que el trazador no se
incorporaria a las proteinas del organismo. Por el contrario, otros seres
vivos pueden reducir el sulfato inorganico a sulfuro y sintetizar a partir
de él compuestos organicos de azufre [84].

Algunos microorganismos procariota (p.e. Escherichia coli) asi como
microorganismos eucariota (p.e. levaduras) [85] son una eleccion
ventajosa para este tipo de estudios debido a las elevadas tasas de
crecimiento celular que pueden alcanzar [86]. En este sentido, la
levadura Saccharomyces cerevisiae es considerada una sustancia ideal
para su uso en experimentos con trazadores metabdlicos en animales o
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humanos. Este hecho se debe a su clasificacién como organismo
reconocido como seguro para la salud (GRAS) por la agencia de
alimentos y medicamentos (FDA) de los Estados Unidos, debido a su
inocuidad y a la posibilidad de administrarla como alimento por via oral.

La Figura 2 recoge las rutas de biosintesis de los aminodcidos azufrados
a partir de sulfato en la levadura Saccharomyces Cerevisiae.

Sulfato | H tasis Red
:f: Sulfato omeostasis Redox
extracelular

J/ Glutati
5-Adenilil sulfato ki

i

y-Glutamilcisteina

3-Fosfoadenilil sulfato

J/ T Sintesis proteinas
sulfito Cisteina ——> REguIacl_cm
:I: metabolismo azufre
’l’ Cistation
Sulfuro

Metionina \ /

extracelular Homacisteina

\\ / 5-Adenosilhomaocisteina

Sintesis proteinas | €—— Metionina
/_-—-—)- -CHz

Metilacidn:
acidos nucleicos,
proteinas, lipidos, etc.

S-Adenosilmetionina

b

Sintesis poliamina
Sintesis biotina
Regulacian metabolismo azufre

Figura 2. Sintesis de aminodcidos de azufre en Saccharomyces cerevisiae
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Los cultivos de levaduras han sido ampliamente utilizados para la
sintesis de compuestos marcados. Esto se debe a que las levaduras
utilizan azucares solubles y dcidos organicos para producir biomasa con
alto contenido en proteinas y ademads, su produccién es facil de
controlar. Para ello, los medios de cultivo deben estar enriquecidos en
el isdtopo que se utilizard como marca isotépica en futuras aplicaciones.
La familia de levaduras Saccharomyces cerevisiae ha sido la mas
utilizada debido a su inocuidad en el organismo. Esta levadura se ha
aplicado principalmente para la obtencién de suplementos alimenticios
de selenio.

Las selenolevaduras son el producto de la fermetancidon anaerébica de
S. Cerevisiae en un medio enriquecido en selenio. El medio suele ser
melaza de remolacha o de cafia (algunos investigadores utilizan glucosa
pura) en el cual se han afadido vitaminas, sales nutricionales y otros
factores de crecimiento para asegurar la maxima produccion de
biomasa. Como fuente de selenio se afiaden sales de selenio, como el
selenito de sodio. El crecimiento de las levaduras se controla mediante
el método de Plackett—-Burman que incluye fijar una serie de
condiciones experimentales, tales como el pH, la temperatura, la
velocidad de crecimiento de las levaduras o la cantidad de aire presente
[87]. El final del proceso consiste en pasteurizar y secar la pasta de
levadura para matar las células. Como resultado de la fermentacién en
el medio enriquecido en selenio, este elemento se enlaza a la levadura,
en una cantidad entre el 60%-80%. En nuestro grupo de investigacion,
se sintetizd levadura enriquecida en selenio 77 para la obtencién de
selenometionina marcada en dicho isétopo [88]. Para ello se utilizd un
medio de cultivo sintético adicionando los reactivos necesarios para el
correcto crecimiento de la levadura.
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Muchos estudios se han centrado en la biodisponibilidad de las especies
de selenio procedentes de estos cultivos de levaduras [89, 90, 91]. En
todos los casos se ha encontrado que la principal especie presente es la
selenometionina, con una proporcién entre 54-74 % del selenio total,
acompafiada de otros compuestos organicos de selenio [92]. Ademas la
seleno-levadura se ha utilizado en multitud de investigaciones
relacionadas con la salud como estudios de prevencion del cancer [93],
influencia en biomarcadores del estrés oxidativo [94] o progresion del
VIH [95] entre otros.

No es habitual el uso de levaduras para la obtencidn de compuestos
enriquecidos de azufre. Esta linea de investigacion se inicid en nuestro
grupo de investigacion llevando a cabo la sintesis de levadura
Saccharomyces cerevisie en un medio de cultivo enriquecido en azufre
34 [96]. Se utilizd un medio de cultivo sintético exento de azufre
natural, al cual se afiadieron todos los nutrientes necesarios para el
crecimiento de la levadura (aminodcidos, vitaminas, fuente de
carbono,...). Al final la levadura se caracterizd observandose un
enriquecimiento de un 70% en *'S en los cultivos celulares.
Posteriormente, esta levadura enriquecida en *s se utilizd en unos
primeros estudios con animales de laboratorio [81]
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1.4- Métodos analiticos para la medida de
azufre en muestras bioldgicas

En esta seccion se describirdn brevemente los métodos analiticos mas
utilizados para la determinacién de azufre y sus compuestos en
muestras bioldgicas. Previamente a la determinacién de los compuestos
de azufre se requiere, en la mayoria de los casos, el uso de un
pretratamiento de la muestra y/o una técnica de separacion (HPLC, GC,
EC).

Los compuestos de azufre en muestras bioldgicas pueden presentarse
como metionina, cisteina, taurina, sulfato inorgdnico, etc. También
puede encontrarse como azufre inorganico en las siguientes formas H,S,
HS o S* en fase acuosa o como H,S en fase gas.

Por tanto, el azufre se encuentra en multiples estados de oxidacion en
los sistemas bioldgicos. La forma mas activa en las biomoléculas es
como grupo tiol (-SH), presente en numerosos compuestos biolégicos
como la cisteina, la homocisteina o el glutatién.

1.4.1- Métodos espectrofotométricos

1.4.1.1- Reacciones colorimétricas y deteccion UV-VIS

El método mas utilizado para la determinacion del sulfuro es el método
del azul de metileno segun la reaccién:
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Figura 3. Reaccion quimica en la que se basa el método del azul de
metileno

El azul de metileno formado se monitoriza midiendo a 670 nm. Este
método es aun hoy en dia muy utilizado debido a su simplicidad,
selectividad y sensibilidad. Algunos ejemplos son la monitorizacién del
adrenodoxin, un compuesto de hierro-azufre presente en el tejido
suprarrenal [97], las proteinas hierro-azufre del complejo mitocondrial
lll presente en la cadena respiratoria de las mitocondrias de corazén de
vaca [98] o el sulfuro procedente de reacciones enzimatica producidas
en el higado y rifidn de rata [99]. También ha sido utilizado en estudios
sobre la posible relacion entre el H,S y la isquemia de miocardio en
ratas midiendo la concentracién de dicho compuesto en el plasma
[100].

El reactivo de Ellman o DTNB [101] ha sido utilizado para la
determinacidn de grupos tiol en diversas muestras segun la reaccién:
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Figura 4. Reaccion de Ellman

El DTNB reacciona con el grupo tiol de las cisteinas de los péptidos,
para formas disulfuros y TNB, cuyo color amarillo puede ser medido a
412 nm.

Esta metodologia se ha aplicado al estudio de la oxidacidn de proteinas
gue contenian el grupo SH mediante el oxigeno y su prevencidon por
GSH en muestras de higado de rata [102]. También se ha utilizado en el
estudio de la concentracién de tioles libres en plasma en pacientes con
hipertensidon asociada a la obesidad [103], el estado de oxidacién del
glutatién de las células rojas sanguineas [104], el glutation en sangre
como medida del estrés oxidativo en nifios con sindrome de dificultad
respiratoria [105] o la determinacién del glutatidon oxidado en sangre y
diversos tejidos [106].

La cromatografia de pares idnicos con deteccidon UV-VIS se ha utilizado
para la determinacidon de tiopronina y d-penicillamina, dos drogas
utilizadas en diversas enfermedades, tras la derivatizacién con el
compuesto  2-cloro-1-metilquinolinium  tetrafluoroborato  [107].
También se ha utilizado esta metodologia para la determinacién de
diferentes especies de homocisteina en plasma humano [108].
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1.4.1.2- Métodos de luminiscencia molecular

El SO, se puede monitorizar mediante medidas de fluorescencia
molecular ya que la molécula emite radiacion fluorescente cuando es
irradiada con luz ultravioleta entre 190-230 nm.

Este método puede aplicarse a la medida de sulfitos y bisulfitos que son
generados a partir de aminoacidos de azufre como la cisteina o el
glutation en células vivas [109].

La medida de sulfuro también puede llevarse a cabo utilizando un
método de fluorescencia molecular. Para ello, una posibilidad es la
reduccion del grupo azida de un fluoréforo por el H,S para dar un
compuesto fluorescente. Este método se ha aplicado en el estudio de la
produccién de H,S enddgeno en células vivas y su contribucién a los
procesos fisioldgicos y patoldgicos del organismo [110,111,112,113].

Otra posibilidad es la reduccidon de un grupo nitro de un fluoréforo por
el H,S para formar un compuesto fluorescente [114,115]. Estas técnicas
han sido utilizadas para el “bioimaging” del H,S en células vivas de
cultivos celulares a los que se habia afiadido una cantidad de H,S, de tal
manera que las células tuvieran este compuesto en altas
concentraciones. Sin embargo, no hay métodos para la medida
intracelular de H,S en cultivos sin adulterar. La fluorescencia del H,S
también ha sido utilizada para el seguimiento de reacciones
intracelulares [116], estudios que relacionan la inflamacién y Ia
produccién de H,S in vivo e in vitro [117,118] y el equilibrio H,S/HS
intracelular [119].

Por otro lado, también se han desarrollado métodos para la
determinacion de la molécula glutation mediante fluorescencia. Estos
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métodos se basan en la utilizacidon de un reactivo no-fluorescente que
reacciona con el GSH de manera rapida y especifica formando un
compuesto estable fluorescente. Asi, se ha podido medir cisteina y GSH
en el suero de la sangre humana con el acido 8-hidroxiquinolina-5-
sulfénico (HQS) [120]. Otro reactivo utilizado en este tipo de ensayos, es
el 5-maleimidil-2-(m-metilfenil)benzoxazol (MMBP), el cual reacciona
selectivamente con el GSH frente a otras moléculas que puedan
contener tioles como la cisteina, lo que evita el pre-tratamiento de la
muestra. Esta metodologia también se ha aplicado a la determinacién
de GSH en sangre humana [121].

La cromatografia de intercambio anidnico ha sido utilizada para la
deteccion de aminodcidos sin derivatizar basado en una reaccidn entre
estos analitos y un compuesto fluorescente de cobre-triptéfano (Cu(L-
Trp)2) en la que se monitoriza la disminucidon de la fluorescencia de
dicho compuesto al reaccionar con los aminoacidos [122].

La quimioluminiscencia se ha utilizado para la detecciéon de H,S en
tejidos biolégicos, normalmente acoplado a técnicas de separacion
como la cromatografia de gases. Algunos investigadores han utilizado
este método para deteccion de H,S libre en tejidos bioldgicos como
tejidos de animal, sangre humana o tejidos celulares por cromatografia
de gases [123,124,125,126,127]. En este caso, el analito se descompone
en una llama de hidrogeno para dar un dimero de azufre, que
posteriormente se descompone emitiendo luz. Esta metodologia
también se ha aplicado a la determinacion de compuestos no volatiles
como los aminoacidos de azufre y aminotioles en orina [128]. Para ello,
la muestra se trata con borohidruro de sodio con objeto de liberar los
aminotioles y posteriormente con isopropil cloroformato  para
convertirlos en los correspondientes derivados esteres volatiles.
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Las medidas quimioluminiscentes se han utilizado para la determinacién
compuestos de azufre en orina y plasma separados previamente en una
columna de cromatografia de fase reversa seguido de una reduccién
online con tris(2-carboxyetil)fosfato y deteccién final monitorizando la
inhibicién de la luminiscencia producida cuando el luminol se mezcla
con peréxido de hidrogeno [129].

1.4.1.3- Espectroscopia de absorcion rayos X

La medida de azufre por espectroscopia de absorcién de rayos X
permite la determinacién de especies de azufre en muestras sdlidas
dado que cada una de éstas presenta diferentes espectros de absorcién.

Esta metodologia ha sido utilizada para estudiar la cantidad de sulfato
intracelular en células vivas procedentes de A. ceratodes [130,131] y la
estructura de las metaloproteinas en Saccharomyces cerevisiae [132].
También se ha utilizado para investigar el estado de oxidacion de
metabolitos de azufre in vivo [133], la bioquimica del azufre en
bacterias [134] o la especiacién cuantitativa del azufre en glébulos
bacterianos [135].

1.4.2- Métodos electroquimicos

1.4.2.1- Potenciometria

La determinacion de azufre utilizando medidas potenciométricas se ha
llevado a cabo reduciendo las especies de azufre con un reactivo
apropiado y absorbiendo el H,S gaseoso formado en una disolucion
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basica de NaOH, que puede contener también &cido ascérbico o
hidracina como agentes antioxidantes, para finalmente determinar el
sulfuro formado con un electrodo selectivo. Asi, se ha estudiado la
concentracién de H,S en sangre de ratas, cerdos y vacas para dilucidar
su importancia en enfermedades cerebrovasculares [136 ]. También se
ha utilizado para investigar el papel del H,S como regulador endégeno
del tono muscular en truchas [137] o la caracterizacion de
metalotioneinas en la levadura Yarrowia lipolytica [138].

La determinacién de esteroides que contienen azufre en orina humana
se ha podido realizar mediante separacién por cromatografia de fase
reversa seguido de deteccién potenciométrica [139]. En este caso, los
esteroides no idnicos requerian de una derivatizacién previa para
convertirlos en especies cargadas.

1.4.2.2- Amperometria

Los compuestos tidlicos de azufre se pueden monitorizar mediante la
voltamperometria de redisolucion catédica. Para ello, el electrodo de
mercurio se mantiene a un potencial lo suficientemente elevado como
para provocar la oxidacidon del tiol a través de la reaccidn:

Hg + 2 RSH — Hg(SR), + 2H™" + 2e~

Después de un periodo de deposicidn, el potencial del electrodo se
mueve hacia potenciales mas negativos dando lugar a la reduccion del
idn mercurio. La intensidad de corriente resultante se relaciona con la
cantidad de tiol presente en la muestra.
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Mediante este método se ha conseguido determinar 14 tioles,
incluyendo la cisteina y el glutatién, en suplementos alimenticios [140]
o estudiar el glutatién en cultivos celulares de plantas [141].

La monitorizacidn del H,S se puede llevar a cabo también empleando
sensores amperométricos como el que aparece en la Figura 5.

Reaccidn inicial Reaccidn catalitica Sefial analitica
H.S 7
) H* + HS'XIIF-:{CN)E,]" ‘_)/g.. 2e
He + S0 2[Fe(CN) J* %
Membrana permeahle H;5 Anodo plating

Figura 5. Esquema de amperometria para la medida de H,S

El desarrollo de sensores amperométricos sensibles y selectivos para el
H,S ha permitido la medida en continuo y en tiempo real de este
compuesto. Asi, se ha podido medir los niveles de H,S en muestras
bioldgicas como sangre de rata [142,143].

La amperometria se ha utilizado como técnica de deteccidon en
cromatografia de fase reversa. De este modo, se han monitorizado
penicilina en formulaciones farmacéuticas [144] y antibidticos [145].
También se ha utilizado como sistema de deteccion en electroforesis
capilar en la determinacion de aminodcidos, carbohidratos y
antibidticos que contienen azufre [146,147].
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1.4.3- Métodos de espectrometria de masas

La determinacién de compuestos de azufre de forma sensible vy
especifica puede llevarse a cabo utilizando métodos de espectrometria
de masas. Por un lado se encuentran las técnicas denominadas como
“masas organicas”, que engloban metodologias que suelen combinar la
cromatografia de liquidos o de gases acoplada a un espectrometro de
masas (LC-MS, GC-MS). En este tipo de métodos se monitorizan
fragmentos de los compuestos de azufre producidos en la fuente de
ionizacion con objeto de establecer la estructura y/o masa molecular
del compuesto. Estas técnicas utilizan fuentes de ionizacién de tipo
electrospray (ESI), ionizacion quimica a presién atmosférica (APCI) o
desorcién/ionizacion laser asistida por matriz (MALDI), entre otras.

Muchos investigadores han utilizado estas técnicas para el estudio de
compuestos de azufre en matrices bioldgicas. Algunos ejemplos son: la
determinacién de glutatién en sangre mediante LC-MS [148], taurina en
invertebrados marinos utilizando LC-MS/MS [149], metabolitos de
azufre en plantas mediante LC-MS/MS [150], fitoquelatinas en plantas
[151] o el uso de TOF-MS como herramienta para la confirmacidén de la
exposicion al gas mostaza [152].

Por otro lado, la espectrometria de masas con fuente de acoplamiento
inductivo (ICP-MS) ofrece una serie de ventajas en la determinacién de
compuestos de azufre respecto a las metodologias descritas en los
anteriores apartados, como podrian ser:

- Suelevada sensibilidad (ppb).

- Su especificidad para la deteccidn del azufre.
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- Su posible uso para experimentos de marcaje isotdpico como
estudios de metabolismo y nutricién, dada su capacidad de
medir relaciones isotdpicas.

- Su versatilidad y facil acoplamiento con técnicas de separacién
(HPLC, CE, CG).

Las principales desventajas del empleo del ICP-MS para la medida de
azufre son la presencia de interferencias espectrales, en especial
especies poliatomicas de oxigeno, que afectan a la medida de los
isdtopos 32 y 34, y la baja eficiencia de ionizacion.

Las interferencias espectrales pueden solucionarse utilizando equipos
de cuadrupolo con celda de colision y reacciéon, aumentando la
resolucion espectral en un equipo de doble enfoque o, mais
recientemente, mediante el uso de equipos de triple cuadrupolo.

La eficiencia de ionizacién del azufre en un plasma de argdn es baja,
proxima al 10% [153], debido al alto valor de su primer potencial de
ionizacion (10,36 eV). Ademas, el azufre es relativamente ligero y por
tanto no se transmite de una manera tan efectiva como otros iones mas
pesados, lo que se traduce en una baja sensibilidad en comparacién con
otros elementos. Afortunadamente, el azufre es un elemento que no
suele encontrarse en la mayoria de las muestras en concentraciones
inferiores al limite de deteccidn de esta técnica (1-5 ppb).

Dado que esta es la técnica utilizada a lo largo de esta tesis doctoral se
explicard a continuacién con mayor detalle los distintos tipos de ICP-MS
utilizados asi como las principales aplicaciones de esta técnica en la
medida de azufre y sus compuestos en material bioldgico.
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1.5- El ICP-MS en la determinacion de azufre y
sus compuestos en material bioldgico

1.5.1- Instrumentos ICP-MS

ICP-MS de tipo cuadrupolo con celda de colisién/reaccién

En general, los equipos ICP-MS con analizador de masas de tipo
cuadrupolo son los equipos mas populares debido a su menor coste en
comparacion con otros instrumentos ICP-MS. El analizador de masas de
tipo cuadrupolo estd formado por cuatro barras conductoras de
secciones hiperbdlicas, alineadas paralelamente entre si y equidistantes
de un eje central imaginario, tal como se ilustra en la Figura 6. Cada
pareja de barras opuestas esta conectada eléctricamente y se les aplica
una combinacién de corriente continua (DC) y corriente alterna de
radiofrecuencias (AC). El par de barras positivas (Figura 9) tiende a
mantener los iones en el eje central, mientras que el par de barras
negativas tiende a alejarlos de dicho eje. A este efecto general se suma
el efecto del campo de corriente alterna de modo que los iones
describen trayectorias que dependeran de la masa del ion. Para unos
determinados valores de los voltajes de corriente continua y alterna
solo los iones de una determina m/z son capaces de describir una
trayectoria estable, evitando colisionar con las barras y, por tanto,
capaces de pasar el filtro de masas cuadrupolar alcanzando el detector.
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lones con
trayectorias
inestables

lones con
trayectorias
estables

Voltajes
continuos
v alternos

Figura 6. Esquema de un cuadrupolo en un equipo ICP-MS

Este tipo de espectrdmetros presentan una baja resolucidon espectral
(m/Am=300). Por tanto, con estos analizadores de masas no es posible
separar los isétopos de azufre de los iones poliatdmicos de oxigeno que
presentan la misma masa nominal que el correspondiente isétopo de
azufre.

Una alternativa, dado que el azufre forma facilmente 6xidos estables, es
monitorizar el ion molecular (SO*) a las relaciones m/z 48, 49 y 50 que
estan menos interferidas por iones poliatdmicos [154, 155].

Otra posibilidad es el uso de la celda de colisién/reaccion. En estos
equipos un cuadrupolo, hexapolo u octapolo, se situa entre las lentes

-56 -



1- Introduccidén

idnicas y el filtro de masas cuadrupolar. La presurizacién de esta celda
con un gas adecuado puede originar reacciones de transferencia de
atomos o carga y/o colisiones con procesos de disociacién o
discriminacién de energia que conduzcan a la eliminacidon de la
interferencia espectral.

Utilizando xenén como gas de colision se eliminan las especies
poliatémicas interferentes de 0,". Asimismo, se puede utilizar oxigeno
como gas de reacciéon, monitorizando los 6xidos estables de azufre
generados en la celda.

Este tipo de ICP se ha utilizado para medir compuestos de azufre en
muestras de interés biolégico como el estudio del grado de oxidacién de
la B-caseina mediante el uso de oxigeno en la celda de reaccién [156] o
la mejora de la precision en las medidas de azufre en muestras
alimenticias. [157]

Recientemente, se han empezado a comercializar equipos de ICP-MS de
triple cuadrupolo. Estos equipos tienen dos cuadrupolos (Q1 y Q3) y
entre ellos un octapolo que sirve como celda de colisiéon/reaccion (Q2),
tal como se puede apreciar en la Figura 7.

En el caso del azufre se seleccionan en el primer cuadrupolo (Q1) las
masas de los isotopos de azufre. Solamente los iones seleccionados
entran en el octapolo (Q2) y reaccionan con el gas O,. En el tercer
cuadrupolo se puede seleccionar el idn producto, que para el caso del

21 . . 1
azufre 32 es *’$™0", el cual es separado del ion interferente °0,". El
mismo planteamiento se puede realizar para la medida de los is6topos

33y 34 del azufre.
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lon Q1 (m/z =32) Q2 Q3 (m/z)= 48
beam ™ a2 1 sgis0+
‘ ‘ S*+0 — SO* ‘ 4
1 1

| | 1602+
v

48ca+' 48Ti+,36 Ar12c+ 1602+
02

Figura 7. Esquema de la medida de azufre 32 en un equipo ICP-MS de
triple cuadrupolo

La principal diferencia de estos equipos con respecto a los
convencionales de tipo cuadrupolo con celda de colisién/reaccién es la
separacion previa de las especies que entran en la celda (analito +
interferente) evitando asi la posible aparicion de posibles inferencias
como consecuencia de los productos generados en la celda de
colisién/reaccion.

ICP-MS de doble enfoque

A diferencia de los equipos cuadrupolares, los equipos ICP-MS de doble
enfoque (DF) permiten trabajar con resoluciones espectrales regulables
(hasta m/Am=10.000). En el caso concreto de los isétopos de azufre
trabajando a resolucion 4.000 es posible la separacion espectral de las
sefiales de los iones poliatomicos interferentes (Tabla 3).

-58 -



1- Introduccion
. Masa Interferencia Masa Resolucion
Analito . . .
exacta espectral interferencia necesaria
%00 31,989829 1801
“No 32,002235 1061
32 | 31,972071 S
N*0*H 32,002848 1040
“No™H, 32,013638 770
3251H 32,97989 3907
*0'*0’H 32,997654 1259
33S | 32,971458 —
N*®¥0'H 33,010060 854
BNBo 32,999269 1186
3s1H 33,979283 2977
325'H, 33,987721 1711
%00 33,994075 1297
34S | 33,967866 S
00 34,0018713 1000
*0'*0'H, 34,0054793 904
BNEoH 34,0070949 866

Tabla 3. Interferencias espectrales para los isétopos de azufre

Estos equipos estan provistos de un sistema analizador de masas de

doble enfoque, constituido por un sector magnético y un sector

electroestatico (Figura 8), los cuales separan a los iones de acuerdo a su

momento y energia cinética, respectivamente.
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Sector

eléctrico Rendija de
salida

Multiplicador de electrones
secundarios (SEM)

Sector
magnético

Optica idnica

Interfase

£ - Q? Introduccion de

. . muestra

Figura 8. Esquema de un equipo ICP-MS de doble enfoque geometria
Nier-Johnson inversa (Obtenido de la pagina web del fabricante)

En este tipo de analizadores de masas los iones son acelerados a la
salida de la fuente sometiéndolos a altisimos potenciales (de hasta
8.000 voltios) mediante una serie de placas electrostaticas que aceleran
y enfocan los iones.

La energia cinética de un ion de masa m y carga z acelerado dentro de
dicho campo vendra dada por:

%mv2 =zV (1)
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donde V es el potencial de aceleracion. Asi, todos los iones de la misma
carga deberian tener la misma energia cinética independiente de la
carga. Sin embargo, los iones poseen una distribucién estadistica de
velocidades (tanto en valor como en direccidn) que daran lugar a una
distribucién de energias cinéticas de los iones acelerados que deberia
afectar a la resolucion espectral.

Bajo la accién del potente electroiman del sector magnético, los iones
son obligados a describir trayectorias circulares en las que la fuerza
centripeta compensa la fuerza magnética, de acuerdo a:

mv?

= Bzv (2)

donde r es el radio de curvatura y B el campo magnético. Combinando
las ecuaciones (1) y (2) se obtiene:

G

z B2

Asi pues, en el sector magnético la trayectoria de un haz de iones con
igual momento describe un arco que depende solo del voltaje de
aceleracién V y del campo magnético B del analizador magnético.

Por otro lado, el conjunto de iones que sale de la fuente con la misma
relacidn m/z pero con una distribucion direccional algo divergente son
afectados por el campo magnético de tal manera que se produce una
distribucién direccional convergente cuando los iones dejan el campo.
Sin embargo, la distribucién de energias traslacionales de los iones que
dejan la fuente limita seriamente la resolucion de los instrumentos de
sector magnético (m/Am<2.000). Es decir, esta distribucién de energias
cinéticas produce un ensanchamiento del haz que llega al detector y por
tanto una pérdida de resolucién.
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Este problema se corrige con el empleo de un sector electrostatico

constituido por dos ldminas metdlicas lisas curvadas a las que se aplica

un potencial de corriente continua. En este caso la fuerza centripeta

debe compensar a la fuerza del campo eléctrico de acuerdo a:

mv?

=zE (4)

T

donde E es el campo eléctrico. Combinando las ecuaciones 1 y 4 se
obtiene:

(5)

2V
r=—
E
En el sector electrostatico la trayectoria de un haz de iones con igual
energia cinética describe un arco que depende solo del voltaje de

aceleracién Vy del campo eléctrico E.

De este modo, los iones de una determinada m/z son doblemente
enfocados (enfoque direccional o angular y de energia) a la salida de la
combinacion de los dos sectores para un potencial de aceleracion y
fuerzas de campo magnético y eléctrico dados (Figura 9). Dicho de otro
modo los iones de la misma relacién m/z serdn enfocados en un mismo
punto garantizando asi un alto poder de resolucidon (regulable por
medio de la rendija de entrada y salida) y elevada sensibilidad cuando
se trabaja a baja resolucién (a medida que aumenta la resolucidn
disminuye la sensibilidad de estos equipos).
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Figura 9. Optica i6nica de doble enfoque con geometria directa

En el caso de azufre, como ya se ha comentado, mediante el empleo de
una resolucion 4.000 se consiguen separar los isdtopos de azufre de los
iones poliatdmicos interferentes.

Los instrumentos de doble enfoque se utilizan tanto en equipos
secuenciales con un Unico detector (habitualmente un multiplicador de
electrones secundarios) como multicolector, esto es, con varios
detectores de copa de Faraday que permiten monitorizar la seial de
varios iones simultdneamente (Figura 10). Los equipos multicolectores
permiten obtener medidas de relaciones isotdpicas muy precisas ya que
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al medirse los dos isdtopos simultdneamente se anula el efecto de las
fluctuaciones de la fuente.

Sector
magnético

AT

- m‘@f?

Sy @Q A /’/:\\ % Multicolector
/’)

P 3 X N - (bf i

9 Optica ionica

! ‘lmdll de % Interfase
 entrada

Introduccion de
muestra

Figura 10. Esquema de un equipo ICP-MS multicolector enfoque
(Obtenido de la pagina web del fabricante)

El equipo multicolector se ha utilizado para la determinacién de azufre
total en muestras bioldgicas [158] o la caracterizacién de levadura
enriquecida en *'S [96]. Este equipo también se ha utilizado en la
determinacidon de relaciones isotdpicas de azufre para el control de
falsificaciones de productos farmacéuticos [159].
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1.5.2- Técnicas hibridas

A continuacion se expondrdn algunas de las técnicas hibridas acopladas
a los equipos ICP-MS que se han utilizado para determinar compuestos
de azufre en muestras bioldgicas.

1.5.2.1- Cromatografia Liquida (LC-ICP-MS)

El acoplamiento de la cromatografia de liquidos con el ICP-MS (LC-ICP-
MS) es la técnica utilizada habitualmente para la especiacion de azufre
en muestras bioldgicas [160].

La cuantificacién de péptidos y proteinas de azufre mediante HPLC-ICP-
MS ofrece un método alternativo para la protedmica cuantitativa.
Conociendo el nimero de aminodcidos de azufre de una proteina puede
calcularse la cantidad de proteina midiendo el azufre presente en la
misma, incluso en ausencia de estandares de proteinas certificadas. El
Unico requisito para ello es que la respuesta de azufre en el ICP-MS sea
independiente de la forma quimica en la que el azufre es introducido en
el plasma (calibracién independiente del compuesto) [161]. La
presencia de al menos un residuo de azufre (metionina o cisteina) se ha
utilizado para la determinacion del grado de fosforilacién en
fosforproteinas y fosfopéptidos monitorizando la relacién *'P/3*S [162].

Dentro del campo de la protedmica, el estudio de las metaloproteinas
ha centrado el interés de muchos grupos de investigacion ya que
aproximadamente un tercio de todas las proteinas requieren metales
para llevar a cabo sus funciones. El metal suele estar coordinado por
atomos de nitrégeno, oxigeno o azufre pertenecientes a los
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aminoacidos de la cadena polipeptidica. La deteccién simultdnea de
azufre y otros metales en muestras bioldgicas puede ayudar a descubrir
la estequiometria de muchas metaloproteinas y otros compuestos
bioldgicos relevantes [163]. Asi, se han determinado las relaciones S/Cu
en proteinas plasmaticas de sujetos sanos y pacientes con enfermedad
de Wilson [164] y se ha realizado la especiacion simultdnea de Sy Se en
plantas Allium por HPLC acoplada a un ICP-MS con celda de reaccién
monitorizando el isdtopo 34 [165].

Por otro lado, el acoplamiento HPLC-ICP-MS también se ha utilizado en
el campo de la medicina para estudiar los efectos de terapias con
drogas en el tratamiento de enfermedades. Asi, se ha investigado el
destino metabdlico de xenobidticos clorinados mediante la deteccidon
especifica de Sy Cl [166] o metabolitos de la droga omeoprazol en orina
de rata [167]. Por otro lado, es bien conocido que las drogas que
contienen Pt o Ru, usadas como drogas anticancerigenas, muestran una
fuerte afinidad por sustancias que contengan tioles (por ejemplo,
aminoacidos de S). Las interacciones de estas drogas con las proteinas
de azufre han sido estudiadas monitorizando simultdneamente el metal
y el azufre [168,169].

El acoplamiento HPLC-ICP-MS también se ha utilizado en estudios de
marcaje isotdpico utilizando tanto el **S como el **S. Asi, se ha utilizado
sulfato o metionina enriquecidos en azufre 34 para el seguimiento de la
sintesis de proteinas [170,171]. En nuestro grupo de investigacion se ha
sintetizado levadura enriquecida en 'S [96], la cual se han utilizado
posteriormente como marcador en el estudio del metabolismo de
azufre en animales [81]. Ademas, la aparicion del ICP-MS de triple
cuadrupolo abriria la posibilidad de utilizar también el *S como
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marcador ya que esta técnica permite eliminar la interferencia del *°Ar
[172].

1.5.2.2- Cromatografia de gas (GC-ICP-MS)

La cromatografia de gases acoplada al ICP-MS puede ser utilizada para
monitorizar compuestos de azufre volatiles o no volatiles tras un
proceso de derivatizacion. La ausencia de agua en el plasma reduce
notablemente las interferencias espectrales que afectan al azufre en el
ICP-MS, permitiendo el uso de la masa 32 para la medida del azufre. La
mayoria de especies volatiles de azufre son térmicamente estables y
pueden ser detectadas usando un ICP-MS. Sin embargo, pocas
aplicaciones se centran el estudio de estos compuestos en materiales
biolégicos. Uno de ellos es la determinacion de compuestos volatiles de
azufre (VSCs) en aliento humano mediante GC-ICP-MS [173]. Los
mismos autores desarrollaron un método selectivo y sensible para la
determinacion total de homocisteina en suero humano mediante GC-
ICP-MS utilizando acido trifluoroacético como reactivo derivatizante
[174].

1.5.2.3- Ablacion laser (LA-ICP-MS)

El acoplamiento LA-ICP-MS permite el andlisis rdpido y directo de
sélidos, con una minima preparacion de muestra, asi como obtener
informacién espacial [175].

Mediante el empleo de esta técnica se puede monitorizar el azufre
junto con otros elementos como el fédsforo en las manchas obtenidas en
la separacién de proteinas mediante electroforesis convencional de
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geles [176,177]. La técnica LA-ICP-MS ha sido satisfactoriamente
aplicada también como técnica de “imaging” para producir imagenes
cuantitativas de la distribucién especifica de uno o varios elementos en
secciones de tejidos [178, 179]. Asi, este método se ha utilizado para la
visualizacidon en 2D del azufre en una seccidn de cerebro de rata con
objeto de detectar tumores de pequeino tamafio [180]. También se ha
aplicado a la visualizaciéon en 2D del azufre y otros elementos en
secciones del hipocampo del cerebro humano [181].

1.5.2.4- Electroforesis capilar (CE-ICP-MS)

El acoplamiento CE-ICP-MS es considerada como una potente
herramienta para el analisis de proteinas que contengan metales
ligados a ellas [182], pudiéndose monitorizar, como en los casos
anteriores, simultdneamente al metal el azufre y, de este modo,
confirmar la presencia de una proteina en el compuesto eluido. Las
metalotioneinas han sido las proteinas mas comunmente analizadas
con CE-ICP-MS [183]. Son proteinas pequeiias que contienen cisteina y
que pueden enlazarse con cationes como Zn**, Cd** o Cu** [184,185].
También se ha utilizado para la determinacién de aminoacidos de
azufre en orina y complementos nutritivos [186].
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1.6- Analisis por dilucion isotdpica

El andlisis por dilucion isotdpica (IDA) se basa en la medida de
relaciones isotépicas de un elemento en muestras donde su
composicion isotdpica ha sido previamente alterada por la adicion de
una cantidad conocida del elemento o compuesto que contiene el
elemento enriquecido isotdpicamente. Se emplea principalmente en la
certificacidon de patrones y/o materiales de referencia, asi como en la
validacién de otros métodos analiticos. Sin embargo, en los ultimos
afios, debido al coste relativamente bajo de los isétopos enriquecidos,
la facilidad de manejo, rapidez y robustez analitica de las metodologias
analiticas basadas en la dilucién isotdpica y a la comercializacién cada
vez mas extendida de compuestos marcados isotopicamente, se esta
popularizando su uso en andlisis de rutina.

La dilucidn isotépica se usa casi exclusivamente con las técnicas de
espectrometria de masas. Inicialmente se utilizaron los equipos con
fuente de ionizacion térmica (TIMS) para andlisis elemental debido a las
altas precisiones que se obtenian. Sin embargo, debido a la complejidad
en el tratamiento de la muestra, poco a poco esta técnica se vio
desplazada por el plasma de acoplamiento inductivo [187].

El andlisis por dilucion isotdpica se puede aplicar no solo al analisis
elemental sino también a la determinacién de compuestos. En el campo
de la quimica clinica, la necesidad de una correcta determinacion de
farmacos, drogas, etc., junto con la disponibilidad de diferentes
compuestos marcados con “H o C, ha acelerado el uso esta técnica y
generalmente se utiliza como referencia para validar otras
metodologias utilizadas en analisis rutinarios mas sencillos [188].
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La dilucién isotdpica se ha utilizado ampliamente en el campo de la
especiacién elemental, donde el propdsito es la determinacion de las
especies quimicas individuales en las que un elemento se distribuye en
una muestra dada [189,190].

Esta técnica presenta una serie de ventajas respecto a otras
metodologias:

e La utilizacidn de un isdtopo de un mismo elemento para realizar
medidas analiticas constituye una estandarizacion interna ideal
ya que permite corregir tanto las posibles derivas
instrumentales como las interferencias de matriz.

e Una vez afiadido y mezclado homogéneamente el isdtopo
enriquecido con el elemento presente en la muestra, el analisis
por dilucidén isotépica permite la utilizacidn de procesos de
separacidn no cuantitativos.

e Con el analisis por dilucion isotépica se obtienen resultados de
una alta precisidon y exactitud. Asi, los métodos que emplean
anadlisis por diluciéon isotépica son considerados métodos
absolutos de cuantificacidn adecuados por tanto para su uso
como referencia en la validacion de otras metodologias
analiticas.

Sin embargo, para obtener de una elevada exactitud es necesario
corregir efectos como la discriminacion de masas o el tiempo muerto
del detector y los isotopos a monitorizar deben estar libres de
interferencias espectrales. Ademds, el método no es aplicable a
elementos monoisotdpicos.
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1.6.1- Principios basicos

El andlisis por dilucion isotdpica estd basado en la alteracidon de las
abundancias isotdpicas de un elemento enddégeno en una muestra
mediante la adicion de una cantidad conocida de un isétopo
enriquecido del mismo elemento (spike). Por lo tanto, el elemento a
analizar tiene que poseer al menos dos isdtopos estables que puedan
ser monitorizados en un espectrémetro de masas.

El principio basico de un andlisis elemental mediante IDA para el caso

de un elemento que contiene dos isdtopos diferentes a y b, se ilustra en
la Figura 11.

M |sotopo a Isétopo b

100 1
90 —|

?D-l
60 -
50
4D'|
30

Abundancia sotopica (36)

20 -
1E!lJ

/ -

Muestra Mezcla Spike

Figura 11. llustracion del fundamento de la dilucién isotépica para un
elemento que contiene dos isétopos (a y b).
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Como se puede observar, el isétopo a es el mas abundante en la
muestra, mientras que el spike esta enriquecido en el is6topo b. Al
realizar la mezcla de ambos se obtiene una relacion que serd intermedia
entre muestra y spike, y que dependera de la cantidad de spike afiadido
y de la cantidad inicial del elemento en la muestra. La relacién en la
mezcla puede expresarse matematicamente mediante la ecuacién de la
dilucién isotdpica.

1.6.2- Ecuacion de la dilucion isotdpica

Esta ecuacidén serd expresada siguiendo la notacién utilizada por J. I.
Garcia Alonso [191]. Si N representa el nimero de moles de un
elemento poliatomico en la muestra y Ny, los moles del mismo
elemento en el spike, los numeros de moles de ese elemento en la
mezcla resultante, N,,, pueden expresarse como:

Np, = Ng + N (1)

Similares balances de masa pueden ser obtenidos para los isétopos a y
b:

N& = N + NS‘;, (2)
NTI))”L = Nsb + Nsbp (3)

Si se divide la ecuacion (2) entre la ecuacion (3), se obtiene la relacion
isotopica de los dos is6topos (a/b) en la mezcla R,

_N&  NE+NG  N,A% + Ny A%,
CONb NP4 NL, T NGAD + N, AD,

R, (4)
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Donde, N& = N;A? , N& = Ny, A%, , NP = NAD y N&, = Ny, AL,
teniendo en cuenta la abundancia isotdpica de los isétopos ay b en la
muestra (A% y A?) y en el spike (A%, yA?p). De modo arbitrario, se
establece que el isdtopo a serd el mayoritario en la muestra y el isdtopo

b sea el mayoritario en el spike.
Reordenando la ecuacion (4) para Ns, se obtiene:
N RmAls)p - A(slp

S A2~ Ry A

)

La ecuacion (5) es la forma mas basica de la ecuacion de la dilucidn
isotdpica. Si se conocen el nimero de moles afiadidos con el spike y la
composicion isotépica de la muestra y el spike, se puede calcular el
nimero de moles en la muestra midiendo Unicamente R, en la mezcla.
Esta expresidn se puede adaptar para expresar concentraciones
(masa/masa) en vez del nimero de moles. Se define Ry = AR/A2 como
la relacion isotopica b/a en la muestra y Rg, = Alsfp/Aas‘p como la
relacion isotépica b/a en el spike. De esta forma, la ecuacion (5) puede
expresarse como:

b
N.=N Asp Rm_Rsp
s = _—

P 6
P A2 1— RpRs ©)

La ecuacidn (6) puede convertirse a unidades de concentracidn
utilizando la expresion Ny = (Cs mg)/(Ms) y Ngp = (Csp M)/ (M),
siendo:

e (s y Cgpy las concentraciones del elemento en la muestra y el
spike respectivamente
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e m; y mg, las masas tomadas de la muestra y el spike
respectivamente

e My Mg, lamasa atomica del elemento en la muestra y el spike
respectivamente

Sustituyendo, la ecuacidn final de la dilucién isotdpica es:

b
. =c M Asp (Rm

7
P Mg Aa 1—-R, R>()

En esta ecuacién, la concentracién del elemento en la muestra se
determina midiendo la relacion isotopica (b/a) en la mezcla (Ry,)
mediante espectrometria de masas, ya que los otros parametros en la
ecuacion son conocidos.

1.6.3- La dilucion isotopica para la especiacion
elemental

Los equipos ICP-MS no son capaces de proporcionar informacion sobre
las diferentes formas quimicas, fisicas o morfoldgicas en las que el
elemento de interés se encuentra en una muestra determinada. Por
tanto, a la hora de aplicar el analisis por dilucién isotdpica en el campo
de la especiacion elemental, se necesita una separacion previa de las
distintas especies a determinar antes de la medida con el
espectrometro de masas. Asi pues, para obtener informacidon molecular
es preciso acoplar alguna técnica de separacion, normalmente
cromatografica.

Para adaptar la técnica de dilucidn isotépica al campo de la especiacién
se puede emplear dos estrategias: (i) dilucién isotdpica especifica v (ii)
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dilucion isotdpica inespecifica o post-columna. Ambos modos se
diferencian en el momento en el que se afiade el trazador isotépico y en
la forma quimica de este ultimo.

1.6.3.1- Dilucidn isotdpica especifica

La modalidad especifica requiere el uso de un spike que contenga la
especie a analizar enriquecida isotépicamente en un determinado
elemento. La composicién y estructura de la especie de interés debe ser
perfectamente conocida con objeto de poder sintetizar la
correspondiente especie enriquecida o adquirirla si esta disponible
comercialmente.

En este modo, la disolucion spike se afiade a la muestra al principio del
proceso analitico, debiendo asegurarse la mezcla homogénea de la
especie enriquecida con la especie de abundancia natural (el mal
llamado equilibrio isotdpico).

En los ultimos afos muchos grupos de investigacién han sintetizado
compuestos enriquecidos isotopicamente (trazadores) para el estudio
de compuestos de interés en el campo de la medicina, bioquimica o
medioambiente [88,192].

Durante la presente tesis doctoral se sintetizé metionina enriquecida en
azufre 34 para la determinacién de metionina de abundancia natural en
suplementos alimenticios y plasma humano.
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1.6.3.2- Dilucidn isotdpica inespecifica o post-columna

En esta modalidad, la adicién del isdtopo trazador o spike se lleva a
cabo en linea tras la completa separacion cromatografica de las
especies de abundancia natural en la muestra (adicion post-columna). El
spike suele encontrarse como especie diferente de la especie a
determinar.

Esta técnica es especialmente util cuando la estructura o composicién
de las especies a analizar no se conocen con exactitud o cuando no se
disponen de compuestos enriquecidos comercialmente o no pueden ser
sintetizados. Obviamente, cualquier pérdida del analito antes de la
mezcla con el trazador no es corregida mediante este método. Ademas,
esta modalidad sélo puede ser utilizada cuando la eficiencia de
ionizacion del elemento es independiente de la forma quimica en el que
el elemento esté presente en la fuente de ionizacidn.

La adicidn continua de la disolucion de spike se lleva a cabo mezclando
de manera continua a la salida de la columna cromatografica el spike
utilizando una bomba persitdltica y una pieza de T. Para la
cuantificacion de los compuestos eluidos es necesario representar el
flujo masico frente al tiempo de retencidn. El flujo masico es la masa
eluida de un compuesto por unidad de tiempo. De este modo, la
concentracion de las diferentes especies en la muestra, se calculan
mediante la intregracion de los picos cromatograficos (masa total
eluida) y divisidn por el volumen de muestra inyectada.

Es necesario modificar la ecuacidn de la dilucién isotdpica para
adecuarla a esta modalidad. Tras la separacién cromatografica, el
eluyente de la columna que contiene N moles (mol g") de un elemento
de la muestra, con una densidad d; (en g mL™) y es bombeado con un
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flujo f; (mL min™) para mezclarse con una disolucidén de spike que
contiene Ng, moles del trazador (mol g") con una densidad dsplen g
mL™") y es bombeado a un flujo fsp (ML min™). El flujo masico total (mol
min™) para dos is6topos a y b del elemento en la mezcla sera:

Ns'dsfs + Nspdsp fsp = Nipdm fm (8)

Nsbdsﬁc + Nsbpdspfsp = err)ldmfm €C))

Dividiendo la ecuacién (8) entre la ecuacion (9) se obtiene la siguiente
expresion:

_ N.sfldsfs + Ns%dspfsp _ NsA?dsfs + NspA?pdspfsp

" Nsbdsﬁc + Nsbpdspfsp NsAls) dsfs + NspAgpdsp sp

(10)

Donde R, = (N2)/(NR) es la relacién isotépica (a/b) en la mezcla y
N2 = NgAZ, N3, = Ng,AZ,, NP =NAD , N&, = Ng,AD, teniendo en
cuenta las abundancias de los isétopos a y b en la muestra (A2 y AE) y

en el spike (A3, yA p) respectivamente.

Reordenando la ecuacién (10) para Ng se obtiene:

R,A2, —
Nydfs = Nspdspf:sp W (11)

La ecuacién (11) es la ecuacién basica para la dilucién isotépica con

adicion on-line. Esta ecuacidn puede ser modificada utilizando

R = AR/A2 como la relacién isotépica b/a en la muestra vy Rep =

AEP/A‘;p como la relacion isotdpica b/a en el spike, de tal forma que se

obtiene:
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b
fsp Rm

NsdsﬁszN spfsp Aa 1 R, R (12)

Donde Ny y Ny, son las concentraciones del elemento (mol gl enla
muestra y el spike respectivamente. Si se tiene en cuenta el peso
atémico de los elementos la concentracién se puede expresar en
unidades de masa:

Mg A% (R
Codsls = Copllsnfow 3y 3 (m) (13)

Donde Cs y Cgp son las concentraciones del elemento en la muestra y el
spike, y Ms y Mg, son los pesos atomicos del elemento en la muestra y

el spike respectivamente.

Si la concentracién se expresa en ng g, la expresion Cidf; tiene
unidades de ng min™y corresponde al flujo masico de la muestra que
eluye de la columna MF;. Por lo tanto, la ecuacién de la dilucién
isotdpica post-columna se puede expresar como:

AW Asp m

= Conllspfsn 2y AW, AT (1——) 14

Si la concentracién del analito cambia con el tiempo, por ejemplo
durante un pico cromatografico, MF, también cambiard su valor. La
integracion del pico en el cromatograma de flujo masico aportara la
cantidad del elemento eluido en dicha fraccién. La concentracion se
puede calcular facilmente dividiendo por el volumen de muestra
inyectado.
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Este procedimiento se utilizd en la presente tesis doctoral para la
cuantificacion de metabolitos de azufre excretados en la orina de
ratones sanos y enfermos de cancer de préstata.

1.6.4- Deconvolucion de perfiles isotopicos

La deconvolucidon de perfiles isotépicos es una técnica matematica para
aislar diferentes senales isotdpicas de una mezcla de abundancia
natural y trazadores enriquecidos. Esta técnica se basa en la regresiéon
linear multiple.

Esta forma de operar en analisis por dilucién isotépica presenta una
serie de ventajas respecto a las ecuaciones usadas tradicionalmente.
Por un lado, es una metodologia general que se puede aplicar a
cualquier sistema en el que se utilicen elementos o compuestos
marcados isotopicamente, tanto para dilucidon isotépica elemental
como orgdnica o bioquimica. Por otro lado, permite el trabajo con
multiples perfiles isotdpicos, lo cual es necesario cuando se pretenden
realizar estudios fundamentales de metabolismo mineral y de
especiacion.

Esta metodologia permite, por ejemplo, utilizar un isétopo enriquecido
metabdlico (afiadido al organismo en estudio) y otro isétopo distinto
para la cuantificacidn final por dilucidn isotdpica

En general, cuando se quiere determinar mediante analisis por dilucién
isotdpica, en cualquiera de sus modalidades, la cantidad de materia de
un elemento o compuesto quimico de abundancia isotdpica natural (en
moles, N,.;) presente en una determinada alicuota de la muestra, se
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afade a dicha alicuota una cantidad conocida de materia enriquecida
isotopicamente (en moles, N.,) del elemento o compuesto a
determinar. La mezcla (N,,) entre el elemento o compuesto de
abundancia isotépica natural y el enriquecido isotépicamente, cumplird
el balance de masas:

N, = Npge + Ny (15)

El balance de masas de la ecuacién (15) se puede hacer también para
todos y cada uno de los istopos/masa que configuran el perfil isotépico
del elemento o compuesto determinado. Por ejemplo, para un isétopo
cualquiera i de un elemento el balance de masas seria:

Nrin = Nrilat + Neinr (16)

Si se tratase de un compuesto quimico, la ecuacion 16 representaria el
balance de masas para una masa determinada de su perfil isotdpico
molecular. Ya sea para un elemento o un compuesto, la ecuacién 16 se
puede expresar como una combinacién lineal de la cantidad total del
elemento o compuesto en cada uno de los perfiles isotdpicos (natural o
enriquecido) y de las abundancias isotdpicas conocidas o medidas de
cada perfil isotdpico segun:

Ny, Ain = Npat A%at + Nenr Aienr 7)

donde AL, Al .y AL . son las abundancias isotépicas conocidas o
medidas del isétopo/masa i en cada uno de los perfiles isotépicos. Si
dividimos la ecuaciéon 17 por la ecuacion 15 se obtiene la siguiente
expresiéon matematica

Agn = Xnat Ailat + Xenr Aienr (18)

donde,
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NETI.T
Nnat+Nenr

_ Nnat _
Xnat = y Xenr =

Nnat+Nenr

son las fracciones molares de cada uno de los perfiles isotdpicos que
contribuyen al perfil isotépico observado en la muestra alterada
isotdpicamente. La ecuacién final de la dilucion isotépica se obtiene al
dividir estas dos ultimas expresiones:

Nnat Xnat

= (19)
Nenr  Xenr

Por tanto, dado que N, es conocido, para calcular la cantidad de
materia en la muestra ( N,,:) Unicamente se tiene que determinar
experimentalmente las fracciones molares de cada uno de los perfiles
isotdpicos presentes en la mezcla.

Si el elemento utilizado posee al menos 2 isétopos estables (o el
compuesto utilizado posee al menos 2 masas en su perfil isotdpico
molecular) podemos definir una ecuaciéon de abundancias isotdpicas y
fracciones molares (ecuacién 18) para cada isétopo/masa. Supongamos
que el elemento/compuesto posee n isdtopos estables (o masas en su
distribucién isotdpica molecular) donde n > 2. Esa serie de ecuaciones
se puede expresar, en notacidn matricial, como:

i A}n 1 _A}Lat Aénr_ el
A% Alar Anr [ e?
A?n = A?lat Agnr [Xnat] + e’ (20)
R | & 4% I
At ARl Ay 'le”‘l |
L Am 1 LARGe Alnr ] e”
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En el caso de n>2 tenemos mdas ecuaciones que incognitas (fracciones
molares) y se ha de incluir un vector de error en la ecuacién 20. Los
valores de las incognitas X,,;:t Y Xenr ¥ SU incertidumbre se obtienen
mediante ajuste por minimos cuadrados del vector de error utilizando la
técnica de minimos cuadrados multiple lo que se puede calcular
utilizando la funcién “Estimacion Lineal” en Excel. El proceso de calcular
las fracciones molares en sistemas como el que aparece en la ecuacién
20, se viene denominando “Deconvolucidn de Perfiles Isotépicos” en la
literatura moderna.

Esta metodologia se utilizd en la presente tesis doctoral, empleando el
azufre 34 como trazador metabdlico, y azufre 33 para la cuantificacion
final.
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Como se ha comentado previamente, la busqueda de nuevos
biomarcadores de enfermedades en general y tumores malignos en
particular es uno de los grandes campos de investigacién clinica. De los
diferentes tejidos y fluidos que pueden ser objeto de andlisis, la orina
constituye una muestra ideal para la monitorizacidn de estas sustancias
dado que no requiere de métodos invasivos. Ademas, los perfiles
metabolémicos en orina estan siendo objeto de investigacién para
desarrollar nuevos ensayos clinicos basados en este tipo de
biomarcadores.

Por otro lado, las técnicas hibridas que combinan potentes técnicas de
separacion cromatograficas o electroforéticas con la espectrometria de
masas en general y la espectrometria de masas con fuente ICP en
particular abre la posibilidad de nuevas estrategias analiticas dentro de
este campo.

En nuestro caso, basandonos en estudios previos realizados en nuestro
laboratorio, pretendemos evaluar la posibilidad de utilizar las medidas
de relaciones isotdpicas de azufre en los metabolitos presentes en la
orina como método para detectar pacientes con determinadas
patologias como por ejemplo cancer de préstata. La hipdtesis seria la
siguiente: al suministrar una dosis de levadura en **S a un individuo
sano y a un paciente, si el metabolismo de estos individuos es diferente
como consecuencia de la enfermedad, deberia observarse la aparicion
de un enriquecimiento isotdpico en azufre diferente en algunos de los
metabolitos de azufre presentes en la orina de estos individuos. El
objetivo principal de esta tesis doctoral es evaluar si esto es asi 0 no, ya
que en caso afirmativo estos metabolitos podrian proponerse como
posibles biomarcadores de la enfermedad.
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Este objetivo general se concreta en una serie de objetivos parciales:
1. Sintesis de levadura enriquecida en azufre 34.

Se procederd a sintetizar levadura Saccharomyces Cerevisiae
enriquecida en azufre 34. Para ello se partira de la experiencia previa en
nuestro grupo de investigacién en este campo, pero modificando vy
optimizando algunos aspectos de los métodos anteriormente
desarrollados con objeto de obtener un enriquecimiento mayor en el
is6topo 34 del azufre. Esta levadura sera empleada en las etapas
posteriores. Como en ocasiones previas se colaborara con el grupo del
profesor Fernando Moreno en cuyos laboratorios se llevaran a cabo la
sintesis de las levaduras enriquecidas.

Por otro lado, se aprovechara también estas levaduras para preparar un
patron de metionina enriquecida isotépicamente con objeto de
utilizarla en la determinacién de metionina en muestras de interés
clinico. Para ello, se colaborara con el Hospital Universitario Central de
Asturias tanto en la obtencion de muestras clinicas como en la
validacién de nuestra metodologia por comparacion con la empleada en
los laboratorios del Hospital.

2. Desarrollo de una metodologia analitica cuantitativa para la
monitorizacién de metabolitos de azufre en orina

Es de esperar que los enriquecimientos isotopicos de azufre en los
metabolitos presentes en la orina tras una dosis Unica de levadura
enriquecida sean muy pequefios. Para poder detectar diferencias entre
individuos sanos y enfermos serda necesario utilizar técnicas que
alcancen una alta precisidon en la medida de las relaciones isotépicas.
Por tanto, se compararan dos equipos de ICP-MS de doble enfoque, uno
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con deteccion secuencial y otro con deteccion simultanea,
fundamentalmente en lo que se refiere a la precisiéon en la medida de
relaciones isotdpicas.

Por otro lado, se pondra a punto un método de HPLC para separar los
principales metabolitos de azufre en orina comparando distintos tipos
de cromatografia (cambio idnico y fase reversa). Ademads, con objeto de
cuantificar el azufre endégeno y exdgeno (enriquecido isotdpicamente)
presente en cada pico cromatografico se afiadira en continuo a la salida
de la columna cromatografica un segundo trazador enriquecido en el
isd6topo 33 del azufre y se aplicard la herramienta matematica de
deconvolucidn de perfiles isotdpicos (IPD) desarrollada previamente en
nuestro grupo de investigacion.

3. Evaluacién del enriquecimiento isotépico de azufre en orina de
animales de laboratorio tras suministrarles una dosis de levadura
enriquecida.

Para este ultimo objetivo, se alimentara con una dosis Unica de levadura
enriquecida a ratas y/o ratones de laboratorio para recoger
posteriormente la orina y analizarla por el método analitico puesto a
punto anteriormente. Se estableceran dos poblaciones, una de
individuos sanos y otra con cancer de prdstata, y se les hara un
seguimiento con el tiempo suministrando a los individuos dosis
puntuales de levadura enriquecida en determinados momentos
espaciados regularmente. Los animales se mantendran en jaulas
metabdlicas para poder recoger la orina excretada evaluandose el
tiempo idéneo para la recogida de las mismas tras la administracion de
la dosis de levadura enriquecida.

Para el tratamiento de los datos se utilizaran técnicas quimiométricas,
tanto para lo que se refiere a la identificacidon de los compuestos que
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presentan un comportamiento distinto en ambas poblaciones como
para establecer diferencias globales entre las mismas (reconocimiento
de pautas).
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3.1- Instrumentacion

3.1.1- Espectrometros de masas con fuente de plasma

de acoplamiento inductivo (ICP-MS)

A lo largo de esta Tesis Doctoral se han empleado dos equipos ICP-MS

con distintas configuraciones para la deteccién especifica de azufre. Los

modelos de ICPMS utilizados se recogen en la Figura 12. En ambos casos

se trata de equipos de ICP-MS con analizadores de masas de doble

enfoque, uno con deteccion simple (Element 2), y otro con deteccion

multiple (Neptune Plus).

|ICP-MS

Doble enfoque

Deteccion simple
(DF-ICP-MS)

Element Il

Deteccion multiple
(MC-ICP-MS)

Neptune Plus

Figura 12. Equipos ICP-MS utilizados durante esta tesis doctoral
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ICP-MS de doble enfoque con deteccidon simple

El equipo de ICP-MS de doble enfoque con deteccidn simple utilizado es
de la casa comercial Thermo Instruments, modelo Element 2, instalado
en los Servicios Cientifico-Técnicos de la Universidad de Oviedo. La
Figura 13 recoge un esquema con las caracteristicas mas significativas
de este equipo.

Rendija
de salida

Sector Rendijade Antorcha
eléctrico entrada vy plasma
Sector
magnético j} ..,.:..
Lentes Lentes de
opticas extraccion

Figura 13. Esquema del equipo ICP-MS doble enfoque con deteccion
simple Element Il (obtenido de la pdgina web del fabricante)

Este instrumento estd equipado, por defecto, con un nebulizador
concéntrico tipo Meinhard, una camara de nebulizaciéon de doble paso
tipo Scott sin refrigeracion y una antorcha de cuarzo tipo Fassel, con un
canal central (tubo inyector) de 1 mm de didmetro interno. Los conos
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de la interfase de extraccion (“sampler”) y muestreo (“skimmer”) son de
niquel, con un didmetro de 1 mmy 0,7 mm, respectivamente. El equipo
tiene un detector multiplicador de electrones secundarios (SEM) que
opera de forma dual (analdgico y pulsos).

ICP-MS de doble enfoque con deteccion multiple

Para la medida de relaciones isotdpicas de azufre de elevada precision
se empleé el equipo MC-ICP-MS modelo Neptune Plus (Thermo
Instruments, Bremen, Alemania) instalado en los Servicios Cientifico-
Técnicos de la Universidad de Oviedo. Un esquema de este instrumento
se muestra en la Figura 14.

Optica de Colectores
enfoque ﬁ SEM

Sector
magnéetico

Amplificadores

Interfase del plasma vy
lentes de extraccion

1] = Antorchay
'H“E'ij =2 S plasma
=
Sector
eléctrico

Figura 14. Esquema del equipo ICP-MS de doble enfoque multicolector
Neptune Plus (obtenido de la pdgina web del fabricante)
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El sistema de introduccién de muestras estd formado por un
nebulizador microconcéntrico de PFA (perfluoroalcoxi) que trabaja en
modo auto-aspiracién a un flujo de 50 pL-min™ (ESI Scientific, Omaha,
NE, Estados Unidos) o bien a 100 uL-min'1 (Savillex, AHF
Analysentechnik, Tlbingen, Alemania) y una cadmara de nebulizacidn
combinada (ciclénica/doble paso) de cuarzo. Alternativamente, en este
equipo también se usd un nebulizador de PFA de flujo cruzado de 100
uL-min?  (Savillex, AHF Analysentechnik, Tibingen, Alemania),
trabajando en modo auto-aspiracion y montado en una cdmara de
nebulizacién de doble paso tipo Scott de cuarzo.

Tal como se comentard con mas detalle posteriormente, el equipo
posee 9 detectores de copas de Faraday. Como novedad frente a otros
equipos similares, el Neptune Plus también posee 3 detectores SEM
para la determinacién de relaciones isotdpicas de elementos a muy
bajas concentraciones.

3.1.2- Instrumentacion utilizada para las separaciones
por cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC)

En las separaciones HPLC post-columna (Figura 15) se utilizé la siguiente
instrumentacién:

e Equipo de HPLC compuesto por un sistema de bomba de alta
presion Surveyor LC Pump Plus (ThermoFisher Scientific,
Bremen, Alemania) y una valvula de inyeccidén de seis vias,
modelo 7125 (Rheodyne, Cotati, CA, USA) con bucles de
inyeccion intercambiables de PEEK (polyether ether ketone) de
20, 50 y 100 pL de capacidad.
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Sistema post-columna compuesto por una bomba peristéltica
Miniplus 3 (Scharlab, Barcelona, Spain) y una pieza T para para
la adicidon continua del isétopo enriquecido a la salida del
sistema cromatografico.

Columna de HPLC de fase inversa Discovery BIO Wide Pore C18
(15 cm X 2,1 mm, 5 um tamafio particula (Supelco, Bellefonte,
Pennsylvania, USA)

Columna de HPLC de fase inversa Mediterranea Seal8 (15 cm x
4,6 mm, 5 um de tamafio de particula (Teknokroma, Barcelona,
Espafia).

Columna de intercambio catiénico Dionex lonpac CS12A con
una precolumna CG12 (ThermoFisher Scientific, Bremen,
Alemania).

Fases moviles

ICP-MS

post-columna Bomba

Figura 15. Esquema separacion HPLC post-columna
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3.1.3- Sistema de desolvatacion acoplado a los equipos
ICP-MS

El sistema de desolvatacion acoplado a los equipos ICP-MS fue un
Aridus Il (CETAC Technologies Inc., Nebraska, USA). Un esquema del
equipo de desolvatacion Aridus Il aparece en la Figura 16. El flujo de
Argdén (sweep gas) fue optimizado en cada sesion de medida para
obtener la sefal 6ptima en los equipos ICP-MS. Sin embargo, para
nuestro fin, el gas nitrégeno no fue empleado en ninguno de nuestros
experimentos ya que disminuia notablemente la sefal de iones que
llegaban al detector. Para la optimizacién del Argdn se utilizaba una
disolucién equimolar de los 3 isétopos de azufre.

= ,
y ! Camara

! . s
¥ 1 nebulizacion Entrada Ar Adicicon

] . e
] termostatizada Sweepgas Nitrogeno
i J (
l J
|
.
) P
! e
%
"

[ Membrana PTFE

I_ termostatizada

Salida Ar
SweEBp Eas

Crenaje

Figura 16. Esquema del equipo de desolvatacion Aridus Il (obtenido de
la pdgina web del fabricante)
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La disolucién se introduce en el nebulizador de PFA a un flujo de 100 pL
min? mediante autoaspiraciéon. La camara de nebulizacién estd
termostatizada a 110 °C, para reducir la formacién de gotas de
disolvente dentro de la misma. Adicionalmente, la camara de
nebulizacién posee un sistema de drenaje. El gas nebulizador (argdn)
transporta el aerosol hacia una membrana tubular microporosa de PTFE
calentada a 160 °C. El vapor del disolvente pasa a través de la
membrana y es eliminado por un flujo externo de Ar (“sweep gas”),
mientras que los analitos contindan por el interior del tubo hacia el ICP-
MS.

3.1.4- Otra instrumentacion

e Balanza analitica AB 104 (Mettler Toledo, Barcelona, Espaiia)
con una resolucion de 0,1 mg.

e Horno de microondas modelo Ethos | de Milestone (Sorisole,
Italia) equipado con un rotor para diez bombas de teflén de
media presién y sensor de temperatura.

e Para el ajuste del pH se empleé un pH-metro modelo Basic 20
de Crison (Espaia).

e Microcentrifuga MiniSpin Plus de Eppendorf AG (Hamburgo,
Alemania) y centrifuga Biofuge Stratos modelo Heraeus (Hanau,
Alemania).

e Agitador mecanico a vibracién Vortex modelo classic (VELP
Scientifica, Usmate, Italia).

e Concentrador centrifugo de Eppendorf (SpeedVac Vacufuge
concentrator, San Diego, USA).
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Bafio de agua termostatizado de control digital modelo
Digiterm 100 (JP Selecta, Barcelona, Espaia).
Sistema cromatografico HPCL Agilent 1260 Infinity (Agilent

Technologies, Santa Clara, CA) equipado con un colector de
fracciones y un detector de longitud de onda variable.

Columna cromatografica de HPLC preparativa de fase reversa
Zorbax Eclipse XDB (9,4x250 mm, 5um tamafio particula)
(Agilent Technologies, Santa Clara, CA).

Cromatografo de gases Agilent 7890 acoplado a un
espectrometro de masas de triple cuadrupolo Agilent 7000
Series Triple Quad GC/MS Agilent Technologies, Wilmington,
DE, USA) operando a 70 eV. El GC poseia un inyector
Split/splitless y una columna capilar DB-5 MS (5% fenil-metil
siloxano, 30 m x 0,25 mm i.d., 0,25 um).

Termomezclador compacto (Eppendorf, Hamburgo, Alemania)
utilizado para la hidrolisis enzimatica y la derivatizacion de la
metionina.

Centrifuga 5810R D de Eppendorf (Hamburgo, Alemania).

Para eliminar el disolvente de las disoluciones se utilizé un
evaporador de vacio centrifuga (Genevac, Suffolk, UK).

3.2- Materiales y reactivos
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Agua ultrapura con un contenido organico total (TOC) inferior a
5 ng-g-1, filtrada (0,22 um) y desionizada (18 MQ-cm) obtenida
a través de un sistema de purificaciéon Milli-Q Gradient A10
(Millipore, Molsheim, Francia).
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Las disoluciones patron de azufre de abundancia natural, se
obtuvieron por dilucidn de una disolucién patrén certificada de
1000 mg-L-1 de azufre, como a&cido sulfdrico en agua,
suministrada por Merck (Darmstadt, Alemania).

Los isétopos estables enriquecidos empleados, azufre-33
(99,92%) y azufre-34 (99,50%), fueron proporcionados por
Cambridge Isotope Laboratories (Andover, MA, USA).

Acido nitrico y &cido clorhidrico ultrapuros obtenidos mediante
destilacién lenta “sub-boiling” de acido nitrico concentrado al
65% (p/v) y acido clorhidrico concentrado al 37% (p/v)
respectivamente, de calidad pro-andlisis (Merck).

Los patrones de azufre de alta pureza utilizados en la
cromatografia fueron suministrados por Fluka (Buchs, Suiza) y
Sigma—Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA): metionina, cisteina,
homocisteina, homocistina, taurina, cisteinin-glicina oxidada,
glutatidn, sulfato de sodio, tiosulfato de sodio y tiocianato de
sodio.

El patron péptido inhibidor BAX V-5 fue suministrado por
Sigma—Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA).

Los reactivos para la sintesis de levadura se obtuvieron de
Sigma—Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA) y Fluka (Buchs, Suiza):
glucosa (>99.5% de pureza); Aminoacidos (>99% de pureza):
histidina, triptéfano, leucina, arginina, lisina, treonina, valina,
isoleucina, serina, ac. glutdmico, fenilalanina, prolina, uracilo,
adenina; Vitaminas: biotina (vit. B7), acido fdélico (vit. B9),
pantotenato célcico (vit. B5), niacina (vit. B3), hidrocloruro de
piridoxina (vit. B6), hidrocloruro de tiamina (vit. B1), acido p-
aminobenzoico (vit. BX), riboflavina (vit. B2), inositol (vit. B8);
Compuestos suministradores de elementos esenciales: acido
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bdrico, yoduro de potasio, cloruro férrico, molibdato de sodio,
cloruro de manganeso, cloruro de zinc, nitrato de cobre; Sales
inorgdnicas: fosfato de monopotasio, cloruro de magnesio,
cloruro de sodio, cloruro de calcio.

Los reactivos para la preparacidon del medio YPD se obtuvieron
de Sigma—Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA): peptona, extracto de
levadura, agar y glucosa.

Proteasa XIV obtenida de Sigma—Aldrich Co. (St. Louis, MO,
USA).

Los reactivos necesarios para la simulacién de la digestion
gastrointestinal de la levadura enriquecida fueron obtenidos de
Sigma—Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA): Pepsina (de estdmago
porcino), pancreatina (de pancreas porcino), amilasa, sales
biliares, bicarbonato de sodio y cloruro de sodio.

Los reactivos derivatizantes clorhidrato de metoxyamina (98%),
N-tert-butildimetilsili-N-metiltrifluoroacetamida con 1% tert-
butildimetilclorosilano  (295%) y piridina (298%) fueron
suministrados por Sigma—Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA).
Acetato de amonio obtenido de Fluka Analytical (Buchs, Suiza).
Tris(hidroximetil)aminometano suministrado por Sigma—Aldrich
Co. (St. Louis, MO, USA).

Metanol de calidad HPLC suministrado por Merck.

Hidréxido de tetrabutilamonio e hidréxido de tetrametilamonio
obtenidos de Sigma—Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA).

Acido tricloroacético y acido trifluoroacético suministrado por
Sigma—Aldrich Co. (St. Louis, MO, USA).

Isoflurano (Abbott Laboratories, lllinois, Chicago, USA).

Gas argén de 99,999% de pureza suministrado por Air Liquide
(Madrid, Espafia).
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Se han utilizado filtros de jeringa de 0,22 um de tamafo de
poro (Millipore, Bedford, MA, USA) de un solo uso, y jeringas de
1y 5 mL BD PlastipakTM (Becton, Dickinson and Company,
Espafia).

Tubos de ensayo y tubos de microcentrifuga de PP
(polipropileno) (Deltalab, Llanera, Espaiia).

Vasos de precipitados de PTFE (Sigma-Aldrich, Steinheim,
Alemania).

Tubos eppendor (1.5 mL) (Labbox, Matard, Espafia).
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4- Sintesis de levadura
enriquecida en s
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4.1- Sintesis de levadura enriquecida en g

Saccharomyces cerevisiae

La levadura de cerveza (Saccharomyces cerevisiae Meyen ex
E.C.Hansen) es un hongo unicelular utilizado industrialmente en la
fabricacion de pan, cerveza y vino. Como se ha comentado
previamente, la S. cerevisiae se viene utilizando en varios campos
cientificos con distintos fines. Es un sistema eucariota, con una
complejidad sélo ligeramente superior a la de la bacteria pero que
comparte con ella muchas de sus ventajas técnicas. Ademas de su
rapido crecimiento, la dispersidn de las células y la facilidad con que se
replican cultivos y aislan mutantes, destaca por un sencillo y versatil
sistema de transformaciéon de ADN. Por otro lado, la ausencia de
patogenicidad permite su manipulacién con minimas precauciones.

En nuestro laboratorio, en colaboraciéon con el grupo del profesor
Fernando Moreno, se ha venido utilizando la S. cerevisiae para la
sintesis de compuestos enriquecidos en selenio y azufre [88,96],
cultivando las células de levadura en un medio en el que se habia
eliminado o reducido drasticamente el selenio o el azufre natural y al
gue se habia afiadido selenio o azufre enriquecidos en los isétopos 77 y
34 respectivamente.

En nuestro caso para alcanzar el objetivo final de evaluar el
enriquecimiento isotdépico de azufre en orina de animales de
laboratorio tras administrarles una dosis de levadura enriquecida,
necesitdbamos disponer de un stock abundante de levadura
enriquecida por cuanto se pretendia realizar este estudio a lo largo de
varios semanas con varios individuos. Ademas, se pretendia también
modificar y optimizar algunos aspectos de la metodologia puesta a
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punto anteriormente con el fin de conseguir una levadura con un mayor
enriquecimiento isotdpico.

Activacion Preparacion
de levaduras |:> del medio
congeladas de cultivo
Cultivos con Cultivos con
azufre azufre de
enriquecidoy su <:I abundancia
caracterizacion natural

Figura 17. Esquema del trabajo con levaduras

El proceso llevado a cabo se encuentra esquematizado en la Figura 17.
En primer lugar se activaron las levaduras congeladas que se
encontraban almacenadas a -80 °C. Para ello se utilizé6 un medio YPED
(veast extract peptone dextrose) y se obtuvo un stock de levadura
fresca. Después se prepard el medio de cultivo para el crecimiento de
las levaduras utilizando reactivos exentos de azufre de abundancia
natural. Antes de comenzar los cultivos con el isd6topo marcado se
realizaron unos cultivos con azufre de abundancia natural para
comprobar el correcto funcional del proceso. Posteriormente, se
realizaron los cultivos con azufre 34 para obtener la levadura marcada.
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1- Activacion de las levaduras congeladas

Se procedid, en primer lugar, a activar las levaduras que estaban
congeladas a -80 °C en glicerol. Para ello se preparé un medio YEPD,
abreviado YPD, que contenia:

e 2% Peptona

e 1% Extracto de levadura que contiene los nutrientes necesarios
para el crecimiento

e 2% Agar

e 1% Dextrosa o glucosa

Se afiadié agua hasta 1L (Figura 18) y se esterilizd en el autoclave
(140°C, 2.5 atm., 15 min).

Figura 18. Medio YPD para la activacidn de las levaduras

Una vez esterilizado, el medio de crecimiento YPD se colocd en placas
petry (Figura 19). Se dejo enfriar y cuando se solidificd (30 min) se
colocaron las tapas y se pusieron boca abajo (se colocaron asi para

-107 -



4- Sintesis de levadura enriquecida en **S

evitar que las gotas de condensacidn caiga sobre los medios de cultivo).
Se metieron en la cdmara a 5°C durante 2 horas para que acabasen de
solidificar.

Figura 19. Medio YPD distribuido en placas petry

A continuacioén, se inocularon 50 plL de levadura AMW-13C en el medio
solido (placa petry) con el asa de siembra (en la campana de extraccion
y con el mechero encendido) como se puede observar en la Figura 20.
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Figura 20. Inoculacidn de levaduras con asa de siembra en medio sélido

Después se introdujeron en la estufa calefactora a 28°C durante 24
horas. Durante este tiempo las levaduras crecieron en las placas de
cultivo y de esta forma se consiguié disponer de stock de levadura
fresca (Figura 21).
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Figura 21. Levaduras transcurridas 24 horas en la estufa a 28°C

Por otro lado se prepard un medio YPD liquido que no contenia agar. Se
inocularon 50 pL de levadura AMW-13C y se introdujo en la cdmara
termostatizada a 28°C con agitacidon. Transcurridas las 24 horas se
centrifugd el medio de cultivo para recoger las levaduras y se
almacenaron a -80°C en glicerol para tener un stock congelado para el
futuro.
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2- Preparacion del medio de cultivo para el crecimiento de
levadura Saccharomyces cerevisiae

En primer lugar se prepararon todos los nutrientes necesarios para que
las levaduras pudieran crecer en el medio de cultivo. Se hicieron
disoluciones concentradas de cada reactivo para luego afadir la
cantidad necesaria en funcion del volumen del medio de cultivo. Cada
reactivo se almacend en las condiciones adecuadas para asegurar su
estabilidad con el tiempo (temperatura ambiente o refrigeracién). En el
caso de la glucosa y el cloruro de amonio no se hicieron disoluciones
concentradas si no que se disolvieron las cantidades necesarias para
cada cultivo en el minimo volumen posible de agua Mili-Q durante la
preparacion del mismo.

El medio de cultivo seleccionado fue un medio sintético que contenia
todos los compuestos necesarios para el crecimiento de las levaduras
pero evitando incorporar reactivos con azufre de abundancia natural.
Para ello se sustituyeron los compuestos que presentan azufre en su
composicion, tipicamente sulfatos inorganicos, por otras sales
inorgdnicas como cloruros o nitratos.

En la Tabla 4 se recogen los nutrientes utilizados, agrupados por
familias, y la cantidad por litro de cultivo necesario de cada uno de
ellos. Entre corchetes se indican las sustancias que han sido cambiadas
respecto al medio convencional para eliminar las fuentes de azufre
natural.
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Nutrientes Cantidades
FUENTE DE CARBONO
30g
Glucosa
FUENTE DE NITROGENO 5g
Cloruro de amonio [sulfato de amonio]
AMINOACIDOS Y BASES NITROGENADAS
Histidina (His)® 75 mg
Triptéfano (Trp)® 75 mg
Leucina (Leu)? 75mg
Arginina (Arg)® 7> mg
L 75mg
Lisina (Lys)® 75 mg
Treonina (Thr)* 75 mg
Valina (Val)? 75 mg
Tirosina® 75 mg
Isoleucina (lle)’ 75mg
Serina® /> mg
Ac Glutamico® 75me
. . b 75 mg
Fenilalanina (Phe) 75 mg
Prolina (Pro)® 75 mg
Uracilo® 75 mg
Adenina® 75mg
VITAMINAS
Biotina (vit. B7) 2ug
Acido félico (vit. B9) 400 g
Pantotenato calcico (vit. B5) 2ug
Niacina (vit. B3) 2mg
Hidrocloruro de piridoxina (vit. B6) 400 pg
Hidrocloruro de tiamina (vit. B1) 200 ug
Acido p-aminobenzoico (vit. B10) 400 pg
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Riboflavina (vit. B2) 200 pug
Inositol (vit. B8) 400 pg
COMPUESTOS SUMINISTRADORES DE

ELEMENTOS ESENCIALES

Acido bérico 500 pg
Yoduro de potasio 40 pg
Cloruro férrico 100 pg
Molibdato de sodio 200 ug
Cloruro de manganeso [sulfato de manganeso] 400 pg
Cloruro de zinc [sulfato de zinc] 200 ug
Nitrato de cobre [sulfato de cobre] 400 pg
SALES INORGANICAS

Fosfato de monopotasio lg
Cloruro de magnesio [sulfato de magnesio] 0,5g
Cloruro de sodio 01g
Cloruro de calcio 01lg
FUENTE DE AZUFRE

Sulfato de amonio (natural o enriquecido) 100 g

Tabla 4. Composicion del medio de cultivo (por litro)

Los aminodacidos fueron tratados de la siguiente manera para
preservarlos hasta ser afiadidos a los cultivos:

e Los sefialados como (a) se conservaron refrigerados a 5°C.
e Los sefalados como (b) se conservaron a temperatura
ambiente.
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e Los sefialados como (c) son inestables a la esterilizaciéon por
autoclave por lo que se afadieron al medio de cultivo una vez
gue éste habia sido esterilizado.

La tirosina y el acido aspdrtico no son muy solubles en agua por lo que
no se afadieron al medio de cultivo.

Es muy importante esterilizar estas disoluciones para evitar la
contaminacién por bacterias, hongos u otros microorganismos que
luego puedan crecer en el medio de cultivo. Para ello las disoluciones se
esterilizaban en el autoclave (140°C, 2.5 atm., 15 min) antes de preparar
un medio de cultivo. Las disoluciones de aminoacidos inestables a la
esterilizacidn por autoclave se esterilizaban haciendo pasar la disolucion
a través de filtros de Nylon de 0.45 micra, operacién que se realiza
dentro de la campana extractora con el mechero bunchen encendido.

Con respecto a los estudios anteriores se realizaron pequenas
modificaciones en la composicién del medio. Se afadieron mayor
cantidad de aminodcidos, en concreto serina, acido aspartico, acido
glutamico, fenilalanina y prolina. Asi, la cantidad total de aminoacidos
se aumentd hasta 75 mg/L. También, a diferencia de trabajos
anteriores, se adicionaron las bases nitrogenadas uracilo y adenina.

Desafortunadamente, no se han podido eliminar todas las fuentes de
azufre de abundancia natural del medio de cultivo. En concreto, los
compuestos biotina e hidrocloruro de tiamina contienen atomos de
azufre en su estructura (Tabla 5). A esto hay que afadir el azufre natural
que contienen las propias células de levadura que se inoculan
inicialmente en el cultivo.

114 -



4- Sintesis de levadura enriquecida en **S

Compuesto Estructura
O
o . HN )LNH
Biotina (vit. B7)
H H
11~ COOH

)
N\ NH, s
Hidrocloruro de tiamina (vit. | f/
B1) N =~ N OH

Tabla 5. Compuestos del medio de cultivo que contienen azufre en su
estructura

3- Cultivos con azufre de abundancia natural

Antes de realizar los cultivos de levaduras con azufre 34, se llevé a cabo
una primera prueba con azufre de abundancia natural para comprobar
gue tanto los nutrientes preparados como las levaduras estaban en
buenas condiciones. Para comprobar que el crecimiento era el
adecuado se hizo un seguimiento de la densidad dptica de los cultivos.

El proceso para el crecimiento de las levaduras en el medio de cultivo se
detalla a continuacidn:

1) Mezcla de las cantidades adecuadas de (ver tabla 4):

- Glucosa

- Cloruro de amonio

- Compuestos suministradores de elementos esenciales
- Sales inorgdnicas
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2)
3)

4)

5)

Agua
Introduccion de la mezcla en el autoclave para su esterilizacion.
Adicién en la campana con mechero bunchen encendido para
evitar contaminaciones de las cantidades adecuadas de (ver
Tabla 4):

- Aminodcidos

- Vitaminas
Inoculacién de las levaduras desde la placa petry (donde habian
estado creciendo en estufa a 28°C durante 48 horas) con el asa
de siembra dentro de la campana con mechero bunchen
encendido.
Introduccidn en la cdmara termostatizada a 28°C con agitacion

constante (Figura 22).

Figura 22. Crecimiento levaduras en cdmara termostatizada y con
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Durante el crecimiento se fueron tomando alicuotas del medio de
cultivo para medir con un espectrofotémetro la densidad éptica a una
longitud de onda de 600 nm. En una suspensién microbiana la cantidad
de microorganismos esta directamente relacionada con la turbiedad o
densidad dptica. La metodologia es util con suspensiones de densidad
microbiana baja y con cultivos en donde los microorganismos son
unicelulares y con un tamafio de unos cuantos micrémetros,
caracteristicas que les permiten mantenerse en suspensidon y
homogéneamente distribuidos.

Estudios tedricos y experimentales han mostrado que soluciones
diluidas de diferentes tipos de bacterias, independientemente del
tamafio celular, tienen casi la misma absorbancia por unidad de
concentraciéon de peso seco. Esto quiere decir que, en soluciones
diluidas, la absorbancia es directamente proporcional al peso seco,
independientemente del tamafio celular del microorganismo. Sin
embargo, se encuentran absorbancias muy diferentes por particula o
por UFC (Unidad Formadora de Colonia) cuando los tamafos de las
células bacterianas son diferentes. Por esta razdn, para estimar el
numero de microorganismos totales o el nimero de microorganismos
viables de una suspension bacteriana debe realizarse una "curva de
calibracion" con cada tipo de microorganismo, sélo de esta forma es
posible relacionar absorbancia (densidad dptica) con el numero de
microorganismos totales o con UFC (Figura 23).
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0.84 Tedrica
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Concentracién Celular Bacteriana [pg/mil]

Figura 23. Relacidn entre absorbancia y concentracion celular

En el caso de las levaduras, una absorbancia de 0.1 equivale a
1x108® células/ml aproximadamente.

La grafica de crecimiento tedrica esperada de las levaduras deberia ser

la siguiente:
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Estacionaria

b
P
i
&
Ll
&
&

Absorbancia
ot
»

lag

Tiempo de cultive

Figura 24. Grdfica tedrica del crecimiento de levaduras

En el estudio del crecimiento realizado para nuestros cultivos de
levaduras se obtuvo la siguiente gréfica que aparece en la Figura 25:

Dens. Optica
=
[ BN

=

o T T T T T 1
0 10 20 50 60

30
Tiempo (horas)

Figura 25. Grdfica experimental del crecimiento de levaduras

A las 24 horas se alcanzaba la fase estacionaria en donde no aumentaba
la poblacion de levaduras. Se decidié dejar para los siguientes medios
de cultivo 36 horas como valor éptimo.
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Para asegurarnos de que no habia ningun tipo de contaminacién en los
cultivos, se tomé una alicuota a las 24 horas y se midié6 en el
microscopio. Se vio que las células eran levaduras dividiéndose y no se
aprecio otro tipo de células (Figura 26).

Figura 26. Muestra de cultivo bajo el microscopio

Una vez transcurridas las 36 horas de crecimiento se procedié a recoger
las levaduras del medio de cultivo. Para ello se siguio este proceso:

1) Centrifugacién de los medios de cultivo a 4.000 rpm durante 30 min.

2) Recogida de las levaduras por decantacion y trasvase de las mismas a
un tubo tipo Falcon de 50 mL utilizando agua estéril para arrastrar los
posibles restos (Figura 27)

3) Nueva centrifugacién a 4.000 rpm durante 2 min eliminando el
sobrenadante por decantacién.

Las levaduras obtenidas de este modo estaban listas para almacenar a -
4°C hasta su posterior utilizacion.
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Figura 27. Recogida de levaduras tras 36 horas de crecimiento

Tras conseguir el crecimiento de las levaduras en un medio de cultivo
de 300 mL se realizé otro segundo experimento aumentando la
capacidad del medio hasta 1L. En los experimentos con azufre 34 se
gueria conseguir una gran cantidad de stock de levadura enriquecida
para los futuros ensayos con animales, por lo que los medios de cultivo
debian ser del mayor volumen posible para obtener asi mayor cantidad
de levaduras por cultivo realizado. Con el cultivo de 1L de capacidad se
obtuvieron alrededor de 8 gramos de levadura por litro de cultivo.

4- Cultivos de levaduras con azufre enriquecido v su
caracterizacion

Una vez comprobado el crecimiento de las levaduras con nuestro medio
de cultivo, se repitié el proceso utilizando sulfato de amonio marcado
en azufre 34 como fuente del azufre enriquecido.

Las levaduras se caracterizaron mediante dilucién isotépica para
conocer el enriquecimiento obtenido en azufre 34 y la cantidad de
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azufre incorporado desde el medio de cultivo. En primer lugar se
digirieron 100 mg de levadura con 8 mL de acido nitrico sub-boiling en
un microondas Milestone Ethos One.

El programa de digestion utilizado se muestra en la Tabla 6:

Tiempo (min) Potencia (W) Temp (°C)
3 700 100
10 800 165
5 800 190
15 800 190

Tabla 6. Programa de digestion

Con este procedimiento, se consiguid la disolucidn completa de las
levaduras, la caracterizacion se realizd mediante dilucidon isotdpica
utilizando azufre 33 como trazador. Para ello se mezcld la disolucidn
obtenida tras la digestion (diluida 1:20) con una disolucién de **S de 500
ppb en una proporcién 1:1 y se llevé al equipo ICP-MS de doble enfoque
utilizando las condiciones de medida que figuran en la Tabla 7. Para el
calculo de la concentracion total de azufre se utilizd la ecuacién de la
dilucion isotépica (Ecuacion 7).
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Parametros DF-ICP-MS
Potencia Rf 1350 W
Flujo gas plasmdgeno 14 L min™ Ar

Flujo gas auxiliar

0,95 L min™* Ar

Flujo gas nebulizador

0,91L min* Ar

Resolucion

3000

Método de adquisicion 5 runs, 200 passes, 0,01 s
tiempo medida, 10 muestras

por pico, 3 s tiempo medida

Modo deteccidn Conteo

Isdtopos medidos 32g 33g g

Tabla 7. Condiciones de medida en el equipo DF-ICP-MS

Los resultados de la caracterizacion de los diferentes cultivos de
levadura se muestran en la Tabla 8.
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Volumen del | Cantidad de

, . . 34 Conc. S

Fecha sintesis | cultivo (L) levadura Abund. *°S (ug/e)

obtenida (g) He/s
1 8,3 91,02+0,24 | 415+10
19/09/2013 1 9,1 92,00+0,24 | 458+ 10
2 15,6 93,13+0,25 | 4712
2 14,6 93,14+0,22 | 412+14

2/10/2013

2 13,6 93,11 +£0,22 485+ 9
23/10/2013 2 15,4 93,98+0,55| 343%7
25/10/2013 2 16,2 93,3+0,99 289+5
30/10/2013 2 14,3 92,28+0,49 | 3418
01/11/2013 2 14,8 92,81+0,48 | 3276
06/11/2013 2 15,3 91,71+0,48 | 323+13
08/11/2013 2 15,6 93,34+0,59 | 3007
13/11/2013 2 13,1 92,39+0,43 | 3345
15/11/2013 2 14,9 92,92+0,45| 331z%6

Tabla 8. Caracterizacion de cultivos de levadura enriquecida
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En todos los casos obtuvimos un enriquecimiento superior al 91% en
azufre 34.

Estas levaduras se utilizaron en los experimentos posteriores con
animales de laboratorio, y, como se describe a continuacién, para la
obtencién de un patrén de metionina enriquecido en azufre 34 y su
posterior aplicacién en la cuantificacidon del compuesto en muestras de
interés clinico.

4.2- Extraccion y preconcentracion de metionina
enriquecida en 3

La metionina enriquecida en azufre 34 fue extraida y preconcentrada a
partir de la levadura previamente sintetizada también enriquecida en
este isétopo de azufre.

Para ello, se ensayaron diferentes medios de extraccidn. En concreto, se
probaron las extracciones acidas con HCl y con proteasas. En los dos
casos, tras el tratamiento con el reactivo extractante, se centrifugaba a
alta velocidad (14.000 r.p.m) para poder separar el sobrenadante.

Para comprobar si la metionina habia sido extraida y separarla de otros
compuestos de azufre se utilizéd una cromatografia de fase reversa (C18)
con fase mévil de acetato de amonio 75 mM, pH 7,4 y 2% metanol en
régimen isocratico (flujo de 100uL/min y volumen de inyeccion de 20
uL) utilizando indistintamente como sistema de deteccion MC-ICP-MS o
DF-ICP-MS. Las condiciones experimentales de medida aparecen en la
Tabla 9.
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integration time, 3

s tiempo medida

Parametros MC-ICP-MS DF-ICP-MS
Potencia Rf 1200W 1350 W
Flujo gas plasmdgeno 14 L min™ Ar 14 L min™ Ar
Flujo gas auxiliar 0,9Lmint Ar 0,95 L min™* Ar
Flujo gas nebulizador 0,89 L min™* Ar 0,91L min™ Ar
Resolucién Medium (~3000) 3000
Método de 2 bloques, 980 2.200 “runs”, 1
adquisicion ciclos, 4,194 s “passes”, 0,01 s

tiempo medida, 14
muestras por pico,

3 s tiempo medida

Modo deteccién

Estatico

Conteo

Isdtopos medidos

325' 335, 34S

325' 335, 34S

Configuracion copas

de Faraday

L4 329
C 3g
H4 g

Tabla 9. Condiciones de medida equipo en el DF-ICP-MS y en el MC-ICP-

-126 -

MS




4- Sintesis de levadura enriquecida en **S

4.2.1- Extraccion con HClI 6M

Se ensayaron dos medios acidos [193,194] para extraer la metionina:

- HCI 6M a 110°C durante 24 horas. Esta reaccion se utilizé cony
sin la adicién de fenol.

- HCl 6M con sonicacién durante 10 minutos. En esta ocasidn
también se realizd con y sin fenol.

Se utilizaron 0.02 g de levadura y 2 mL de HCL 6M, afiadiendo 40 pg de
fenol en los casos en los que este reactivo fue utilizado. El acido
clorhidrico deberia romper los enlaces peptidicos, mientras que el fenol
se afiade como reactivo protector para evitar la oxidacién de la
metionina durante el proceso.

En ninguno de los dos casos se consiguid extraer la metionina que
contenia la levadura. Como se muestra en la Figura 28, el pico que
corresponderia a la metionina no se encontraba en el extracto de la
digestion acida. Este resultado concuerda con algunos de los trabajos
publicados en los que se describen bajos porcentajes en la extraccidn de
la metionina y selenometionina en levaduras utilizando HCI.
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Figura 28. Cromatograma de extraccion dcida de levadura con
deteccion MC-ICP-MS (muestra de levadura y patron natural de 5 ppm)

4.2.2- Extraccion enzimatica con proteasa

Se decidio utilizar la proteasa XIV como reactivo extractante
basandonos en experiencias previas realizadas en nuestro laboratorio
con selenocompuestos [195]. Esta proteasa actua de manera genérica
rompiendo los enlaces peptidicos sin especificidad. EI medio de

reaccién fue Tris-HCl 0,1 M a pH 7,5 y se dejé reaccionar durante 24
horas a 37°C.

Antes de realizar la extraccidn enzimatica se realizd una rotura
mecanica de las células de la levadura para favorecer la ruptura de los
enlaces peptidicos. Ademas, se probaron diferentes condiciones de
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extraccion variando la cantidad de proteasa para conseguir la mayor
cantidad de metionina posible (Tabla 10). Para poder comparar la
cantidad extraida en cada uno de los experimentos se compard el area
de la metionina enriquecida extraida con el drea de un patrén de
metionina natural de 5 pg/g.

) Cant. Proteasa Relacion areas
Experimento 34
XIV (mg) (Met *"S/Met natural)
1 5 2,3
2 10 3,1
3 20 1,2
4 50 0,5

Tabla 10. Condiciones extraccion metionina con proteasa XIV para 0,15
g de levadura

Como se puede apreciar en la Tabla 8, la cantidad 6ptima de proteasa
fue de 10 mg en un medio en un medio de 0,7 mL Tris-HCI 0.1 M a pH
7,5.

El cromatograma obtenido en las condiciones éptimas se muestra en la
Figura 29. Se puede apreciar el alto grado de enriquecimiento en azufre
34 que posee la metionina extraida a partir de la levadura.
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Figura 29. Cromatograma de extraccion enzimdtica de levadura
optimizada

Por tanto, el método de extracciéon que se utilizd para conseguir una
disolucién patrén de metionina enriquecida en azufre 34 a partir de la
levadura fue la digestidon enzimatica con proteasa XIV de acuerdo a las
condiciones optimizadas.

-130-



4- Sintesis de levadura enriquecida en **S

4.2.3- Aislamiento de la metionina 3'S mediante HPLC
preparativa

Para el aislamiento de la metionina se us6é un sistema de HPLC
preparativa con colector de fracciones. La cromatografia utilizada fue de
fase reversa, con una columna Agilent Zorbax Eclipse XDB (9.4x250 mm,
5 um) y una fase movil de acetato de amonio 75 mM, pH 7,4 y 2%
metanol en régimen isocratico. Se utilizé un flujo de 1,5 mL/min vy la
cantidad de muestra inyectada en cada ocasién fue de 100 pL. La
deteccion de la metionina se realizé por UV-VIS midiendo a 210 nm.

En primer lugar se investigd el periodo de tiempo en el que eluia la
metionina de esta columna cromatografica utilizando un patron de
abundancia natural. El tiempo de elucidn fue entre 9-9,8 minutos, con
un tiempo de retencion (maximo del pico cromatografico) de 9,2 min
(Figura 30).

Met

e

Absorbancia

M

Tiempo (min)

Figura 30. Cromatograma HPLC preparativa de patron de metionina
(deteccion UV-VIS)
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A continuacién se procedié a inyectar sucesivamente (20 veces) el
extracto obtenido con proteasa XIV recogiendo en cada caso la fraccién
eluida entre 9-9,8 minutos (Figura 31).

Met

d

Absorbancia

Tiempo (min)

Figura 31. Fraccion recogida en muestra de levadura digerida (deteccion
UV-VIS)

Todas las fracciones recogidas se juntaron y se llevaron a sequedad en
un evaporador centrifuga que trabajaba a vacio. Después se
reconstituyeron en una pequefia cantidad de agua mili-Q (hasta la
completa redisolucién). Para su conservacion, esta disolucidon se
introdujo a -80°C hasta su posterior uso. Se prepararon de esta manera
dos stocks de metionina enriquecida.
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4.3- Caracterizacion de la Metionina enriquecida
4
en >%s

La caracterizacién en concentraciéon y abundancia isotopica de las
disoluciones patrén de metionina enriquecidas en **S se llevé a cabo
utilizando tanto medidas por MC-ICP-MS como GC-MS.

4.3.1- Caracterizacion por MC-ICP-MS utilizando 3g
enriquecido

Para la determinacién de la concentracién total de azufre y las
abundancias isotdpicas de las disoluciones patréon de metionina
enriquecida se utilizé el analisis por dilucién isotdpica convencional con
una disolucidon de azufre 33 como trazador y deteccién con equipo
multicolector ICP-MS. La disolucion de la metionina obtenida se diluyd
1:100 y se realizé una mezcla con una disolucién patrén de **S (1 ug/g)
en una proporcién 1:1. Posteriormente se midid la mezcla en el equipo
MC-ICP-MS utilizando las condiciones de la Tabla 9. La concentracion de
metionina enriquecida se obtuvo utilizando la ecuacién de la dilucién
isotopica (Ecuacion 7).

Los resultados obtenidos para la concentracién y el enriquecimiento en
azufre 34 se presentan en la Tabla 11.
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Metionina *s Concentracion de S (ug/g) % s
Stock 1 170t 4 81,2+0,5
Stock 2 401+ 5 79,5+0,5

Tabla 11. Caracterizacion de metionina enriquecida por ICP-MS

En el experimento del Stock 2 se utilizé mayor cantidad de levadura (5
g) para la extraccién de la metionina enriquecida con respecto al
experimento del stock 1 (1 g). De esta manera la concentracion de
metionina en este stock es superior, y sin embargo, a pesar de utilizar
mayor cantidad de reactivos que pudiesen contener azufre de
abundancia natural durante el proceso de extraccidn, se observo que el
enriquecimiento en azufre 34 apenas disminuye.

4.3.2- Caracterizacion mediante GC-MS

Para la caracterizacién de la metionina por GC-MS fue necesaria una
reaccion de derivatizacién previa para transformar la metionina en una
especie volatil y térmicamente estable. Para ello, 200uL de la disolucion
patron de metionina se llevd a sequedad y sobre el residuo sdlido
resultante se anadieron los siguientes reactivos:

1. 100uL de metoxiamina con 2% piridina con incubacién durante
10 minutos a 40°C.

2. 150uL de MTBSTFA con un 1% TBDMCS e incubacidn durante 10
minutos a 60°C

Por medio de esta reaccion la metionina se transforma en un derivado
volatil del tert-butildimetilsilil (Figura 32).
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Figura 32. Estructura de metionina derivatizada

El sobrenadante se inyecté en el equipo de GC-MS utilizando las
condiciones de la Tabla 12.

Parametros GC-MS
Potencia El 70 eV
Flujo gas portador 2mL/min (Helio)
Modo inyeccion Splitless
Volumen muestra inyectado 2 uL
Tiempo de purga 1 minuto

Inicialmente se mantuvo a 60 °C
durante 1 min, después se aplico
Programa de temperatura una rampa de 5°C/min hasta los
320 °C, y se mantuvo durante 10
min. El tiempo total 68 min.

Temperatura inyector 250°C
Temperatura interfase 280°C
Temperatura fuente de
o 230°C
ionizacion
Modo de adquisicién SIM, 10 ms tiempo de residencia
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Tabla 12. Condiciones de medida equipo en el GC-MS

En primer lugar, se comprobd que el compuesto extraido y aislado de la
levadura era realmente metionina. Para ello se compard el
cromatograma obtenido para el patrén enriquecido con el de un patrdn
de metionina de abundancia natural. En ambos casos se obtuvo el
mismo cromatograma con varios picos procedentes del reactivo
derivatizante y un pico de metionina sobre los 27 minutos (Figura 33).
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w
=
2
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Figura 33. Cromatograma GC-MS de metionina enriquecida y natural
(metionina enriquecida diluida y patrén natural de 5 ppm).

Los espectros de fragmentacidn para la metionina natural y enriquecida
se muestran en las Figuras 34 y 35 respectivamente. Como se puede
observar el ion molecular es claramente minoritario apareciendo
fragmentos, en el caso de la metionina natural, a las masas 320, 292,
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218, 147, si bien este ultimo no contiene azufre. El pico correspondiente
a la masa 73 procede del reactivo derivatizante.
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Figura 34. Espectro de masas de metionina natural derivatizada
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Figura 35. Espectro de masas de metionina enriquecida derivatizada

-139-



4- Sintesis de levadura enriquecida en *'S

En el caso de la metionina enriquecida (Figura 35) se observé como los
fragmentos 322, 294, y 220 se corresponden a los mismos fragmentos
que en el caso anterior pero conteniendo el isdtopo 34 en vez del 32
(diferencia de dos unidades de masa).

Una vez identificada la metionina, se procedid a su caracterizacion
(enriquecimiento isotdpico) utilizando el fragmento de m/z 320. Para
ello, se inyectd en el sistema un patrén de metionina de abundancia
natural y la disolucién patron de metionina enriquecida en una
concentracién de 5 pg/g cada una. El procedimiento para el célculo del
enriguecimiento de la metionina marcada se describe a continuacién
[196]:

1) Célculo de las distribuciones isotdpicas experimentales para un
claster utilizando el patron de abundancia natural (Aéxp). Para dicho
cluster se monitorizé la masa monoisotépica M junto con las masas M-
1, M+1, M+2, etc. Todas las distribuciones isotdpicas fueron calculadas
como la relacién del drea de cada pico para cada masa dividido por la
suma de las areas de todos los picos medidos en modo SIM.

2) Calculo de las distribuciones isotdpicas tedricas (A, ) utilizando un
algoritmo polinomial basado en el método de Kubinyi. Se utilizé una
hoja de Excel que perimete calcular la distribucidon isotépica de
moléculas de abundancia natural que contenga cualquier combinacién
de los &tomos H, B, C,N, O, F, Si, P, S, Cl, Br, Se e l.

3) Célculo de la pureza del cluster mediante la comparacion de las
distribuciones isotdpicas experimentales de la metionina de abundancia
natural medida (Ag,,) con las distribuciones isotdpicas teéricas para el

cluster elegido (A}, ) utilizando la ecuacién:
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Aexp [ 0 Ateo i
M
Aexp Ateo A%gl
M+1 M+1 M+2
Aexp = Ateo Ateo (21)
X
M+n ) M-1
M+n-2 - M+n-2
Aexp Afweo L Ateo
+n-
M+n—-1 M+n-1
[ Aexp [Ateo Afeo’

Siendo:

Xm Y Xm1 las fracciones del espectro experimental correspondientes al
cluster de masa M y masa M-1.

4) Célculo del enriquecimiento isotépico de la metionina enriquecida
haciendo uso de una hoja de calculo preparado en Excel. Esta hoja de
Excel calcula 100 distribuciones isotépicas diferentes de una molécula
marcada (A%, introduciendo el valor de la pureza del clister

previamente calculado con el patrén de abundancia natural mediante la

ecuacion:
[A%l_ll ] 0 [ Atto ]
| Alcwal | A%O I Altvégl I
| o | = Xmx| ABSY 1+ Xy x| .o [(22)
[A’CV’;IH—Z J [ . | lA’;;gn-lJ
agrl o lagg At

Finalmente, las distribuciones isotépicas medidas para el compuesto
marcada se comparan con las 100 distribuciones calculadas mediante
regresion lineal. El enriquecimiento isotdpico de la metionina sera
aquel que genere un menor residual entre las distribuciones isotdpicas

calculadas y experimentales.
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Los resultados de enriquecimientos obtenidos se muestran en la Tabla
13.

Metionina **s % 3%
Stock 1 82,4+0,1
Stock 2 82+0,1

Tabla 13. Caracterizacion de metionina enriquecida por GC-MS

Los valores obtenidos son ligeramente superiores a los obtenidos
mediante dilucién isotépica convencional con deteccion MC-ICP-MS, lo
gue podria achacarse a la presencia de algunas impurezas de azufre
natural en la disolucidn patrén de metionina enriquecida. Estas
impurezas no afectarian al calculo del enriquecimiento por GC-MS dado
que el mismo se realiza una vez derivatizada y separada la metionina de
otros compuestos que pudieran estar presentes en el patrén, lo que
explicaria que el enriquecimiento calculado sin separacion
cromatografica sea ligeramente inferiores.

4.4- Cuantificacion de metionina en productos
dietéticos

La disolucién patrén de metionina enriquecida se ha utilizado para la
cuantificacion de metionina en productos dietéticos. Los productos
dietéticos seleccionados consistian en pastillas de glicerina con un polvo
blanco en su interior que correspondia con la L-metionina en su forma
libre. Su composicién era de 500 mg de metionina por cada pastilla. Se
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adquirieron 3 productos de metionina de diferentes casas comerciales:
Solaray, Solgar e Integralia.

El contenido de las pastillas se consiguié disolver tanto en en agua mili-
Q caliente con agitaciéon durante 30 min como con agua mili-Q a
temperatura ambiente y sonicacion. Por ello se selecciond esta ultima
opcion con objeto de evitar cualquier proceso de oxidacién de la
metionina.

Una vez disuelto el contenido de la pastilla se diluia con una cantidad
conocida de agua hasta obtener una concentracidn aproximada de 1
ug/g, de acuerdo con el contenido declarado por el fabricante.

La cantidad de metionina presente en estos productos se determiné
mediante dilucion isotépica mezclando la disolucidn anterior con la
disolucién patrén de metionina enriquecida en una proporcion de 1:3.
En este caso se optd por separar la metionina cromatograficamente
para asegurar la inexistencia de otros productos de azufre en el
preparado dietético.

La cromatografia utilizada fue de fase reversa, con una columna
cromatografica Discovery BIO Wide Pore C18 (15 cm X 2.1 mm, 5 um).
Como fase movil se utilizdé una disoluciéon de acetato de amonio 75
mM, pH 7.4 con 2% metanol en régimen isocratico. Se utilizé un flujo de
0,2 mL/min y la cantidad de muestra inyectada fue de 20 pL. La
deteccion se realizé por DF-ICP-MS utilizando las condiciones de la
Tabla 9.

En primer lugar se inyecté un patron de Metionina de abundancia
natural para comprobar el tiempo de retencion con la cromatografia
utilizada.
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Como se puede apreciar en la Figura 36, tanto la disolucién de
metionina enriquecida como las disoluciones de los 3 productos
dietéticos dan lugar a un Unico pico cromatografico que eluye al mismo
tiempo de retencidn. Esto confirma que: a) la metionina es la Unica
especie de azufre presente en estos productos dietéticos y, b) durante
la puesta en disolucidon de las muestras no se produjo ningln proceso
de oxidacion de la metionina.
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Figura 36. Cromatogramas de productos dietéticos con metionina **,

A)Solgar, B) Solaray, C) Integralia

Una vez obtenidos los cromatogramas se integraron las areas de cada
pico y se introdujeron en la ecuacion de la dilucion isotdpica (Ecuacion
7) para calcular la concentracién de metionina en las muestras. Los 3
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productos dietéticos se analizaron por triplicado. En la Tabla 14 se
muestran el contenido de metionina por pastilla en cada uno de los 3
productos dietéticos.

Producto dietético Metionina/pastilla (mg)
Solgar 493+ 4
Solaray 494 +5
Integralia 4913

Tabla 14. Cantidad de metionina por pastilla obtenida para los
productos dietéticos

Las cantidades de metionina por pastilla obtenidas para los 3 productos
estudiados se correspondian con el 98-99% del valor declarado por el
fabricante.

4.5- Cuantificacion de metionina en plasma
sanguineo humano y de raton

La monitorizacién de metionina en sangre se realiza normalmente en
poblacién pedidtrica para descartar la existencia de una
aminoacidopatia, es decir, una alteracion enzimatica hereditaria que
afecta al metabolismo catabdlico de los aminoacidos. En el caso de la
metionina, la enfermedad se denomina hipermetioninemia, y se
caracteriza por un exceso de metionina en el cuerpo humano. En este
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caso el paciente no muestra signos de la enfermedad, pero, si no es
tratado, puede causar retrasos mentales y otros problemas
neurolégicos como debilidad muscular, problemas en el higado, etc.

También se monitoriza la metionina en sangre cuando se quiere evaluar
el estado nutricional de ciertos pacientes como aquellos con
enfermedad hepatica, renal, neoplasica, quemados, con desdérdenes
endocrinolégicos, etc.

Como ya se comentd en la introduccion de esta Tesis Doctoral, en los
Ultimos afios se esta estudiando en profundidad la relacion entre el
cancer y la dependencia de metionina de las células tumorales. En
muchos estudios se esta evaluando la deplecién de metionina en la
dieta junto con medicamentos antitumorales como medio para tratar la
enfermedad. En estos estudios es necesario medir la concentracién de
metionina en la sangre de los pacientes.

La monitorizacién de la metionina se realiza en los laboratorios clinicos
de los hospitales, utilizando normalmente cromatografia de
intercambio idnico con derivatizacidon post-columna con nihidrina y
deteccion UV-VIS. En nuestro caso hemos puesto a punto un método
para la separacion de la metionina de otros compuestos de azufre
utilizando cromatografia de fase reversa C18 y deteccién ICP-MS de
doble enfoque. Para la cuantificacion de la metionina natural presente
en las muestras se utilizé una disolucidn stock de metionina enriquecida
en azufre 34 previamente obtenida en nuestro laboratorio.
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4.5.1- Tratamiento de la muestra

Una vez extraida la sangre, hay que separar el plasma del suero. Este
proceso se realiza por centrifugacidon a alta velocidad (10.000 g). El
plasma asi obtenido puede utilizarse inmediatamente o almacenarse a -
80°C para su futuro uso.

El siguiente paso consisti6 en la precipitacién de las proteinas
plasmaticas. Se ensayaron dos reactivos para este proceso, acido
tricloroacético (TCA) y 4acido trifluoroacético (TFA). Los mejores
resultados se obtuvieron con el TFA, ya que el TCA degradaba la
metionina no pudiendo monitorizarse en el ICP-MS.

El acido trifluoroacético se anadia en una relacién 10 veces mayor que
el volumen del plasma. A continuacidn, la mezcla se introducia en un
bafio de hielo durante 15 minutos para favorecer la precipitacién de las
proteinas. Después se centrifugaban los tubos a 15.000 g durante 5
minutos y se recogia el sobrenadante.

Este tratamiento se realizd tanto para las muestras de sangre humana
como la sangre procedente de ratones de laboratorio.

4.5.2- Separacion cromatografica con deteccion ICP-MS

El método utilizado para la separacidon de la metionina antes de su
deteccion por ICP-MS fue el mismo que en la aplicacién anterior. La
deteccién de la metionina se realizd con un ICP-MS de doble enfoque
utilizando las condiciones de la Tabla 9.
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En la Figura 37 se observa un cromatograma tipico cuando se inyecta 20

puL del plasma obtenido de acuerdo al procedimiento anteriormente

descrito. Se puede observar que la metionina eluye 8-9 minutos.
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Figura 37. Cromatograma obtenido para muestra de plasma sanguineo

tras la precipitacion de proteinas

4.5.3- Identificacion mediante GC-MS

Con objeto de identificar que el compuesto que eluye a los 8-9 minutos

se corresponde con la metionina del plasma humano se procedid a su
identificacion mediante GC-MS. Para ello se recogieron fracciones al
tiempo al que aparecia este compuesto (8-8,5 minutos). Las fracciones

se preconcentraron y derivatizaron siguiendo la metodologia expuesta
en el apartado 4.4. La muestra de plasma sanguineo derivatizada se

inyectd en el equipo de GC-MS. También se inyectaron un patréon de
metionina de abundancia natural y un patrén metionina enriquecida en
azufre 34 con fines comparativos.
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Figura 38. Cromatograma GC-MS de un patron natural, un patrén
enriquecido y una muestra de plasma sanguineo

Como se puede apreciar en la Figura 38, la metionina aparece a los 27.9
minutos. El resto de picos se corresponden a fragmentos procedentes
del reactivo derivatizante. En el caso del plasma sanguineo aparecen
adicionalmente otros picos menos intensos que se corresponden con la
serina (28,3 minutos), fenilalanina (30,1 minutos), prolina (27,7
minutos) y dos acidos grasos (42,1 y 42,3 minutos). Ninguno de estos
compuestos contiene azufre en su estructura por lo que no deberian
afectar a la cuantificacidn de la metionina en el equipo de ICP-MS.

Por ultimo se obtuvo el espectro de masas. Los espectros de masas de
la metionina natural y la metionina enriquecida en azufre 34 se
muestran en la figura 34 y 35 respectivamente. El espectro obtenido a
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partir de la metionina procedente del plasma sanguineo aparece en la
Figura 39.

Este espectro de masas es el mismo que el obtenido para el patrén de
metionina natural (Figura 34), por lo que se puede afirmar que el
compuesto que eluye en el cromatograma de la Figura 38 a los 27,9
minutos es metionina.
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Figura 39. Espectro de masas de metionina en plasma sanguineo derivatizada
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4.5.4- Cuantificacion de metionina en plasma
sanguineo humano

Para la cuantificacidon de metionina en este tipo de muestras se utilizé la
disolucién patrén de metionina enriquecida previamente caracterizada.
Esta disolucion patron se mezclaba con la muestra de plasma antes de
realizar la precipitacién de proteinas con el acido trifluoroacético. Se
afadia el volumen necesario (2 pL de disolucion patrén de metionina
enriquecida sobre 100 plL de plasma) para obtener una relacion
aproximadamente 1:1 entre la metionina natural esperada en el plasma
y la metionina enriquecida. Finalmente se procedia a la precipitacién
de proteinas plasmaticas con TFA como ha sido previamente descrito, y
se centrifugaba a alta velocidad (15.000 g) para recoger el
sobrenadante. Después se llevaba la muestra al sistema cromatografico
HPLC con deteccién ICP-MS.

En la Figura 40 se muestra uno de los cromatogramas obtenidos. La
metionina aparecia a un tiempo de retencion de 8-9 minutos separada
de los otros compuestos de azufre presentes en la muestra. Se
integraron las dreas de la metionina enriquecida y la metionina natural
para llevarlas a la ecuacién de la dilucidn isotdpica (Ecuacion 7) y poder
cuantificar la metionina natural presente en el plasma.

-153 -



4- Sintesis de levadura enriquecida en *'S

SO00000

FO00000

GO0G000

S000000 ) i}
Metionina

4000000

3000000 -

Intensidad (cps)

AN

2000000 4

1000000 -

-
e e e

[H] T T

Tiempo [(min)

Figura 40. Cromtagrama de plasma afladiendo metionina enriquecida

Esta metodologia se aplicé a 13 muestras de plasma humano obtenidas
en el Hospital Universitario Central de Asturias (HUCA). Todas las
muestras se analizaron por triplicado. Para validar nuestra metodologia
se realizd una comparativa de nuestros resultados con los que se
obtuvieron en el hospital mediante un método diferente que consistia
en la separacion de los aminodcidos por HPLC de intercambio idnico y
deteccion UV-VIS utilizando la nihidrina como reactivo colorimétrico
derivatizante. En la Tabla 15 se muestran los resultados obtenidos.
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Resultados obtenidos Resu-ltados
N2 Muestra en el HUCA obtenldos’ por
nuestro método

(umoles/L) (umoles/L)
1 18 18
2 25 25
3 31 31
4 21 22
5 14 14
6 27 26
7 29 30
8 18 18
9 25 26
10 16 17
11 32 32
12 24 25
13 35 35

Tabla 15. Concentracion de metionina en plasma sanguineo humano

En la Tabla 15 no se ofrecen resultados con mds cifras significativas con
objeto de poder compararlos con los valores ofrecidos por el HUCA.

Para comparar los resultados se llevd a cabo un test estadistico de
contraste t para datos emparejados. Para 12 grados de libertad con un
95% de probabilidad, la t tabulada era de 2,18, mientras que la
experimental fue de 1,69, por lo que no hay evidencias de que los dos
métodos ofrezcan resultados diferentes.
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4.5.5- Cuantificacion de metionina en plasma
sanguineo de ratones

Como paso previo a los estudios con ratones, se procedié a cuantificar
la metionina presente en plasma sanguineo de ratones de laboratorio
sanos y enfermos de cdncer de proéstata. El tratamiento de la muestra
fue el mismo que el utilizado en el caso del plasma sanguineo humano,
adicionando una cantidad conocida de la disolucion de metionina
enriquecida y precipitando las proteinas plasmaticas con TFA. Después
de la centrifugacion a alta velocidad se recogié el sobrenadante y se
inyectd en el sistema cromatografico con deteccién ICP-MS.

En la Figura 41 se muestra un cromatograma del plasma de un ratén. Al
igual que en el caso del plasma humano, la metionina aparecia a un
tiempo de retencién de 8-9 minutos y se encontraba separado de los
otros compuestos de azufre.
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Figura 41. Cromtagrama de plasma sanguineo de ratén
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Se cuantificd la metionina en 7 muestras de plasma de ratén, siendo 3
ratones sanos y 4 ratones enfermos de cdncer de prdstata. En la Tabla
16 se muestran los resultados obtenidos.

, Resultados
N2 Muestra Estado del raton obtenidos (ug/g)
1 Sano 11+1
2 Sano 16+2
3 Sano 15+1
4 Céncer de préstata 15+2
5 Céncer de préstata 12+1
6 Céncer de préstata 12+1
7 Céncer de préstata 13+1

Tabla 16. Concentracion de metionina en plasma sanguineo de raton
No se observaron diferencias estadisticamente significativas entre las

concentraciones de metionina presente en el plasma de ratones sanos y
enfermos de cancer de préstata.

4.5.6- Estudios de recuperacion

Adicionalmente se realizaron estudios de recuperacion. Para ello, se
adiciond metionina natural al plasma sanguineo en tres niveles de
concentraciéon crecientes: 2, 4 y 8 ppm. La cantidad de metionina se
determiné como en el caso anterior mezclando 100 pL de plasma con 2
uL de metionina enriquecida y el volumen necesario de un patron de
metionina natural para cada nivel de concentracion antes de la
precipitacion de las proteinas plasmaticas. En este caso se determiné la
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concentracion de la metionina en la muestra con y sin fortificaciéon con
la metionina natural. Los resultados se muestran en la Tabla 17.

Met. .. .
. Concentracion | Concentracion ..
Estudio de natural Recuperacion
. o 1 met. natural met. natural
recuperacion | afadida teérica (ppm) | hallada (ppm) (%)
(ppm)
1 2 7,19 7,08 98,4
2 4 9,19 9,24 100,5
3 8 13,19 13,09 99,2

Tabla 17. Estudios de recuperacion en muestras de plasma sanguineo

Como se puede observar, las recuperaciones estaban en torno al 100%
para los tres niveles de concentracion afiadidos, lo que supone una
validacién adicional de nuestra metodologia.
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4.6- Conclusiones

1- Se ha mejorado el procedimiento para la obtencidon de levadura
enriquecida en azufre 34 evitando en la medida de lo posible la
contaminacidn por azufre de abundancia natural. El enriquecimiento en
el isétopo 34 del azufre era en todos los casos superior al 91%,
mejorando hasta en un 25% el valor obtenido en los trabajos previos a
la presente tesis doctoral.

2- Se consiguid extraer y aislar metionina enriquecida en azufre 34 a
partir de los cultivos de levaduras obteniendo asi una disolucidn patrén
de la misma. Se ha podido identificar la metionina en esta disoluciéon
patrén a partir de los espectros de fragmentacion obtenidos mediante
GC-MS. Ademas, se ha caracterizado en concentracién y abundancia.

3- La disolucidn patrén de metionina enriquecida se ha utilizado para la
determinacién de metionina en productos dietéticos y plasma
sanguineo utilizando el método de anlisis por dilucidn isotépica junto
con la separacion cromatografica del compuesto de interés por
cromatografia HPLC de fase reversa y deteccion ICP-MS. En el caso de
los productos dietéticos la cantidad encontrada coincidia con la
declarada por el fabricante. En el caso del plasma sanguineo los
resultados han podido ser validados mediante comparacion estadistica
con los valores obtenidos en el HUCA por un procedimiento analitico
distinto asi como mediante estudios de recuperacion.
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5.1- Desarrollo y optimizacion del sistema
cromatografico HPLC

Para la monitorizacién de los metabolitos de azufre en orina de
animales de laboratorio fue necesario desarrollar un sistema de
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC). Nos interesaba separar el
mayor numero posible de compuestos ademads de lograr el mejor perfil
de pico para cada uno de ellos. Por este motivo, se hicieron pruebas con
diferentes tipos de cromatografias de liquidos (fase reversa, pares
idnicos, intercambio catidnico) para elegir la mas adecuada.

En los estudios iniciales se utilizaron tanto patrones de azufre de
compuestos que pudieran estar presentes en la orina como muestras
reales de orina procedente de ratas de laboratorio. Los patrones de
azufre elegidos fueron: metionina, cisteina, homocisteina, homocistina,
taurina, sulfatos, tiosulfatos, tiocianato y glutation reducido.

Como sistema de deteccidon se utilizd el equipo ICP-MS de doble
enfoque empleando las condiciones experimentales recogidas en la
Tabla 8.

5.1.1- Cromatografia de intercambio cationico

Para este tipo de cromatografia se utilizé una columna de intercambio
catidnico Dionex lonpac CS12A con una precolumna CG12. Como fase
movil se utilizdé acetato de amonio 30 mM a pH 3 en régimen isocratico
a un flujo de 1 mL/min. Se utilizdé un bucle de inyeccién de 100 pL.
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En primer lugar se estudiaron los tiempos de retencién de diferentes
patrones de azufre en este tipo de cromatografia. La mayor parte de
estos compuestos eluian antes de los 10 minutos. Como se puede
observar en la Figura 42 el glutatiéon reducido y la homocisteina
aparecieron separados, mientras que la cisteina, sulfatos, homocistina
tiosulfato y tiocianato no se separaron.
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Figura 42. Cromatogramas de patrones de azufre por intercambio
catidnico (concentracion de 5 ug/g para todos los compuestos)

Posteriormente se inyectd una muestra de orina de rata en las mismas
condiciones. Se dejé correr el cromatograma durante 1 hora para
facilitar que todos los compuestos eluyeran de la columna y no quedase
ninguno retenido. Sin embargo, como se puede observar en la Figura
43, todos los compuestos eluyeron antes de los 10 minutos.
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Figura 43. Cromatograma de orina de rata en intercambio catidnico y
ampliacion de la zona hasta 12 minutos

Si nos centramos en los primeros 10 minutos del cromatograma se

observan al menos 6 picos cromatograficos cuyos tiempos de retenciéon

coinciden Unicamente con el patrén de azufre glutatién reducido, si

bien no es posible asignar con certeza los picos del cromatograma de la

Figura 43 por cuanto es conocido que la presencia de sales en

concentraciéon elevada (como ocurre en la orina) afecta notablemente a

los tiempos de retencion en este tipo de cromatografia.
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5.1.2- Cromatografia liquida de fase reversa

Cromatografia de fase reversa con fase mavil TRIS-HCI

El siguiente paso consistid en ensayar la separacion de los metabolitos
de azufre presentes en la orina en base a su polaridad con una
cromatografia de fase reversa. Se comenzé utilizando una columna
cromatografica Mediterranea Sea 18 (25 x 0,46 cm, 5 um). Como fase
movil se utilizdé una disolucion de Tris-HCI 30 mM en régimen isocratico
a un flujo de 1 mL/min.

Como en el caso anterior, se realizd6 un estudio de los tiempos de
retencién para diferentes patrones de azufre. En este caso se optimizé
el pH de la fase mévil variando el pH de trabajo desde 2 hasta 9.

Si bien no se encontré un pH en el que todos los compuestos estuvieran
perfectamente separados (Figura 44), se optd por seleccionar un valor
de compromiso de 7,4 para los futuros experimentos.
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Figura 44. Variacion de los tiempos de retencion de los patrones de
azufre con el pH en fase reversa con Tris-HCl 30 mM y columna
Mediterranea Sea 18 (concentracion de 5 ug/g para todos los
compuestos)

Se procedid a continuacién a inyectar una muestra de orina de rata para
evaluar el perfil cromatografico de los metabolitos de azufre. Al igual
gue hicimos con el intercambio catidénico, dejamos correr una hora el
cromatograma para que eluyeran todos los posibles metabolitos de
azufre. Como se puede observar en la Figura 46, aparecia un pico inicial
de elevada intensidad junto con otros picos menos intensos a lo largo
del cromatograma. Si se reduce la escala puede apreciarse con claridad
los picos cromatograficos menos intensos que aparecen tras el enorme
pico inicial (Figura 45).
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Figura 45. Cromatograma de orina de rata en fase reversa con Tris-HCI
30 mM, pH 7,4 y columna Mediterranea Sea 18

Asi pues, el numero de picos cromatograficos que se obtienen con
cromatografia de fase reversa es mucho mayor que los obtenidos por
cromatografia de intercambio catidnico. Ademas, aparecen distribuidos
a lo largo de un periodo de tiempo mayor, lo que potencialmente
implicaria mayores posibilidades de optimizacidon. Por todo ello, se
decidid continuar los siguientes experimentos con este tipo de

cromatografia y abandonar la cromatografia idnica.

En otro intento por mejorar la separacidn cromatografica de las
muestras de orina de rata, se utilizd una nueva columna de fase reversa
con un didmetro de columna menor, Discovery BIO Wide Pore C18 (15
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cm X 2,1 mm, 5 um). Al reducir el didmetro de la columna esperabamos
que la resolucién de los picos cromatograficos mejorara (Figura 46).
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Figura 46. Cromatograma de orina de rata en fase reversa con Tris-HC/
30 mM, pH 7, 4 con columna Discovery BIO Wide Pore C18

El uso de esta nueva columna mejoraba el perfil de los picos por lo que
a partir de ese momento fue la que utilizamos en los siguientes
experimentos. Ademas, al reducir las dimensiones de la columna se
pudo reducir el flujo de fase mévil de 1 mL/min a 200 uL/min.

Esta reduccidn posibilitd la opcién de afiadir pequefias cantidades de
disolventes orgénicos a la fase mévil con un doble objetivo: a) mejorar
la separacion cromatografica y, b) intentar reducir el tiempo total del
cromatograma haciendo que los Ultimos picos cromatograficos
eluyesen antes.
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Para ello, se disefid un gradiente en el que se introducia hasta un 10 %
de metanol (Tabla 18). No se ensayaron concentraciones mayores de
metanol ya que podrian provocar la eventual extincién del plasma

- o Teic. -
T;,:T:)o % TrlspHHC;..’;O mM, % Metanol (ull:-llurjnt:n)
0 90 2 200
1 90 2 200
15 10 10 200
20 10 10 200
25 90 2 200
30 90 2 200

Tabla 18. Gradiente utilizado con Tris-HCl 30 mM, pH 7, 4 con columna
Discovery BIO Wide Pore C18

En la Figura 47 se observa una comparativa entre los cromatogramas
obtenidos para una orina de rata con y sin gradiente. Se aprecia que al
aumentar la cantidad de metanol los picos cromatograficos empiezan a
aparecer antes. Desafortunadamente, también se observa un gran
descenso de la sensibilidad lo que imposibilita la deteccion de los
compuestos de azufre eluidos a partir de los 30 minutos.
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Figura 47. Cromatogramas de orina de ratas obtenidas con
cromatografia de fase reversa en régimen isocrdtico y en grandiente

Cromatografia de fase reversa con reactivos de pares idnicos

Se utilizaron dos reactivos de pares idnicos como son el
tetrametilamonio y el tetrabutilamonio. Estas especies se afiadieron a la
fase mavil de la cromatografia de fase reversa para intentar mejorar la
separacion de los compuestos. En teoria, estas especies formarian pares
idnicos con los analitos de azufre cargados negativamente presentes en
la orina y que presumiblemente aparecian sobre la cola del pico
cromatografico inicial de sulfatos. De este modo, se pretendia
promover el retraso de alguno de los analitos que aparecian al principio

del cromatograma.
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Las fases mdviles utilizadas fueron disoluciones de Tris-HCl 30 mM a las
cuales se afiadian tetrabultilamonio o tetrametilamonio hasta una
concentracion 5 mM en ambos casos, en régimen isocratico.

Se estudié la variacidn de los tiempos de retencién de los patrones de
azufre al ir variando el pH entre 2 y 9. Para el caso del tetrabutilamonio,
al aumentar el pH de trabajo algunos de los patrones de azufre
glutation reducido, sulfatos, cisteinin-glicina oxidada quedaban
retenidos en la columna y no eluian de la misma. Por ello se decidié
trabajar a un pH 5, donde a pesar de que la metionina, taurina,
homocistina, homocisteina y cisteina no estaban separados si, al menos
eluian de la columna (Figura 48).

26 + ——Met
== Cys
== GSH red
21 +
==Sulfatos
== Hcys
16 = Homocistina
Tau

—4— Cys-Gly ox
11

Tiempo deretencién [min)

Figura 48. Variacion de los tiempos de retencion de los patrones de
azufre con el pH utilizando tetrabutilamonio 5 mM (concentracion de 5
ug/qg para todos los compuestos)
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Para el caso del tetrametilamonio, los patrones eluian de la columna
cromatografica a todos los pHs estudiados. Se eligié un pH 7 como
6ptimo de trabajo ya que era el pH al que se observaba una mejor
separacion (Figura 49).
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Figura 49. Variacion de los tiempos de retencion de los patrones de
azufre con el pH utilizando tetrametilamonio 5 Mm (concentracion de 5
1g/q para todos los compuestos)

Una vez establecidos los pH dptimos en la separacion de patrones de
azufre, se procedid a inyectar las muestras de orina de rata. Tanto con
el tetrabutilamonio como con el tetrametilamonio (Figura 50), se
observd que los analitos de azufre eluian a unos tiempos de retencion
similares a los obtenidos con la cromatografia de fase reversa
convencional. Asi pues, el esperado retraso en los picos
cromatograficos que aparecian al principio del cromatograma sobre la
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cola de la sefial de sulfato no se produjo en las condiciones ensayadas
por lo que se optd por abandonar este tipo de cromatografia.
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Figura 50. Cromatograma de orina de rata en fase reversa con Tris-HCl
30 mM, tetrabultilamonio 5mM y tetrametilamonio 5mM

Cromatografia de fase reversa con fase mdvil acetato de amonio

Otro de los ensayos realizados fue cambiar la reguladora de TRIS-HCI
por una reguladora de acido acético/acetato de amonio que ya se habia
ensayado con éxito en estudios previos [81]. La columna cromatografica
utilizada fue una Discovery BIO Wide Pore C18 (15 cm X 2,1 mm, 5 um).
La fase mévil contenia una reguladora de acido acético/acetato de
amonio 75 mM, pH 7,4 y un 2% metanol en régimen isocratico.
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Con esta fase moévil se observé una mejoria notable en la resolucién de
los picos cromatograficos con respecto a las anteriores fases moviles, tal
como se puede observar en la Figura 51. Se selecciond por tanto esta
fase movil para los siguientes experimentos.
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Figura 51. Cromatograma de orina de rata en fase reversa con acetato
de amonio 75 mM, pH 7,4 y un 2% de metanol

Por otro lado, se fortificaron muestras de orina de rata con diferentes
patrones de azufre para intentar identificar algin pico del
cromatograma obtenido con la nueva fase movil. Solamente Ia
metionina (6,6 minutos) y el glutatién reducido (5.5 minutos) aparecian
separados del gran pico cromatografico de los sulfatos como se puede
apreciar en la Figura 52. El resto de patrones de azufre que se probaron
(cisteina, taurina, tiosulfatos, cisteinin-glicina oxidada, cistationina,
homocistina) aparecian subsumidos dentro del pico inicial de los
sulfatos.
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Figura 52. Cromatograma de orina de rata fortificada con metionina y
GSH reducido (20 ug/g) en fase reversa con acetato de amonio 75 mM,
pH 7,4y un 2% de metanol

5.1.3- Eliminacion de los sulfatos de las muestras de
orina

Como se ha comentado, uno de los problemas del analisis de las
muestras de orina era la elevada sefial cromatografica correspondiente
a los sulfatos (Figura 53). En muchos casos la sefal era tan intensa que
llegaba a saturar el detector. Ademds, sobre la cola aparecian otros
picos cromatograficos.
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Figura 53. Cromatograma de orina de rata en fase reversa con acetato
de amonio 75 mM, pH 7,4y un 2% de metanol

Para evitar este problema se evalud la posibilidad de precipitar los
sulfatos con cloruro de bario (BaCl,) antes de proceder a la separacion
cromatografica.

La cantidad idénea para reducir los sulfatos al maximo posible sin
afiadir un exceso del reactivo resulté ser de 1 mL de cloruro de bario al
5% por cada 3 mL de orina. El precipitado del sulfato de bario se
separaba mediante centrifugaciéon a alta velocidad (10.000 rpm) vy
posteriormente se filtraba el sobrenadante con filtros de jeringa de 0,22
um de tamafio de poro. Al inyectar la orina tras este tratamiento se
obtenian cromatogramas con una sefial inicial de sulfatos muy
reducida, como se puede observar en la Figura 54.
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Figura 54. Reduccion de la sefial de los sulfatos tras el tratamiento
previo con cloruro de bario 5%

Desafortunadamente, se observd que este tratamiento también
afectaba a la sefial de otros compuestos que desaparecian de los
cromatogramas. Ademas, el tamafo de particula del precipitado de
sulfato de bario era muy pequefio por lo que resulta tremendamente
dificil de separar y por tanto se corria el riesgo de obturar las columnas
cromatograficas. Por todo esto se decidid finalmente no utilizar este
tratamiento para las muestras de orina en los siguientes experimentos.
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5.2- Evaluacion y optimizacion del acoplamiento
de un sistema de desolvatacion

El acoplamiento de la cromatografia de fase reversa con la técnica ICP-
MS presenta la limitacion del porcentaje maximo de disolvente orgdanico
gue puede ser introducido en las fases mdviles sin que se produzca la
extinciéon del plasma. Con objeto de superar esta limitacién, se procedid
a evaluar un sistema de desolvatacion. El sistema de desolvatacion
ensayado fue el Aridus Il de la casa comercial Cetac, cuyo
funcionamiento se ha explicado anteriormente.

En primer lugar, se optimizaron los flujos de los gases del equipo de
desolvatacién, es decir como eran el flujo externo de argén (“Sweep
Gas”) vy el gas adicional (nitrégeno). Se estudid la sensibilidad de la
sefial de azufre en el equipo ICP-MS cuando se variaban los flujos de
estos gases. Para ello se utilizé una disolucidn de azufre de abundancia
natural de 1ug/g. Se encontrd que para obtener la maxima sensibilidad
el flujo de argén habia que ajustarlo diariamente en funcion de las
condiciones del equipo ICP-MS. Por otro lado, se observé que el uso del
gas adicional reducia drasticamente la sensibilidad de la sefial de azufre,
a pesar de que el propio fabricante recomendaba un flujo entre 2-10
L/min de este gas. Por ello, en nuestros experimentos no se utilizd el
gas adicional.

Se estudid también el cambio de la sensibilidad del detector al
aumentar la cantidad de metanol. Para ello, se utilizé una disolucion de
un patrén de azufre con una concentracién de 5 pg/g a la cual se fue
aumentando la cantidad de metanol entre 0-50%. Como se pude
observar en la Figura 55, al aumentar la cantidad de metanol se
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produce una ligera pérdida de la sensibilidad, pero muy pequeiia en
comparacion con lo que sucedia en condiciones normales, en la que se
observaba la pérdida total de sefial con solo un 10% de metanol. De
hecho, se llegd a introducir disoluciones con un 80% de metanol
detectando sefal significativa de azufre sin que el plasma se

extinguiera.
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Figura 55. Estudio de la variacion de la sensibilidad con el aumento el
porcentaje de metanol introducido en el Aridus I

A continuacion se procedid a acoplar el equipo de desolvatacién Aridus
Il con el sistema cromatografico. Para ello, se tuvo que reducir el flujo
de la fase movil de 200 a 100 pL/min ya que éste era el flujo maximo al
que podia trabajar el sistema de desolvatacion.

Se ensayaron diversos gradientes siendo el que figura en la Tabla 19 con
el que se obtuvieron los mejores perfiles cromatograficos para las
muestras de orina de rata.
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Tiempo Fase rtnévil A: % acetatode | Fase _mévil B: % acetato de
(min) amonio 75 mM, pH 7,4, 2% | amonio 75 mM, pH 7,4, 30%
metanol metanol
0 100 0
2 100 0
30 50 50
40 0 100
>0 0 100
60 100 0

Tabla 19. Gradiente utilizado con columna Discovery BIO Wide Pore C18
y fase movil de acetato de amonio

Como se puede observar en la Figura 56 hay una clara mejora tanto en
resolucién como en sensibilidad con respecto a los cromatogramas
obtenidos en los experimentos anteriores. En consecuencia, este fue el
sistema de separacion finalmente seleccionado para los estudios
posteriores con animales.
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Figura 56. Cromatograma de muestra de orina de rata con gradiente de
metanol utilizando el Aridus Il como equipo de
desolvatacién/nebulizacion

5.3- Evaluacion y comparativa de equipos ICP-
MS para la deteccion de azufre en estudios
metabodlicos

Una vez puesto a punto el sistema de separacion cromatografico, se
procedid a realizar un estudio comparativo sobre las prestaciones
analiticas de 2 equipos de ICP-MS de doble enfoque para medir
relaciones isotépicas de azufre. Los equipos utilizados fueron los

siguientes:

- ICP-MS de doble enfoque (Thermo Scientic Element I1)
- ICP-MS multicolector (Thermo Scientic Neptune Plus)
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En esta comparativa se puso especial interés en la precisiéon de la
medida de relaciones isotépicas de azufre dado que los estudios con
animales exigiran una elevada precisién con objeto de poder detectar
pequefias variaciones isotépicas entre las distintas poblaciones en
estudio. Ademas, también se evaluaron los limites de deteccidon de cada
equipo para la medida del azufre. Por ultimo, se acopld el sistema
cromatografico de HPLC para estudiar el comportamiento de los
mismos en la medida de sefiales transientes.

5.3.1- Configuracion del equipo Multicolector ICP-MS

Se procedid, en primer lugar, a la configuracion y optimizacion del
equipo ICP-MS multicolector (Neptune Plus) para la deteccidon
simultanea de los isétopos de azufre. Este equipo tiene dos tipos de
detectores: 9 copas de Faraday y 3 multiplicadores de electrones
secundarios (SEM).

Deteccion con copas de Faraday

De las 9 copas de Faraday, una copa la posicién central (C), mientras
que 4 estan situadas en la parte superior o “high” (H1-H4) y otras 4
estan alojadas en la parte inferior o “low” (L1-L4). La copa central esta
situada en un punto fijo, mientras que el resto de copas pueden
moverse y situarse en el lugar adecuado para recolectar los haces de
iones correspondientes. Las copas H y L poseen motores mecanicos que
hacen que sus posiciones puedan ser variadas con respectos a la copa
central dentro de unos limites determinados.
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En nuestro caso, se monitorizd el isétopo 33 en la copa central, el
istopo 34 en la copa H4 y el isétopo 32 en la copa L4 (Figura 60). La
copa central se fij6 a una masa de 32,965 y las copas L4 y H4 se
colocaron a una distancia de 49,9 y 49,8 mm de la copa central
respectivamente (Figura 57).

315 33 3-4
L1 CfIC1 Hi
49,9 mm 32 965 49,8 mm

Figura 57. Esquema de la medida de isétopos de azufre en las copas de
Faraday

El principal problema en la colocacion de las copas era la baja
abundancia natural de los isétopos 33 y 34 del azufre. Para solucionar
este problema se preparé una disolucion equimolar de los 3 isotopos de
azufre. De esta manera, al tener una abundancia similar para los 3

istopos de azufre (**S, **S y **S) nos asegurabamos de que las sefiales
detectadas por las copas de Faraday eran realmente debido a los

isdtopos de azufre y no a las interferencias que los acompaiian.

Por otro lado, cabe destacar que el equipo multicolector no era capaz
de separar completamente los isétopos de azufre de las interferencias a
pesar de trabajar en media resolucion. Para los 3 is6topos de azufre se
obtenian los denominados picos de “pseudo-alta” resolucién, donde en
un mismo pico se apreciaba una primera meseta inicial correspondiente
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al isétopo de interés, seguido de otra meseta que corresponderia con la
suma de la seiial del is6topo vy la sefial de la interferencia, y finalmente
una tercera meseta que corresponderia con la inferencia molecular
para dicho isdtopo. Un ejemplo de este tipo de picos se puede observar
en la Figura 58 para el isétopo 33 del azufre.

B o

228 +interferencia

[%)]
1

Interferencia
|:3251H]

Intensidad [voltios)
=
1

[e¥]
|

D T T T T I 1
32,94 32,96 32,98 33 33,02 33,04 33,06

Masa copa central{amu)

Figura 58. Pico de “pseudo-alta” resolucién para el **S

Las sefiales de las interferencias se situaban siempre a una relaciéon m/z
por encima de la del isdtopo de azufre de modo que el voltaje del iman
debia ser fijado de tal manera que la primera meseta de interés,
correspondiente a los isétopos de azufre, pudiera ser medida.
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A la hora de visualizar los espectros para los 3 isétopos de azufre (*%S,
335 y *s) el equipo los mostraba en funcién de la masa de la copa
central, que es el valor que sirve para fijar el voltaje ofrecido por el
iman. A pesar de que cada haz de iones llegaba a su correspondiente
copa de Faraday, todos los espectros se representan superpuestos
(Figura 59). De esta forma, ademas de optimizar la forma de los picos de
“pseudo-alta” resolucidon para que la primera meseta fuera lo mas
ancha posible, también habia que asegurarse que las mesetas de los 3
isétopos estuvieran alineadas. El valor que se fijaba en la masa central,
en este caso 32,965, era donde el equipo iba a medir la sefial del
istopo 33 del azufre. Para medir los isétopos 32 y 34 se mueven las
posiciones de las copas de Faraday H4 Y L4, respectivamente, hasta que
los 3 espectros aparecen superpuestos.
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Figura 59. Espectro de masas obtenido utilizando las copas de Faraday
con una disolucién equimolar de 5 ug/g

Para la superposicidon de los espectros se partia de una configuracién
inicial de las copas de Faraday que debia ser ajustada diariamente. En
este caso, tanto el valor de la masa de la copa central (C), como la
distancia de las copas H4 y L4 respecto a la copa central debian ser
optimizadas. Ademads, también se podia optimizar la configuracién de
las lentes para terminar el proceso de superposicion.
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Multiplicadores de electrones secundarios (lon Counters)

Como se ha comentado, el equipo posee 3 SEM. El primero de estos
detectores (IC1) se encuentra junto a la copa central, y, por tanto, fijo
en la misma posicién. El segundo SEM se encuentra unido a la copa de
Faraday L4, mientras que el tercer SEM se encuentra unido a la copa de
Faraday H4. Para la configuracién de estos detectores es necesario
mover las copas de Faraday, ya que son éstas las que poseen los
motores mecanicos.

Se monitorizaron los 3 isétopos principales de azufre situando los
detectores de tal manera que los haces de iones llegasen a las
posiciones correctas. En el IC1 se monitorizd el isétopo 33, en el IC2 el
isdtopo 34 y en el IC3 el isétopo 32 (Figura 60). En este caso, la copa
central se fijé a una masa de 32,965 y las copas L4 y H4 se colocaron a
una distancia de 49,7 y 49,6 mm de la copa central respectivamente.

' 32g 33g 31g
b
L1 C/IC1 H1
49,7 mm 32,965 49,6 mm

Figura 60. Esquema de la medida de isétopos de azufre en los “lon
Counters”
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Este tipo de detectores, al igual que sucedia para las copas de Faraday,
deben ser correctamente posicionados para poder medir los isétopos
de azufre y no las interferencias que las acompafian. Ademas, los SEM
poseen un sistema de proteccién que hace que dejen de contabilizar los
iones que les llegan si superan aproximadamente las 1x10° cps. Este
hecho hace aun mas dificil su configuraciéon ya que las sefales de las
interferencias de los isdtopos de azufre, fundamentalmente los iones
moleculares de O,, son muy elevados. El uso de la disolucién equimolar
de los 3 is6topos de azufre es totalmente necesario para optimizar las
posiciones de los detectores. El rango de masas para la monitorizacién
de cada uno de los 3 is6topos de azufre es muy pequeio, debido a que
las interferencias superan el limite maximo de cps y los detectores se
protegen de modo que solo se puede observar en el espectro las
estrechas mesetas correspondientes a las sefiales de los isdtopos de
azufre(Figura 61).
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Figura 61. Espectro de masas obtenido utilizando los SEM con una
disolucion de azufre equimolar de 100 ng/qg (obsérvese que la sefial
debido a los interferentes no aparece ya que los SEM se protegen
dejando de medir)

Al igual que sucedia con las copas de Faraday, una vez fijado el espectro
del isétopo 33 en el IC1, se mueven las posiciones de los detectores 1C2
e IC3 hasta que los espectros para los isétopos 32 y 34 aparecen
superpuestos en la imagen, lo que indica que el equipo estd midiendo
en los 3 casos en las mesetas correspondientes a los isétopos de azufre.
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5.3.2- Rango lineal, blancos y limites de deteccion

Se estudid el rango linear en los equipos ICP-MS midiendo disoluciones
estandar de concentracion creciente desde 0 hasta 10 pg/g.

En el equipo multicolector ICP-MS se observd que los detectores SEM
solo podian ser utilizados hasta una concentracién de 100 ng/g debido
al sistema de proteccién que poseen. Concentraciones mas elevadas de
azufre dan lugar a sefales que provocan la automatica proteccion de los
detectores. Las copas de Faraday, sin embargo, poseian un mayor rango
de trabajo pudiendo medir concentraciones de hasta 10 pg/g.

En el equipo ICP-MS de doble enfoque el rango de trabajo era el mismo
que para las copas de Faraday.

Los limites de deteccion instrumental fueron calculado utilizando el
criterio de 3 veces la desviacidon estandar del blanco dividido por Ia
pendiente de la recta de calibrado de los isétopos correspondientes. En
este caso se hallaron los limites de deteccidn para el **S y *s.

Los valores de los limites de deteccidn obtenidos para los 2 equipos ICP-
MS trabajando a media resolucién (Am/m = 3.000) se recogen en la
Tabla 20.
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(lon Counters)

Equipo LOD %S (ppb) | LOD **s (ppb)
ICP-MS doble enfoque 1,8 2
ICP-MS multicolector
(copas de Faraday) 14 0,2
ICP-MS multicolector 5 0,05

Tabla 20. LOD para los 2 equipos ICP-MS

5.3.3- Medida de relaciones isotopicas de azufre

Exactitud en la medida de relaciones isotdpicas

Se estudio el efecto de la discriminacién de masas en los equipos ICP-
MS de doble enfoque y el equipo multicolector con copas de Faraday.
En los equipos ICP-MS los isotopos mas pesados son transmitidos con
mayor eficiencia respecto a los mds ligeros, haciendo que la relacién
isotopica medida se desvie de la real tanto mas cuanto mayor sea la

diferencia entre los isotopos medidos.

Para la correccion de este efecto en la medida de las relaciones
isotdpicas de azufre se evaluaron 3 ajustes tedricos.

Ajuste lineal:

Rmedida ( )

Rcorregida = m
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Ajuste exponencial:

Rcorregida = Rpediaa €Xp(F Am) (24)

Ajuste potencial:

Rcorregida = Rinediaa (1 + F)Am (25)

Siendo:

- Rimedida: Relacion isotdpica medida

- F: Factor de correccién

- Am: Diferencia de masa entre isotopos
- Reorregiaa’ Relacion isotopica corregida

Para estudiar la discriminacion de masas se utilizaron disoluciones
patrén de azufre de abundancia natural. A continuacion se presentan
los resultados obtenidos al aplicar los ajustes tedricos citados en el
equipo DF-ICP-MS (Tabla 21) y en el equipo MC-ICP-MS (Tabla 22).
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Ajuste lineal
Diferencia de masa (Rexp — Rteo)/Rteo (Rcorr — Rteo)/Rteo
x100 x100
2 7,5 0,0
1 2,4 -1,3
0 0,0 0,0

Factor de correccion(F) = 0,03772

Ajuste exponencial

Diferencia de masa (Rexp — Rteo)/Rteo (Rcorr — Rteo)/Rteo
x100 x100
2 7,5 0,0
1 2,5 -1,2
0 0,0 0,0

Factor de correccion(F) = 0,03636

Ajuste potencial

Diferencia de masa (Rexp — Rteo)/Rteo (Rcorr — Rteo)/Rteo
x100 x100
2 7,5 0,0
1 2,5 -1,2
0 0,0 0,0

Factor de correccion(F) = 0,03703

Tabla 21. Valores obtenidos para la correccion de masas mediante los 3
ajustes tedricos para el DF- ICP-MS
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Ajuste lineal
Diferencia de masa (Rexp — Rteo)/Rteo (Rcorr — Rteo)/Rteo
x100 x100
2 9,3 0,0
1 4,06 -0,6
0 0,0 0,0

Factor de correccion(F) = 0,04643

Ajuste exponencial

Diferencia de masa (Rexp — Rteo)/Rteo (Rcorr — Rteo)/Rteo
x100 x100
2 9,3 0,0
1 4,06 -0,5
0 0,0 0,0

Factor de correccion(F) = 0,04440

Ajuste potencial

Diferencia de masa (Rexp — Rteo)/Rteo (Rcorr — Rteo)/Rteo
x100 x100
2 9,3 0,0
1 4,06 -0,5
0 0,0 0,0

Factor de correccion(F) = 0,04540

Tabla 22. Valores obtenidos para la correccion de masas mediante los 3
ajustes tedricos para el MC- ICP-MS

Como se puede observar en ambos equipos, tanto el ajuste exponencial
como el ajuste potencial ofrecian los mejores resultados en la
correccidn de las relaciones isotdpicas de azufre. En nuestro grupo de
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investigacion se ha optado histéricamente por la correccion
exponencial, por lo que al ofrecer resultados similares fue el ajuste
elegido para la correccién de relaciones isotépicas en los experimentos.

Precisiones en la medida de relaciones isotdpicas

Para evaluar la precisién de las medidas de relaciones isotdpicas se
midieron las sefiales para diferentes niveles de concentracion utilizando
disoluciones estandar de azufre de abundancia natural. El rango de
concentraciones evaluado se encontraba dentro del rango lineal de
trabajo de cada equipo. Los resultados se expresaron como el
coeficiente de variacién en la medida de las relaciones isotdpicas 345/3%g
y °S/?’S. Los parametros instrumentales utilizados en cada equipo ICP-
MS se recogen en la Tabla 23.
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Parametros DF-ICP-MS MC-ICP-MS MC-ICP-MS
(copas de (SEM)
Faraday)
Potencia Rf 1350 W 1200w 1200W
Flujo gas

14 L min™ Ar 14 L mint Ar 14 L min™ Ar
plasmdgeno

Flujo gas auxiliar | 0,95 Lmin™ Ar 0,9Lmint Ar 0,9Lmint Ar

Flujo gas 1 ) L
0,91L min™ Ar 0,89 L min~ Ar 0,89 L min™ Ar
nebulizador
Resolucién Media (~¥3000) | Media (~3000) | Media (~3000)
5 “runs”, 200
w . 5 bloques, 10
passes”, 0,01 s 5 bloques, 10 )
, . , ciclos, 4,194 s
Método de tiempo ciclos, 4,194 s i
. . tiempo
adquisicion muestreo, 10 tiempo . L,
. . L, integracion, 3 s
puntos por pico | integracidon, 3 s )
. . tiempo
3 stiempo tiempo muestra
muestra
muestra
Configuracioén de L4 s Ic2  *s
copas C 3g IC1 3g
H4e 'S Ic3 *s

Tabla 23. Pardmetros instrumentales de los equipos ICP-MS para la
medida de relaciones isotdpicas
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En las figuras 62 y 63 se muestra la precisidon obtenida en la medida de
las relaciones *'$/*’S y *S/*’S para los 2 equipos evaluados
respectivamente. Los SEM fueron evaluados para su rango de
linealidad, entre 0-100 ng/g, mientras que el resto de detectores fueron
evaluados en un rango de 0-10 pg/g.

Como se puede observar, el equipo multicolector ICP-MS fue el que
mejores precisiones obtuvo para la medida de relaciones isotdpicas de
azufre con ambos tipos de detectores. Para los SEM se obtuvieron
precisiones por debajo del 0,1% incluso para concentraciones muy bajas
de azufre (<100 ng/g), mientras que en las copas de Faraday se
alcanzaron precisiones por debajo del 0,01% para concentraciones
elevadas de azufre (> 5 ug/g).

En el equipo ICP-MS de doble enfoque se obtuvieron precisiones
notablemente peores con respecto al equipo multicolector.
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Figura 62. Precision obtenida en la medida de la relacion isotdpica
35/%°S para los equipos ICP-MS evaluados

£25 A Multicolectar
:E (Copas de Faraday)
g

E 2 4

-]

s Multicolector

€ 15 1 SEM

- { ) Dable enfoque

=

g

- 17 l

=

o

= e

E 05 - Rl

s
[
i

ikt v g
> —-—B-~ 9 Y L
o T T T

1 10 100 1000 10000

Concentracion [ngfg)

il T

Figura 63. Precision obtenida en la medida de la relacion isotdpica
35,525 para los equipos ICP-MS evaluados
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5.4- Meétodo de cuantificacion de los
metabolitos de azufre en la orina

Para la cuantificacion de los compuestos de azufre se utilizd la
metodologia de la dilucidn isotdpica post-columna utilizando azufre 33
enriquecido como trazador. Para ello se introdujo un flujo post-columna
constante de este isétopo tras la separacidn cromatografico de los
analitos de azufre (Figura 64).

Bomba
HPLC

ARIDUS 1|

Columna BIO Wide Pore C18

33S

Bomba 1 -

peristaitica w

» Fase A : Acetato Amonio 75 mM, pH 7,4, 2% MeOH
» Fase B: Acetato Amonio 75 mM, pH 7,4 , 30% MeOH

* 328 post-columna 1 pg/g NEPTUNE —

Figura 64. Esquema de la metodologia desarrollada para los estudios
metabdlicos de azufre
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El flujo post-columna estaba limitado por el flujo maximo de trabajo del
equipo de desolvatacidon. Este flujo maximo de entrada al Aridus Il era
de 100 pL/min. Dado que tanto el flujo de la columna como el flujo
post-columna debian pasar a través del sistema de desolvatacién se
decidié que el flujo post-columna fuera de 20 pL/min, mientras que el
flujo que pasaba a través de la columna fuera de 80 pL/min.

Se evalud la concentracion de la disolucidn trazador de azufre 33 post-
columna que se iba a utilizar. Para ello, se utilizd la ecuacidn del factor
de magnificacién [191] que permite calcular el incremento que se
producira en la incertidumbre de la concentracién calculada utilizando
la ecuacién de la dilucién isotépica en funcidn de la relaciéon isotdpica
medida en el equipo. Como se puede observar en la Figura 65, la
relaciones *%S/%%s y 345/33s Optimas se encontraban entre 0,1-10. Se
calculé que una disolucidon de 1 pg/g nos permitia situarnos en ese
margen de 0,1-10 para la relaciones *°5/*S y **s/*>S en la mayoria de
los picos cromatograficos de la muestra de orina.
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27 ——345/335
----- 325/335

Factor de magnificacién
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100

0,01
Relacion medida en el equipe

Figura 65. Factor de magnificacion utilizando *>S como trazador

Para la introduccion del isétopo enriquecido post-columna se ensayaron
distintas opciones de sistema de bombeo buscando aquella que ofrecia

una mejor relacién sefial-ruido.
Se ensay6 un sistema de bombeo por desplazamiento que contenia un
reservorio de 10 mL empujado por un embolo que se mueve por medio
de un motor de paso a paso. Se observd que el ruido producido por el
movimiento del tornillo que empujaba al émbolo era relativamente
alto. Ademas, la cantidad de disolucién que podia contener la camara

era limitada y no permitia completar los cromatogramas.
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Figura 66. Flujo post-columna de *S introducido con una bomba de
jeringa (patrdn de azufre 33 de 1 ug/g)

Por ello, se probd otra bomba de desplazamiento con dos camaras de
10 mL de volumen y dos pistones que empujan secuencialmente las
disoluciones de dichas camaras. Como se puede observar en la Figura
67 el ruido producido por este sistema de bombeo es sensiblemente
menor. Desafortunadamente, cuando uno de las camaras se vacia, la
bomba cambia automaticamente a la otra cdmara produciendo una
momentanea pérdida de la seiial. Como el volumen de las cdmaras no
era suficiente para completar un cromatograma, se decidid ensayar
otros tipos de sistemas de bombeo.
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Figura 67. Flujo post-columna de **S introducido con una bomba de
doble piston (patron de azufre 33 de 1 ug/g)

Se optd finalmente por probar un sistema de bombeo mediante bomba
peristdltica. Como se puede observar en la Figura 68 el ruido era un
poco mayor que para el caso del sistema de bombeo con dos pistones
pero sensiblemente mejor que para el caso en el que se utilizaba un
mecanismo de tornillo accionado por motor a paso. Dada la mayor
facilidad de manejo a la hora de introducir el spike post-columna se
opto por utilizar este sistema.
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Figura 68. Flujo post-columna de *S introducido con una bomba
peristdltica (patrén de azufre 33 de 1 ug/g)

Una vez establecido el sistema de bombeo a utilizar para la introduccién
post-columna de la disolucién enriquecida de azufre 33, se procedid a
acoplar todo el sistema cromatografico para estudiar los
cromatogramas de orina de rata.

Los parametros del equipo MC-ICP-MS vy las condiciones
cromatograficas de HPLC, asi como las del sistema de nebulizacion, se
recogen en la Tabla 24. Estas condiciones son las que van a ser
utilizadas en todos los experimentos realizados con animales de
laboratorio.
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Parametros MC-ICP-MS

Potencia Rf 1.200 W

Flujo gas plasmégeno 14 L min™ Ar
Flujo “gas auxiliar 0,9 L min™ Ar
Flujo gas nebulizador 0,89 L min™ Ar
Resolucién Media (~3000)

Método de adquisicién 5 bloques, 10 ciclos, 4,194 s tiempo

instrumental,

3 s tiempo medida
Modo deteccion Copas de Faraday
Is6topos medidos ¥g, Bg, g

Configuracion copas de Faraday

L4 %23
C 3
H4 ¥g

Condiciones HPLC

Columna Discovery BIO Wide Pore C18
Loop inyeccion 5 L

Flujo 80 pL/min
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Fases moviles A) Acetato de amonio 75 mM, pH 7,4 , 2% MeOH
B) Acetato de amonio 75 mM, pH 7,4, 30% MeOH

Gradiente 2 min 100% A, 30 min 50% A, 40 min 100% B, 50
min 100% B, 60 min 100% A

Flujo Post- 20 pL/min

column

Condiciones sistema desolvatacion (Aridus II)

Flujo gas nebulizador 0,9 L.min™
Flujo “sweep” gas 0,5 L.min™
Temperatura cAmara nebulizaciéon PFA  110°C

Temperatura membrana desolvatadora 160°C

Tabla 24. Pardmetros instrumentales y condiciones cromatogrdficas
para los estudios con animales de laboratorio

Un cromatograma tipico para una muestra de orina de rata a la que se
habia suministrado una dosis de levadura enriquecida en **S se muestra
en la Figura 69.
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0,1

0,05
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Figura 69. Cromatograma de orina de rata con flujo post-columna de **S
(sefial de 'S eje de ordenadas de la izquierda y sefial de **S eje de
ordenadas de la derecha)

Para evaluar el grado de enriquecimiento en los metabolitos de azufre
en la orina es necesario convertir este cromatograma de intensidades
en un cromatograma de flujo molar relativo. Para ello, se dividen las
intensidades en cada punto para obtener las relaciones isotdpicas, las
cuales se corrigen teniendo en cuenta el factor de discriminacién de
masas (Figura 70).
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Figura 70. Cromatograma de relaciones isotdpicas (relacion "'S/>S eje
de ordenadas de la izquierda y sefial de **S/*®S eje de ordenadas de la
derecha)

A continuacién, se obtienen las abundancias isotdpicas en cada punto
utilizando las siguientes expresiones:

R32
Ay =——33— (26
32714+ R32+ Rz (26)
33 33
Ayg = —m——— (27
3 7 14 R32+ Rz @7
33 33
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R34
Agy=—-33— (28
34 1+R32+R34( )
33 33

A partir de las abundancias, se calcula en cada punto las fracciones
molares del azufre natural, el azufre enriquecido en el isétopo 33 y el
azufre enriquecido en el is6topo 34 utilizando la siguiente ecuacién:

A,] [09493 00001 0,0021] [x,,,
A, |=|0,0076 09970 0,0042 |x| X, |(29)
A, | 10,0429 00029 09937 |x,,

Los valores numeéricos corresponden a la composicion isotépica del
azufre natural (primera columna), azufre 33 enriquecido (segunda
columna) y al azufre 34 enriquecido (primera columna). Las incégnitas
son las fracciones molares del azufre natural y del azufre 33 y 34
provenientes de las disoluciones enriquecidas en dichos isdtopos. El
cromatograma de fracciones molares se representa en la Figura 71.

A lo largo de la presente Tesis Doctoral, para simplificar los términos, se
utilizara la siguiente nomenclatura:

- Xnat: fraccion molar de azufre 32 de origen natural

- Xa3: fraccion molar de azufre 33 procedente de la disolucién
enriquecida como dicho is6topo afiadida como trazador post-
columna

- Xas: fraccion molar de azufre 34 procedente de la levadura
enriquecida en dicho isétopo

-210-



5- Desarrollo de una metodologia analitica

Fracc. molar

- 0,04
——Xnat
1,2 4
qu_ ' 0,035
11 - 0,03
& 0,8 - - 0,025
©
E. - 0,02
g 06 -
m
o - 0,015
04
- 0,01
0,2 - 0,005
] T T T T T ' ke 0
o 10 20 30 40 50 60
Tiempo (min)

Figura 71. Cromatograma de fracciones molares (fraccion molar Xnat
eje de ordenadas de la izquierda y fraccion molar X34 eje de ordenadas
de la derecha)

Seguidamente, se puede obtener el cromatograma de flujo molar
relativo dividendo la fraccion molar del azufre natural o del azufre 34
enriquecido entre la fraccion molar del azufre 33 enriquecido (Figura
72).
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Figura 72. Cromatograma de fracciones molares relativas (fraccion
molar relativa Xnat/X33 eje de ordenadas de la izquierda y fraccion
molar relativa X34/X33 eje de ordenadas de la derecha)

Finalmente, se puede representar el cromatograma correspondiente al
cociente de la fraccién molar de azufre 34 enriquecido entre la fraccidn
molar de azufre natural, que nos indicaria el grado de enriquecimiento
en cada compuesto (Figura 73).
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Figura 73. Cromatograma de grado de enriquecimiento en **S
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5.5- Conclusiones

1- Se ha puesto a punto un método para la separacién de los
metabolitos de orina de rata Wistar. Dicho método incluye una
separacion de HPLC de fase reversa en régimen de gradiente
obteniendo mas de 20 picos cromatograficos si bien la mayoria de ellos
no identificados al no corresponderse los tiempos de retencién con los
de los patrones disponibles.

2- Aun desconociendo la naturaleza de los compuestos separados, la
adicién de un flujo de azufre enriquecido en **S a la salida de la columna
cromatografica permite utilizar un método de IPD para la cuantificacion
del azufre natural o enriquecida en 'S presente en cada pico
cromatografico.

3- El sistema de desolvatacion/nebulizacidn Aridus Il permite eliminar
en buena medida el disolvente organico utilizado en la fase movil (en
nuestro caso hasta un 30%) evitando que el mismo alcance el plasma lo
gue ocasionaria una disminucién de la sensibilidad analitica del equipo
a medida que aumenta la concentracion de metanol e incluso la
eventual extincion del plasma.

4- De los 2 equipos de ICP-MS evaluados (Element Il y Neptune Plus) el
que ofrece mejores prestaciones analiticas, especialmente en la
precision de la medida de relaciones isotdpicas de azufre, es el equipo
multicolector utilizando las copas de Faraday como sistema de
deteccidn, ya que si bien los SEM presentaban excelentes precisiones
en la medida de relaciones isotdpicas de azufre a concentraciones por
debajo de 100 ppb, por encima de esta concentracion el sistema de
autoproteccién de estos detectores en el equipo imposibilitaba la
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utilizacion de los mismos en muestras reales, donde la concentracion de
azufre es del orden de las partes por millén.
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enriquecimiento
isotopico de azufre en
orina de animales de
laboratorio tras
suministrarles una dosis
de levadura enriquecida
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6.1- Experimentos con ratas Wistar

Los experimentos con animales se llevaron a cabo en el Bioterio de la
Universidad de Oviedo siguiendo las directrices correspondientes a la
proteccion de animales para propdsitos cientificos (86/609/EEC).

En estos estudios se administré una cantidad conocida de levadura
enriquecida en azufre 34 a animales de laboratorio para estudiar la
incorporaciéon de ese azufre en los metabolitos excretados en la orina.
Las muestras de orina fueron analizadas de acuerdo con la metodologia
previamente desarrollada (ver aparatado 5.4).

En estos primeros estudios se utilizd el stock de levadura enriquecida en
azufre 34 en un 70% y que se habia sintetizado en nuestro laboratorio
con anterioridad a la realizacion de esta Tesis Doctoral.

Los animales de laboratorio utilizados en estos primeros experimentos
fueron ratas Wistar. A cada individuo se le administraba una cantidad
de levadura enriquecida en azufre 34 mediante una sonda (Figura 74).
De esta manera se aseguraba que todo el producto era consumido por
el animal. Este método no causaba ningun dafio al animal. La levadura
se diluia con una pequefia cantidad de agua Mili-Q para formar una
papilla y evitar asi que las ratas tuviesen problemas en la ingestion de la
misma.

Para obtener las muestras de orina, los animales se introducian en unas
jaulas metabdlicas que permitian que se pudiese recoger tanto la orina
como las heces excretadas (Figura 75). En este tipo de jaulas también se
podia conocer con exactitud la cantidad de comida y bebida ingerida

-219-



6- Experimentos con animales de laboratorio

por el animal, aunque en nuestro caso no eran datos relevantes y no se
tuvieron en cuenta.

Figura 74. Administracion de levadura enriquecida a una rata mediante
sonda oral

Figura 75. Jaula metabdlica especial para ratas
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6.1.2- Primer experimento con ratas

En este primer experimento se administré a una rata Wistar de 300
gramos de peso una mezcla de levadura enriquecida con agua mili-Q
que contenia 1 gramo de levadura (379 pg/g azufre total y 66%
enriquecimiento en *'S) mas 2.5 mL de agua mili-Q. En estos
experimentos se utilizé el equipo de doble enfoque como sistema de
deteccién empleando las condiciones de la Tabla 9.

Para estudiar la evolucién de la marca isotdpica, azufre 34, en los
metabolitos de la orina se decidid realizar las tomas de muestras cada
24 horas durante 7 dias, siendo la primera toma de muestra a las 6
horas.

De esta manera, se realizaba un amplio seguimiento de los compuestos
de azufre, ya que no sabiamos con seguridad si la marca isotdpica iba a
verse en un periodo de tiempo corto o largo. Las orinas se
centrifugaban a alta velocidad una vez recogidas para eliminar sélidos
en suspension. Después se almacenaban a - 20°C hasta su posterior
andlisis.

En estos primeros estudios se pretendia solo conocer si éramos capaces
de observar la marca isotdpica en los animales después de la
administracién de la levadura. En la Figura 76 se muestra el
cromatograma de flujo molar relativo para la orina control (recogida
antes de la administracién de la levadura).
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Figura 76. Cromatograma de flujo molar relativo para orina de rata
control

En la Figura 77 se muestra la orina recogida 6 horas después de la
administracién de la levadura. Parece observarse que para ciertos
metabolitos aparece un enriquecimiento en azufre 34, si bien esta
marca es poco visible y apenas se distingue del ruido, que es muy
elevado en el equipo de doble enfoque.
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Figura 78. Cromatograma de flujo molar relativo para orina de rata a
las 48 horas

A partir de las 48 horas (Figura 78) se observd que este aparente
enriquecimiento en azufre 34 volvia a desaparecer. Por tanto las tomas
de muestras deben ser reducidas a espacios mas cortos de tiempo
después de la administracion de la levadura.

También decidimos que habia que aumentar la cantidad de levadura
administrada para observar con mayor claridad la marca isotépica ya
gue no se apreciaba con claridad en los cromatogramas obtenidos.

6.1.3- Segundo experimento con ratas

En este segundo experimento se variaron las cantidades de levadura
administrada asi como los tiempos de recogida de la orina. Las
cantidades administradas a una rata Wistar de 300 gramos de peso
fueron 5 gramos de levadura (379 ug/g azufre total y 66%
enriquecimiento en *S) diluidos en 4 mL de agua mili-Q.

Los tiempos de recogida de la orina fueron cada 12 horas durante 48
horas, siendo la primera recogida a las 6 horas después de la
administracién. En este caso se utilizdé el equipo multicolector ICP-MS
como sistema de deteccidn utilizando las condiciones que se recogen en
la Tabla 22.

Al aumentar la cantidad de levadura administrada se obtuvo un mayor
enriquecimiento en los metabolitos de azufre en la orina. En las figuras
81 a 84 se muestran los cromatogramas de flujo molar relativo obtenido

-224-



6- Experimentos con animales de laboratorio

antes de administrar la levadura enriquecida (Figura 79) y una vez
transcurridas 6 horas (Figura 80), 12 horas (Figura 81) y 24 horas (Figura
82) desde la administracién de la levadura enriquecida.

El maximo enriquecimiento se observé una vez transcurridas 12 horas
desde la administracién de la levadura enriquecida, observandose un
alto grado de enriquecimiento para casi todos los compuestos (Figura
81). También hay que destacar que transcurridas 6 horas desde la
administracién del producto marcado se observa un elevado
enriquecimiento en algunos metabolitos de azufre (Figura 80).

A partir de las 12 horas el enriquecimiento en azufre 34 comienza a
disminuir progresivamente. En la orina recogida 24 horas después de la
administracion de la levadura se observa claramente como el grado de

enriquecimiento decae drasticamente para todos los compuestos
(Figura 82).
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Figura 79. Cromatograma de flujo molar relativo para orina control
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Figura 80. Cromatograma de flujo molar relativo para orina 6 horas
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Figura 81. Cromatograma de flujo molar relativo para orina 12 horas
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Figura 82. Cromatograma de flujo molar relativo para orina 24 horas

Para estudiar en mayor detalle el momento de maximo enriquecimiento
de los metabolitos de azufre en orina, se procedio a la integracion de las
areas de los picos cromatograficos obtenidos del cromatograma de flujo
molar relativo X34/X33 a 18, 25, 31, 34, 42, 45 y 52 minutos para los
distintos momentos de recogida de la orina. Tal como se deducia de los
cromatogramas, el maximo de enriquecimiento se observa en la orina
recogida 12 horas después de la administraciéon de la levadura
enriquecida, produciéndose después un descenso del mismo (Figura
83).
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Figura 83. Variacion de las dreas de varios picos del cromatograma de
flujo molar relativo X34/X33 con el tiempo

6.2- Experimentos con ratones C57 sanos y
enfermos de cancer de prostata

Los cientificos que estudian enfermedades como tumores, diabetes,
alzheimer, etc., suelen utilizar ratones de laboratorio modificados
genéticamente para que desarrollen rapidamente ese tipo de
enfermedades. En caso de no estar modificados genéticamente hay
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enfermedades como los tumores que pueden inducirse tras la
exposicidon a un agente tumoral.

El grupo de investigacién Terapias Experimentales del Departamento de
Morfologia y Biologia Celular de la Universidad de Oviedo tiene una
amplia experiencia en el estudio del cancer de préstata utilizando
ratones del tipo C57BL/6 modificados genéticamente.

En nuestro caso, nos propusimos, en colaboracidon con este grupo de
investigacion, explorar la posibilidad de aplicar nuestra metodologia
para tratar de observar diferencias en los metabolitos de azufre en
orina entre los individuos sanos y enfermos tras administrar la levadura
enriquecida en azufre 34.

Para ello, se volvid a evaluar la metodologia esta vez utilizando la orina
de ratones de laboratorio sanos como sujetos de pruebas. Se apreciaron
pequefias diferencias entre las orinas de los ratones y de las ratas
llegando en este caso a separar mas de 20 picos cromatograficos de
azufre en la orina de los ratones (Figura 84).
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Figura 84. Cromatograma de intensidades de orina de rata y de raton

Dado que el peso de los ratones adultos (aproximadamente 25 gramos)
es sensiblemente inferior al de las ratas, se tuvieron que recalcular las
cantidades de levadura que se iba a administrar en funcién del peso del
animal. Ademas, en los experimentos anteriores vimos como la
levadura era lo suficientemente liquida como para poder administrarla
sin diluirla en agua, haciendo que la marca isotépica de azufre 34
quedase menos diluida. Este hecho, unido a que los ratones no podian
ingerir una gran cantidad de producto, hizo que elimindramos el agua
mili-Q y sélo administraramos levadura enriquecida.

La cantidad que se administré fue 0,6 gramos de levadura enriquecida
en *'s (379 ug/g azufre total y 66% enriquecimiento en 34S). Los tiempos
de recogida de la orina variaron ya que conociamos que la marca
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isotdpica en la orina se iba a observar a las 12 horas. Por lo tanto, las
orinas se recogieron a las 0, 12 y 24 horas después de administrar la
dosis de levadura.

Para trabajar con ratones tuvimos que adquirir una nueva jaula
metabdlica (Figura 85) ya que la que se utilizaba con anterioridad no era
adecuada para estos animales debido a sus dimensiones.

Figura 85. Jaula metabdlica especial para ratones

Inicialmente se estudié la incorporacién de azufre 34 en 2 ratones sanos
y 2 ratones enfermos de cancer de préstata en estado avanzado. Los
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animales fueron alojados en una jaula metabdlica a 22°C con un ciclo de
luz/oscuridad de 12/12 horas. Después de un corto periodo de
aclimatacién los ratones eran alimentados con la levadura enriquecida
en azufre 34 (Figura 86).

Figura 86. Administracion de levadura enriquecida a un ratén mediante
sonda oral

La metodologia analitica utilizada fue la optimizada en el segundo
capitulo de la presente Tesis Doctoral (ver apartado 5.4).

6.2.1- Normalizacion de los tiempos de retencion

Desafortunadamente, al inyectar las distintas muestras de orina se
observaron variaciones importantes en los tiempos de retencidn de los
picos cromatograficos debido, probablemente, a diferencias en la
concentracion salina de las muestras de orina. Para corregir estas
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variaciones se afiadié a las muestras un patrdn interno para normalizar
los tiempos de retencién. El compuesto utilizado como patrén interno
fue el péptido de inhibicion BAX V5. Este péptido contiene 5
aminodcidos de los cuales uno de ellos es metionina, y por lo tanto
contiene azufre. Se afiadian 20 plL de una disolucién de 100 ppm en
cada muestra de orina.

Cuando se inyectaba en disolucidn acuosa el compuesto aparecia al
final del cromatograma cerca del minuto 60. Sin embargo, cuando se
afiade el compuesto a una muestra de orina se puede apreciar que
aparece un poco retrasado debido a los efectos de matriz de la muestra
(Figura 87).

3 -
2,5
T 21
=
=
S 1,5 -
Z
2 14 BAX
] l
0,5
D —_— T T T T T T
1] 10 20 30 40 50 60
Tiempo (min)

Figura 87. Cromatograma obtenido para una orina a la que se ha
afiadido este compuesto como patron interno
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El proceso de normalizacidn se realiza mediante el ajuste del patrén
afiadido a cada orina con el tiempo de retencién del patréon en medio
acuoso. De esta manera todos los tiempos de retencién eran corregidos
aplicando la siguiente ecuacion:

(TR BAX) acuoso __ (TR metabouto)corregido
(TRBAX) orina (Tymetabolito) yrina

(30)

6.2.2- Analisis de muestras de orina recogidas

Como se ha comentado previamente, en este experimento se utilizaron
4 animales, 2 ratones sanos y 2 ratones enfermos de cancer de
prostata. Estos Ultimos eran de edad avanzada por lo que se
encontraban en el ultimo estadio de la enfermedad de modo que el
tumor podia ser identificado con total claridad en la prdstata.

En comparacién con las ratas, los ratones excretaban una menor
cantidad de orina debido a su menor tamafio. Al igual que se hacia en
los otros experimentos, las orinas se centrifugaban a alta velocidad y se
almacenaban a - 20°C hasta su posterior andlisis.

Las orinas fueron se recogieron transcurridas 12 y 24 horas desde la
administracién de la levadura enriquecida. También se tomd una
muestra inicial (control) antes de administrar la levadura. Como
esperabamos, en la muestra de las 12 horas se encontré el maximo de
enriquecimiento en S, mientras que a las 24 horas este
enriquecimiento ya habia sufrido un descenso notable.
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En las Figura 88 a 90 se muestran los cromatogramas de flujo molar
relativo para la orina excretada por uno de los ratones sanos. El trazo
continuo representaria la cantidad de azufre 34 excretado. Como se
puede observar, y al igual que sucedia con las ratas, aparece un
enriquecimiento diferencial en este isétopo para ciertos metabolitos de
azufre que es maximo a las 12 horas para luego ir decreciendo.
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Figura 88. Cromatograma de flujo molar relativo para orina control de
ratén sano
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Figura 89. Cromatograma de flujo molar relativo para orina de ratén
sano obtenida 12 horas después de suministrar levadura enriquecida
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Figura 90. Cromatograma de flujo molar relativo para orina de ratdn
sano obtenida 24 horas después de suministrar levadura enriquecida
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Las mismas medidas se repitieron para cada animal por separado,
analizando la orina control, 12 horas y 24 horas. En todos los casos el
comportamiento del azufre 34 era el mismo.

En la Figura 91 se representa un cromatograma de flujo molar relativo
para un ratén sano y uno enfermo de cdncer de prdéstata tras la
administracién de la levadura enriquecida. Se puede observar como el
perfil cromatografico del ratdon enfermo se encuentra ligeramente por
encima del ratdn sano, lo que implicaria una mayor excrecion de azufre
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Figura 91. Cromatograma de flujo molar relativo para orina de ratén
sano y ratén enfermo de cdncer de prostata
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En los cromatogramas pueden observarse cerca de 20 compuestos de
azufre incluyendo un amplio pico correspondiente al azufre inorganico
que aparece al principio del cromatograma. La identidad de la mayor
parte de los compuestos era desconocida, siendo el glutatién y la
metionina los picos que eluyen a los 5,7 y 7 minutos respectivamente.
Ningun otro pico cromatografico se correspondia con los patrones de
azufre disponibles en nuestro laboratorio (cisteina, cistina, taurina,
homocisteina, cistation, cisteinin-glicina).

6.2.3- Comparativa entre ratones sanos y enfermos de
cancer de prostata

Una vez analizadas las muestras de orina recogidas para todos los
ratones se procedid a realizar una comparativa entre ratones sanos y
enfermos. En esta comparativa se intentaron encontrar sefiales de la
marca isotopica de azufre 34 que nos permitiera diferenciar entre
ambas poblaciones.

El tratamiento de los datos que se realizo fue el siguiente:

1. Los cromatogramas de intensidades se transformaron en
cromatogramas de flujo molar relativo de acuerdo al
procedimiento anteriormente descrito (ver apartado 5.4).

2. Se normalizaron los tiempos de retencidn para todos los picos
cromatograficos utilizando el tiempo de retencion del patrén
interno afiadido a todas las muestras de orina.

3. Se integraron las areas de los picos cromatograficos para las
relaciones Xna./Xs3 Yy Xsa/X33 utilizando el programa Origin Pro.
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4. Se calculé la cantidad de azufre enriquecido 34 total excretado
en cada pico cromatografico teniendo en cuenta los volimenes
de orina recogidos en cada toma de muestra.

5. Finalmente, se calculd la cantidad de azufre enriquecido
correspondiente a cada pico cromatografico acumulada a lo
largo de las 24 horas posteriores a la administraciéon de la
levadura enriquecida.

Este estudio se realiz6 tanto para ratones sanos como para ratones
enfermos. Nuestra intencién era conocer si alguna de las dos
poblaciones incorporaba y excretaba en mayor medida la marca
isotopica de la levadura. Se compararon los resultados obtenidos para
los metabolitos de azufre que generaban mayores sefiales
cromatograficas, tanto en ratones sanos como en ratones enfermos de
cancer de prdstata. Como se puede observar en la Figura 92, los ratones
enfermos tienen tendencia a incorporar mayor cantidad de azufre 34 en
sus metabolitos con respecto a los ratones sanos.

Este hecho se explicaria por la teoria, ya comentada, de que las células
tumorales son dependientes de metionina, esto es, este tipo de células
necesitan un mayor aporte de metionina ya que se reproducen a un
ritmo mucho mayor que las normales por lo que necesitan mayor
aportacion de fuentes de azufre.
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Figura 92. Azufre enriquecido total excretado para los ratones sanos y enfermos de cdncer de prostata
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Se estudid la relacion de **s enriquecido/32$ natural excretado en las 24
horas posteriores a la administracidn de la levadura enriquecida. Esta
relacion de *'s enriquecido/32$ natural serviria como indicativo del
grado de enriquecimiento para los metabolitos de azufre presentes en
la orina de estos animales.

Analizando los datos de este modo nos encontramos que el grado de
enriguecimiento era, en general, mayor para los compuestos de azufre
excretados en la orina de los ratones enfermos de cancer de prostata
(Figura 93).
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Figura 93. Grado de enriquecimiento (relacion **S enriquecido/*’S natural excretado) para los ratones sanos
y enfermos de cdncer de prdstata
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6.3- Estudio de la evolucion de la enfermedad
en sus diferentes estadios

Con objeto de verificar si realmente existian diferencias en el
enriquecimiento isotdpico detectado en los metabolitos de azufre
presentes en la orina de ratones sanos y enfermos de cancer de
préstata tras la ingestién de levadura enriquecida en 34S, asi como
evaluar dichas diferencias en los diferentes estadios de la enfermedad,
se realizd un estudio a lo largo de 40 semanas.

Para ello, se utilizaron seis ratones machos, tres de ellos sanos (WT) y
tres modificados genéticamente para expresar cancer de préstata a lo
largo de su vida (TRAMP). Los ratones TRAMP tenian el mismo
progenitor masculino y femenino.

i del\rl‘:;;:;;vo Sexo Genotipo Padre Madre
771 Macho TRAMP 615 603-605
772 Macho TRAMP 615 603-605
773 Macho TRAMP 615 603-605
797 Macho WT 539 656
809 Macho WT 540 543
875 Macho WT 539 573

Tabla 25. Identificacion ratones utilizados

Como en los experimentos anteriores, los animales fueron alojados en
una jaula metabdlica a 22°C con un ciclo de luz/oscuridad de 12/12
horas. Después de un corto periodo de aclimatacion los ratones eran
alimentados con la levadura enriquecida en azufre 34.
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Como en este caso se utilizaban ratones desde una edad muy
temprana, para evitar causar dafio a los mismos durante la
administracion de la levadura, los ratones fueron anestesiados con
isoflurano. El isoflurano (1-cloro-2,2,2-trifluoroetil difluorometil éter) es
un éter halogenado usado como anestésico inhalatorio.

Una vez que los ratones estaban anestesiados se les administraba la
levadura con una sonda oral. En estos experimentos se utilizé el nuevo
stock de levadura enriquecida en azufre 34 sintetizada previamente, tal
como se explica en el primer capitulo de esta Tesis Doctoral.

La cantidad optima de levadura tuvo que ser calculada en cada
experimento debido al incremento de peso que experimentaban los
ratones con la edad. Transcurridas 18 horas desde la administracion de
la levadura, la orina era recogida, se centrifugaba a 5.000 g durante 10
minutos para separar los solidos en suspension y se almacenaba a -
20°C.

Este procedimiento se repitié cada 15 dias con cada animal durante un
afio para estudiar los diferentes estadios de la enfermedad. Los ratones
fueron sacrificados a las 40 semanas de vida cuando el cancer estaba
altamente extendido en los animales enfermos.

Las orinas recogidas fueron analizadas siguiendo el procedimiento
previamente descrito en el aparatado 5.4.
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6.3.1- Normalizacion de los tiempos de retencion

Con objeto de mejorar la normalizacién de los tiempos de retencion, y
basandonos en la experiencia adquirida, se decidié utilizar un método
de normalizacién polinomial de orden 2. Para ello, en todos los
cromatogramas se detectaron 4 picos cromatograficos que siempre
aparecian y eran faciles de identificar (el correspondiente a los sulfatos
y los picos cromatograficos que aparecian en torno a 24, 32 y 48
minutos). Se utilizd una orina de ratén c-57 como cromatograma de
referencia para la normalizacidn del resto de cromatogramas obtenidos
a lo largo del experimento. La ecuacidon polinomial de orden 2 utilizada
fue la siguiente:

Y =a+bX +cX (31)

Donde X representa el tiempo de retencién e Y los valores
normalizados. Los coeficientes a, b y c fueron obtenidos utilizados los 4
picos de referencia previamente citados. De esta manera los tiempos de
retencién de los demas picos pudieron ser normalizados utilizando
dicha funcion.

6.3.2- Evolucion del enriquecimiento de los
metabolitos con el tiempo

Para llevar a cabo el estudio de le evolucidn con el tiempo se utilizé la
relacion 'S enriquecido/®’S natural hallada a partir de los
cromatogramas de flujo molar relativo.
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6.3.2.1- Enriguecimiento global

En primer lugar se calculd el enriquecimiento global sumando el
enriquecimiento que se producia en todos los metabolitos de azufre
excretados en la orina de una misma muestra. Dicho de otra manera,
procedimos a sumar los valores de la relacién **S enriquecido/*’s
natural de cada uno de los compuestos de azufre presentes en la orina
con objeto de evaluar si se producia una mayor incorporacién de **S
enriquecido después de ingerir la levadura por parte de una de las dos
poblaciones.

Como se puede observar en la Figura 94, los ratones enfermos de
cancer de prostata (tridngulos blancos) tienen un mayor
enriquecimiento global con respecto a los ratones sanos (circulos
negros). Segun los datos obtenidos, los ratones enfermos excretarian
mayor cantidad de *'S enriquecido en la orina y por lo tanto también
habian incorporado una mayor cantidad de esta marca isotdpica de la
levadura. Ademads, esta tendencia se observéd desde el primer
experimento realizado, indicando que el metabolismo de ratones sanos
y enfermos es diferente desde los primeros estadios de la enfermedad.
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Figura 94. Enriquecimiento global de ratones sanos y enfermos en cada experimento
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El enriquecimiento global medio para ratones sanos y ratones con
cancer de prostata fue 0,0978 y 0,1897 respectivamente. El valor para
ratones enfermos en casi dos veces superior respecto al de los ratones
sanos.

Para corroborar la diferencia entre ambas poblaciones en los diferentes
estadios de la enfermedad se estudiaron los datos obtenidos mediante
analisis de clusters utilizando el grado de enriquecimiento de azufre.
Este tipo de andlisis busca objetos que se encuentran cercanos en la
variable espacio.

La distancia, d, entre dos puntos en un espacio n-dimensional con
coordenadas Xi, X5, ..., X, (en nuestro caso la relacion 325 natural/*'s
enriquecido de n metabolitos para un ratén) e vy, y,, ..., ¥a (la relacion
325 natural/**S enriquecido para los mismos n metabolitos de otro
ratdn) es calculada mediante el programa MiniTab utilizando la
distancia Euclidea:

d :\/(Xl - y1)2 +(X2 - y2)2 +---+(Xn - yn)2 (32)

El resultado de este proceso es un dendograma donde se muestran los
puntos mds cercanos, en nuestro caso los animales que tienen un
enriquecimiento isotdpico de azufre similar.

En la figura 95 se muestra un dendograma para la semana 11 (estadio
temprano de la enfermedad) del experimento, donde se pueden
apreciar dos clusters, una para ratones sanos (raton 1 al 3) y otro para
ratones enfermos (raton 4 al 6). En general este comportamiento se
observd en los diferentes estadios de la enfermedad, obteniendo
dendogramas similares.
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Figura 95. Dendograma semana 11 del experimento

6.3.2.2- Enriqguecimiento individual

El siguiente paso consistio en estudiar el enriquecimiento en azufre 34
para los compuestos de azufre individualmente. Se hallé la relacién®'s
enriquecido/*’S natural para cada compuesto excretado tanto en
ratones sanos como en ratones enfermos. Después se obtuvo el valor
medio junto con su desviacién estdndar para las dos poblaciones y se
compararon los resultados en cada experimento. La comparativa para el
experimento 2 se muestra en la Figura 96.
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Como se puede apreciar se obtenia un mayor enriquecimiento en
muchos de los metabolitos de azufre excretados en la orina en el caso
de los ratones de cdncer de préstata. Ademas, al igual que sucedia con
el enriquecimiento global, se podian apreciar diferencias entre ambas
poblaciones desde los primeros estadios de la enfermedad.

Sin embargo, algunos metabolitos presentaban una alta incertidumbre
en el valor de la relacién *'S enriquecido/?*’S natural. Este hecho se
puede achacar a la propia variabilidad, no controlable, que se produce
al trabajar con seres vivos. Por ello, fue necesario centrarse en los
compuestos que fueran estadisticamente diferentes entre ambas
poblaciones. Para identificar estos compuestos se llevd a cabo un
tratamiento de los datos con ANOVA.

El valor medio del enriquecimiento para cada metabolito se calculd a lo
largo de los 9 experimentos realizados para cada ratdn. Después, el
método de ANOVA se aplicé para encontrar aquellos compuestos de
azufre que mostraban un comportamiento estadisticamente diferente
en cada poblacién. Estos metabolitos fueron los que aparecen a los
siguientes tiempos de retencién: 7, 12,5, 13,5, 18, 24, 32,5 y 57 minutos
(Figura 97). Estos 7 compuestos son los que se utilizaron en los estudios
posteriores.
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Figura 97. Metabolitos seleccionados para los estudios metabdlicos

6.3.3- Analisis de componentes principales

Como se ha visto en el tratamiento de los resultados tanto para el
enriquecimiento global como para el enriquecimiento individual en
azufre 34, se encontraron diferencias entre ambas poblaciones.
Ademas, la diferenciacién entre ambas poblaciones puede apreciarse
desde los primeros estadios de la enfermedad. Para corroborar este
hecho, se realizd un analisis de componentes principales para los 9
experimentos realizados.
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El método de andlisis de componentes principales (PCA) se utilizd para
clasificar las dos poblaciones. EI PCA encuentra las causas de la
variabilidad y las ordena en funcidén de su importancia. La idea es
encontrar componentes principales (PC;, PC,.., PC,) que sean
combinaciones lineales de las variables originales (X;, X,,.., X,), en
nuestro caso la relacion *s enriquecido/325 natural de n metabolitos

PC, =a, X, +a,X, +a, X, +..+a,X,
PC,=a, X, +a,X, +3,,X; +...+a,, X,
etc

Los coeficientes a;;, a; etc., son calculados de forma que el
componente principal 1 (PC;) recoja la mayor parte de la variacion
presente en los datos, el segundo componente principal (PC,) recoja la
siguiente mayor variacion y asi sucesivamente. Es importante apuntar
gue los datos deben ser normalizados antes de realizar el método de
PCA, ya que de esta forma todas las variables tienen la misma
importancia. La principal variacion puede ser encontrada en los dos
primeros componentes principales (PC,, PC;) donde en muchos casos
puede encontrarse hasta un 90% de la variabilidad de los datos. En este
tratamiento solo se utilizaron los metabolitos en los que se habia
confirmado una diferencia estadistica entre ratones sanos y enfermos
por el método de ANOVA. Ademas, como se ha comentado, los datos
fueron normalizados. El programa utilizado para el tratamiento de los
datos fue MiniTab.

En la figura 98 se representa el componente principal 1 (PC,) en el eje
de abscisas y el componente principal 2 (PC,) en el eje de ordenadas
para los 9 experimentos. Los ratones sanos se encuentran situados en la
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parte izquierda del eje y mientras que los ratones con cancer de

prdstata se suelen encontrar en la parte derecha de este eje. Esta

tendencia pudo observarse desde los primeros experimentos analizados

indicando que los animales podian ser clasificados en una u otra
poblacién desde los estados iniciales de la enfermedad.
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Figura 98. Andlisis PCA para ratones sanos y enfermos de cdncer de
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6.3.4- Analisis discriminante

Finalmente, se llevd a cabo un andlisis discriminante para catalogar
unos ratones desconocidos en sus respectivos grupos: ratones sanos
(grupo A) o ratones enfermos (grupo B). Para cada grupo de animales se
calculdé una funcidn discriminante lineal, Y, que es una combinaciéon de
las variables originales Xi, X,,..,X,, en nuestro caso la relacién *'S
enriquecido/*’S natural de n metabolitos:

Yyo=ay X, +a,X, +..+a,, X,
Yo =ag X, +ag, X, +...+35, X,

Los coeficientes (@,;,8,,,..., A, , gy, 8g,,-,Ag,) fueron obtenidos

utilizando el programa MiniTab. Después las relaciones >'S
enriquecido/*’S natural para las muestras de ratones desconocidos
fueron multiplicadas por estos coeficientes para obtener los valores Y, e
Yg en cada caso. La muestra serd asignada al grupo con el valor Y mas
alto. Como ocurria en el andlisis de PCA, los datos fueron previamente
normalizados antes de este procedimiento.

Se procedié a analizar 7 ratones desconocidos para catalogarlos en uno
de los dos grupos mediante este procedimiento. Los valores Y, e Y para
7 muestras se exponen en la siguiente tabla. En todos los casos los
ratones fueron asignados correctamente al grupo al que pertenecia
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Raton 1 2 3 4 5 6 7
Y, (sano) 0,73 2,11 1,66 12,97 48,31 2,69 6,43
Y, (enfermo) -1,40 1,89 1,01 22,74 81,43 2,92 10,79
Analisis Céncer Cancer Céncer Céncer

.. Sano Sano j , Sano i ,
discriminante prostata | prostata prostata | préstata
Cancer Cancer Cancer Cancer

Estado real Sano Sano | i Sano i i
prostata | prostata prostata | préstata

Tabla 26. Andlisis discriminante para 7 ratones desconocidos
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6.4- Conclusiones

1- En los primeros estudios realizados con ratas Wistar, se observd que
el maximo enriquecimiento en los compuestos de azufre presentes en
la orina, aparecian al cabo de 12 horas tras suministrar una dosis de
levadura enriquecida en el is6topo 34 del azufre.

2- El estudio comparativo realizado con ratones sanos y enfermos de
cancer de prostata muestran que tanto el enriquecimiento global en los
compuestos de azufre presentes en la orina como la mayoria de los
compuestos individualmente es mayor en el caso de ratones enfermos
gue en los sanos a las 18 horas de administrar una dosis de levadura
enriquecida en >*S, si bien sélo 7 compuestos demostraron diferencias
estadisticamente significativas de acuerdo al método ANOVA.

3- Contrariamente a lo esperado, no se produjeron cambios en las
diferencias del enriquecimiento isotdpico en azufre 34 entre ambas
poblaciones durante el desarrollo de la enfermedad, si no que se
mantenia constante desde el inicio de la misma, es decir los ratones
pudieron ser diferenciados desde la primera etapa de la enfermedad
antes de que el cancer de prostata se manifestase. El tratamiento
matemadtico de los datos obtenidos a lo largo de las 40 semanas
mediante analisis de componentes principales permitié separar ambas
poblaciones utilizando la relacién **S enriquecido/*’S natural de los 7
compuestos previamente seleccionados aplicando el método de
ANOVA.

4- El analisis discriminante de 7 individuos desconocidos permitid
asignar correctamente cada individuo a su grupo. Los resultados por
tanto son esperanzadores en cuanto a que la metodologia propuesta
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pudiera ser utilizada para la deteccion precoz de este tipo de
enfermedades, u otras enfermedades que estuvieran relacionadas con
el metabolismo de azufre.
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7- Trabajos futuros

A partir de los resultados obtenidos a lo largo de la presente Tesis

Doctoral y considerando las conclusiones expuestas en cada capitulo, es

posible sugerir algunas lineas de investigacion futuras, entre las que

destacan las siguientes:

1.

Identificar la naturaleza de las especies que presentan un
enriquecimiento diferencial para ratones sanos y enfermos de
cancer de prdstata. Dado que el ICP-MS no proporciona
informacion estructural de la (bio)molécula de estudio seria
necesario utilizar un andlisis mediante técnicas de
espectrometria de masas molecular, previo aislamiento de la
fraccion cromatografica correspondiente.

Aplicacion de la metodologia desarrollada en otras
enfermedades como pudiera ser otros tipos de cancer,
Alzheimer, envejecimiento celular, etc. La administracién de la
levadura enriquecida en azufre 34 permitiria observar cambios
metabdlicos en los organismos de estudio, siempre que el
metabolismo del azufre resultase modificado debido a la
enfermedad.

Uso de la metionina enriquecida en azufre 34 en estudios con
cultivos celulares. La dependencia de metionina de las células
tumorales hace de esta caracteristica idénea en el uso del
patrén de metionina sintetizado para el estudio de rutas
metabdlicas. Al igual que en los estudios con animales de
laboratorio, seria interesante hacer una comparativa de la
incorporacién de la marca isotdpica de azufre 34 en células
sanas y células tumorales, e intentar vislumbrar diferencias
entre ambas poblaciones.
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4.

- 262 -

Por ultimo, en funcidn de los resultados encontrados utilizando
los modelos animales, se podrian extender los estudios a seres
humanos dada la nula toxicidad de la levadura enriquecida en
azufre-34. De esta manera, idealmente se podria desarrollar un
nuevo ensayo clinico utilizando isétopos estables enriquecidos
de azufre.
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