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. INTRODUCCION

La deteccién y cuantificacion de ciertos metabolitos enddgenos presentes en
una muestra biol6gica como orina, sangre o saliva, ha adquirido un gran interés en
los ultimos afios por su potencial utilidad como método no invasivo de diagnostico
y/0 seguimiento de determinadas patologias (procesos tumorales, enfermedades
degenerativas...) y de forma general, como contribucién al conocimiento de la

respuesta metabélica de los organismos vivos a estimulos fisiopatolégicos.

Existe una creciente preocupacién por los efectos que, sobre la salud humana,
puede tener la exposicion ambiental a compuestos toxicos debido a la contaminacién
de agua, aire, suelo y alimentos. El desarrollo industrial y la agricultura intensiva son
responsables de la sintesis, utilizacion y liberacién al medio ambiente de alrededor
de 120.000 compuestos quimicos diferentes. Para muchas de estas sustancias se tiene

evidencia de la peligrosidad para organismos superiores.

De ello deriva la necesidad de disponer de métodos analiticos que permitan la
determinacién en matrices biologicas, de la presencia y concentracion de compuestos
toxicos y/o metabolitos endégenos relacionados con sus efectos bioquimicos o
fisiolégicos en seres vivos. Este proceso, que se conoce como seguimiento
bioloégico®-23:4 (biological monitoring o biomonitoring), es un campo de especial relevancia
por su implicaciéon directa en la salud humana. El seguimiento biolégico esta
experimentando actualmente un gran desarrollo, tanto en los aspectos relacionados
con el estudio y validacién de biomarcadores adecuados, como en la puesta a punto
de metodologias analiticas rapidas y eficaces que permitan una identificacién y
cuantificaciéon fiable. Las innovaciones en ambos aspectos inciden positiva y
directamente en el desarrollo de estrategias de diagndstico precoz, asi como de

control y prevencion de riesgos en la salud humana.

Este trabajo se centra en el desarrollo de un método analitico para la
determinacién de un grupo de metabolitos enddgenos, nucledsidos, nucleobases y
derivados metilados e hidroxilados, que presentan interés clinico por su potencial
utilidad como matcadores biolégicos de patologias acompafiadas por fuertes
desordenes metabdlicos como cancer, SIDA y enfermedades neurodegenerativas
como el Alzheimer. Existen también estudios que relacionan la concentracién de

!']. Angerer, U. Ewers, M. Wilhelm, Inz. |. Hyg. Environ. Health 210 (2007) 201. “Human biomonitoring: State of the arf”.
2L. L. Needham, A. M. Calafat, D. B. Barr, Int. |. Hyg. Environ. Health 210 (2007) 229. “Uses and issues of biomonitoring”.
3 D. Paustenbach, D. Galbraith, Regul. Toxicol. Pharm. 44 (2006) 249. “Biomonitoring: Is body burden relevant to public
health?”.

4D. B. Barr, L. L. Needham, |. Chromatogr. B 778 (2002) 5. “A multi—analyte method for the quantification of contemporary
pesticides in human serum and plasma using high—resolution mass spectrometry”.
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nucleésidos modificados en orina con ciertos habitos de vida como fumar, fatiga,

estrés y con la exposicién a compuestos toxicos.

A diferencia de los métodos clasicos de diagnéstico, basados en la
determinacién de marcadores bioquimicos Gnicos (como los matcadores tumorales
especificos), existe una creciente tendencia en utilizar los estudios de metabolémica
(relacionados con el conjunto de metabolitos presentes en la matriz biologica) con
fines diagnosticos, bien mediante la evaluacién de un numero elevado de metabolitos
preseleccionados, o bien, mediante el analisis de perfiles metabdlicos como un reflejo
del estado de salud personal. Esta alternativa parece poder proporcionar una
respuesta mas fiable a la presencia o ausencia de una determinada enfermedad.

1.1. DETERMINACION DE COMPUESTOS DE INTERES EN

MATRICES BIOLOGICAS.

Las primeras determinaciones de compuestos quimicos en fluidos biolégicos
fueron llevadas a cabo por el area de medicina ocupacional para evaluar la salud de
los trabajadores expuestos a ciertas sustancias quimicas. La determinacién de
metabolitos del plomo (Kehoe y col., 1933) y del benceno (Yant y col., 1936) en
sangre y orina son un buen ejemplo de los comienzos del seguimiento biolégico de
analitos de interés.

La primera definicién del concepto de seguimiento biolégico fue aportada por
Zielhuis® en 1984 que lo definié como:

“Una actividad sistematica de recogida de muestras bioldgicas para el andlisis de la
concentracion de toxicos, metabolitos o pardmetros bioldgicos que permitan valorar la
exposicion y el riesgo para la salud de la poblacion comparando los datos obtenidos con
niveles de referencia y —si es necesario- tomar las oportunas medidas correctoras”.

> R. L. Zielhuis, Awm. |. Ind. Med. 8 (1985) 515. “Biological monitoring: Confusion in terminology”.
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Otra forma de evaluar la exposicién a sustancias quimicas es lo que se
denomina seguimiento ambiental que consiste en la determinacién de las sustancias
quimicas en matrices medioambientales como aire, agua, suelos, alimentos, etc. El
seguimiento ambiental es especialmente necesatio a la hora de identificar las fuentes
de exposicion a los compuestos toxicos y asi facilitar la minimizacion de las
emisiones. Sin embargo, el seguimiento biolégico es indispensable ya que muestra
cuando y en qué extensiéon los compuestos quimicos penetran en los seres vivos

desde el medioambiente (dosis interna).

El seguimiento biolégico permite estudiar los procesos metabélicos i vivo, lo
que conduce a la posible elucidacién de los mecanismos toxicos, ademads de tener en
cuenta todas las rutas—ingestion, inhalacion, via dérmica— y todas las posibles fuentes

de exposicion.

Para la realizacién de un correcto seguimiento biolégico han de cumplirse tres

requisitos indispensables:

1. Disponibilidad de la matriz biologica adecuada.

2. Disponibilidad de parametros capaces de reflejar la exposicién interna
o sus efectos bioquimicos o bioldgicos en el organismo: los llamados
biomarcadores.

3. Disponibilidad de métodos analiticos apropiados, fiables y robustos.

1. Matrices bioldgicas.

Dentro de las posibles matrices biolégicas, la orina se convierte en la matriz
por excelencia a la hora de determinar metabolitos. Ademas, la orina presenta otras
importantes ventajas: su adquisicion es sencilla, no invasiva y se puede disponer de
grandes volimenes, lo que permite desarrollar metodologias analiticas mas sensibles.
Por todo ello, la otina es sin duda una de las matrices biolbgicas mas utilizadas a la

hora de realizar seguimientos biol6gicos.
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2. Biomarcadores.

Dentro de los requisitos indispensables para el seguimiento biolégico, es de
especial importancia la disponibilidad de parametros capaces de reflejar la exposicién
interna o efectos bioquimicos o bioldgicos. Dichos parimetros se denominan
“marcadores biologicos” o “biomarcadores”.

En sentido estricto la palabra biomarcador hace referencia a la respuesta
biolégica del organismo frente a la agresién de un xenobidtico. Sin embargo, es
indudable que la medida del xenobidtico o uno de sus metabolitos en una matriz
biolégica es un indicador biolégico de exposicién y por tanto, debe ser considerado

bajo este concepto.

En sentido amplio, biomatrcador se puede definir como la presencia de un
xenobiético en un fluido biolégico y/o las alteraciones inducidas por el mismo sobre
los procesos, estructuras o funciones de un organismo vivo, que son cuantificables
en un sistema biolégico o muestra®. Silbergeld y Davis” hablan de matrcadores
biolégicos para referirse a sefiales fisiologicas inducidas por un xenobidtico que
reflejan una exposicién, una respuesta celular precoz o una susceptibilidad inherente
o adquirida, proporcionando una estrategia para la resolucion de estos problemas.

Los biomarcadores pueden ser utilizados en campos como la evaluaciéon de
riesgos para la salud, el diagnoéstico clinico o con fines de seguimiento de la eficacia
de una terapia. Pueden utilizarse para evaluar una alteracion fisiopatolégica concreta
y sus efectos en el organismo y permiten elucidar relaciones causa—efecto y
dosis—efecto.

Un biomarcador ideal deberfa de cumplir los siguientes requisitos®:

= Presentar una recogida de la muestra y analisis sencillo.
= Poseer especificidad.

= Reflejar unicamente un cambio subclinico y reversible.
= Permitir adoptar medidas preventivas.

= Ser éticamente aceptable.

®F. G. Hernandez, Rev. Toxicol. 17 (2000) 19. “El papel de los biomarcadores en Toxicologia humana”.

7 E. K. Silbergeld, D. L. Davis, Clin. Chem. 40 (1994) 1363. “Role of biomarkers in identifying and understanding
environmentally induced disease”.

8 P. Granjean, S. S. Brown, P. Reavey, D. S. Young, Clin. Chenr. 40 (1994) 1360. “Biomarkers of chemical exposure: state
of the arf”.
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Son muy pocos los biomarcadores que se ajustan a estos requisitos ideales,
especialmente el relativo a la especificidad. Asi, pueden encontrarse biomarcadores
con un margen muy amplio de especificidad. Desde los que presentan una muy alta
como por ejemplo, la inhibicién de la acetilcolinesterasa —AchE— por los insectidas
organofosforados y carbamicos o la inhibicién de la enzima ALA-D
(6—aminolevulinata) por el plomo, hasta los muy inespecificos como los aductos de
ADN o los marcadores de respuesta inmune.

La Organizacion Mundial de la Salud (OMS), clasifica los marcadores
biol6gicos para el seguimiento de la exposicién a agentes bioldgicos en tres
categorfas®:

= Biomarcadores de exposicion: “una sustancia exégena o su metabolito,
o el producto de una interaccion entre el agente xenobidtico y alguna
molécula, que se mide en un organismo”.

= Biomarcadores de efecto: “una alteraciéon bioquimica y/o fisioldgica,
dentro de un organismo que, dependiendo de la magnitud, puede ser
reconocida o asociada con una posible o establecida alteracion de la
salud”.

= Biomarcadores de susceptibilidad: “un indicador de una inherente o
adquirida habilidad de un organismo a responder a la exposicién a un
xenobidtico especifico”.

Sin embargo, esta subdivision es algunas veces muy difusa, ya que a menudo
resulta imposible establecer claramente la pertenencia a una de estas clases; la
respuesta de los biomarcadores puede interpretarse como el “efecto” bioquimico o
biolégico después de la “exposicién” a un cierto téxico, por lo que, tedricamente,
resultan utiles a la vez como biomarcadores de exposicion y de efecto.

> WHO Internacional Programme of Chemical Safety (IPCS). Environmental Health Criteria 155, WHO, 1993, Geneva.
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La Tabla 1.1 muestra algunos ejemplos de diferentes biomarcadores y su
categorfa. En la Figura 1.1 se representa esquematicamente el método de
seguimiento bioldgico y la situacién de los diferentes biomarcadores dentro del

proceso general de exposicion a un toxico.

Tabla 1.1. Algunos ejemplos de biomarcadores segun la clasificacién de la Organizaciéon Mundial de la
Salud (OMS)°.

- Plomo en sangre

- P—Nitrofenol en orina: biomarcador de

organofosforados

- a—Naftol en orina: biomarcador de
hidrocarburos policiclicos aromaticos

- Aumento de proteinas

Biomarcadores de Efecto - Aductos de ADN

- Nucleésidos hidroxilados
p. ¢j. 8-hidroxi—2’-deoxiguanosina

- Actividad de ciertas enzimas

; p. €. Acetiltransferasa
i Biomarcadores de Susceptibilidad
: - Inhibicion de Acetilcolinesterasa

(biomarcador de carbamatos)
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:I Seguimiento
ambiental

Biomarcadores de
exposicion

Seguimiento

Biomarcadores de biol6gico
susceptibilidad (biomonitoring

Biomarcadores de
efecto

Figura 1.1. Representacién esquematica del proceso desencadenado por exposicién a un téxico*.

3. Métodos analiticos para el analisis de biomarcadores.

En la determinacién de biomarcadores en este caso, de nucledsidos
excretados en la orina, se utilizan varias técnicas, entre las que cabe destacar las de
inmunoensayo!®1112 vy fundamentalmente, técnicas cromatograficas como la

10'S. Ishiwata, K. Itoh, K. T. Yamaguchi, N. Ishida, M. Mizugaki, J. Tohoku, Exp. Med. 176 (1995) 61. “Comparison
of serum and urinary levels of modified nucleoside, 1—methyladenosine, in cancer patients using a monoclonal antibody—based inhibition
ELISA”.

1A, J. Sasco, F. Rey, C. Reynaud, J. Y. Bobin, M. Clavel, A. Nivelau, Cancer Lest. 108 (1996) 157. “Breast cancer
prognostic significance of some modified nrinary nucleosides”.

12 K. Koshida, J. Harmenberg, U. Stendahl, B. Wahren, E. Borgstrom, I.. Helstrom, L. Andersson, Uro/. Res. 13
(1985) 213. “Urinary modified nucleosides as tumor markers in cancer of the urinary organs or female genital tract”.
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cromatografia liquida tanto con deteccién espectrofotométrica!?1415.16.17.18,19,20,21
como acoplada a espectrometria de masas?2232425. También se ha utilizado la

electroforesis capilar26.27.28,29.30.31 qunque su aplicacion es aun escasa.

Una revision detallada de los métodos electroforéticos se describira

posteriormente.

BF. Oerlemans, F. Lange, Gynecol. Obstet. Invest. 22 (1986) 212. “Major and modified nucleosides as markers in ovarian cancer:

A pilot study”.
14T. Rasmuson, G. R. Bjork, L. Damber, L. Jacobsson, A. Jeppsson, T. Stigbrand, G. Westman, A¢tz Oncol. 26 (1987)
261. “Tumor markers in 1y carcinoma. An evaluation of carci bryonic antigen, placental alkaline phosphatase,

psendonridine and CA-50".

15T, Rasmuson, G. R. Bjork, Acta Oncol. 34 (1995) 61. “Urinary excretion of psendonridine and prognosis of patients with
malignant lymphoma”.

16 J. E. McEntire, K. C. Kuo, M. E. Smith, D. L. Stalling, J. W. Richens, R. W. Zumwalt, C. W. Gehrke, B. W.
Papermaster, Cancer Res. 49 (1989) 1057. “Classification of lung cancer patients and controls by chromatography of modified
nucleosides in sernm”.

17 E. Kvist, K. E. Sjolin, J. Iversen, K. Nyholm, Urol. Nephrol. 27 (1993) 45. “Urinary excretion patterns of pseudonridine
and beta—aminoisobutyric acid in patients with tumonrs of the nrinary bladder”.

18 K. Nakano, T. Nakao, K. H. Schram, W. M. Hammargren, T. D. McClure, E. Petersen, Clin. Chim. Acta 218 (1993)
169. “Urinary excretion of modified nucleosides as biological marker of RNA turnover in patients with cancer and AIDS”.

19 G. Xu, H. R. Schmid, H. M. Liebich, P. Lu, Biomed. Chromatogr. 14 (2000) 459. “Excretion pattern investigation of urinary
normal and modified nucleosides of breast cancer patients by RP—HPLC and factor analysis method’.

20 7J. Yang, G. W. Xu, Y. F. Theng, H. Kong, T. Pang, S. Lv, Q. Yang, . Chromatogr. B 813 (2004) 59. “Diagnosis of
liver cancer using HPL.C—based metabonomics avoiding false—positive result from hepatitis and hepatocirrhosis diseases”.

2t M—L Chen, S-S Wei, B-F Yuan, Y-Q Feng, |. Chromatogr. A 1228 (2012) 183. “Preparation of methacrylate—based
monolith for capillary hydrophilic interaction chromatography and its application in determination of nucleosides in urine”.

22 E. Dudley, F. Lemiere, W. R. Van Dongen, R. S. Tuytten, S. El-Sharkawi, A. G. Brenton, L. Esmans, R. P.
Newton, Rapid Commun. Mass Spectrom. 18 (2004) 2730. “Analysis of urinary nucleosides. 11/, Identification of urinary purine
nucleosides by liquid chromatography/ electrospray mass spectrometry”.

2 S. H. Lee, B. H. Jung, S. Y. Kim, B. C. Chung, Rapid Commun. Mass Spectrom. 18 (2004) 973. “A rapid and sensitive
method for quantitation of nucleosides in human urine using liguid chromatography/ mass spectrometry with direct urine injection”.

24 S, Studzinska, B. Buszewski, J. Chromatogr B 887—888 (2012) 93. “A new way to fast and high resolution determination of
modified nucleosides”.

25W. Struck, D. Siluk, A. Yumba—Mpanga, M. Markuszewski, R. Kaliszan, M. J. Markuszewski, |. Chromatogr. A 1283
(2013) 122. “Laiguid chromatography tandem mass spectrometry study of urinary nucleosides as potential cancer markers”.

20 R. G. Zhao, G. B. Xu, B. Yue, H. M. Liebich, Y. Zhang, ]. Chromatogr. A 828 (1998) 489. “Artificial nenral network
classification based on capillary electrophoresis of nrinary nucleosides for the clinical diagnosis of tumonrs”.

27Y. F. Zheng, H. W. Kong, J. H. Xiong, S. Lv, G. W. Xu, Clin. Biochen. 38 (2005) 24. “Clinical significance and prognostic
value of urinary nucleosides in breast cancer patients”.

Y. F. Zheng, G. W. Xu, D. Y. Liu, J. H. Xiong, P. D. Zhang, C. Zhang, Q. Yang, S. Lv, Electrophoresis 23 (2002)
4104. “Study of nrinary nucleosides as biological marker in cancer patients analyzed by micellar electrokinetic capillary chromatography”.
2 H. M. Liebich, G. Xu, C. D. Stefano, R. Lehmann, . Chromatogr. A 793 (1998) 341. “Capillary electrophoresis of nrinary
normal and modified nucleosides of cancer patients”.

30 H. M. Liebich, R. Lehmann, G. Xu, H. G. Wahl, H. U. Hiring, J. Chromatogr. B 745 (2000) 189. “Application of
capillary electrophoresis in clinical chemistyy: the clinical valne of urinary modified nucleosides”.

31 8. 1a, J. H. Cho, J-H Kim, K—R Kim, Anal. Chim. Acta 486 (2003) 171. “Capillary electrophoretic profiling and pattern
recognition analysis of nrinary nucleosides from thyroid cancer patients”.

10
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1.2. NUCLEOSIDOS Y NUCLEOBASES MODIFICADOS COMO

MARCADORES BIOLOGICOS.

Los nucledsidos y nucleobases modificados son productos de degradacion de
los acidos nucleicos presentes de forma natural en la orina humana. Esto se debe a
un proceso metabdlico fundamental denominado recambio metabélico del acido
ribonucleico (ARN), durante el cual, la acciéon de enzimas hidroliticas como las
ribonucleasas y las fosfatasas, liberan nucle6sidos normales y modificados durante la
regeneracion del ARN, principalmente el de transferencia (ARNt). Los nucle6sidos
sin modificar sufren reutilizacién y degradacion, transformandose en dcido turico
(como es el caso de los analitos adenosina y guanosina), en 8—alanina (en el caso de
citidina y uridina) y B—aminoisobutirato3>33. Los nucle6sidos modificados, por otro
lado, no pueden ser reutilizados ni sufrir una posterior degradacion por lo que
circulan libremente por el torrente sanguineo hasta su eliminacién por la orina. Este
proceso metabdlico natural es exaltado en presencia de fenémenos asociados al
envejecimiento celular, carcinogénesis y neurodegeneracion, as{ como a otras
enfermedades que transcurren con fuertes desordenes metabdlicos. Se ha descrito la
existencia de unos 100 nucleésidos modificados en orina procedentes de todas las
formas de ARN.

Los nucledésidos y nucleobases modificados también se generan por
reparaciéon del dcido desoxirribonucleico (ADN) como resultado del dafio por estrés
oxidativo, es decir, el dafio celular causado por especies reactivas de oxigeno (reactive
oxigen species, ROS). Estas especies interaccionan con diversas biomoléculas llegando
a alterarlas, fundamentalmente ADN, lipidos y proteinas. Las lesiones del ADN son
de especial importancia porque pueden alterar la secuencia de nucleétidos. Los
mecanismos naturales de reparacién de ADN implican la escision de los nucledsidos
o nucleobases dafiadas que no pueden ser reutilizados y son eliminados en la orina
como moléculas intactas. Se han descrito mas de 20 productos del dafio por estrés
oxidativo al ADN; entre ellos, el compuesto 8-hidroxi—2’-deoxiguanosina
(8OH2dG)3* es uno de los que despierta mayor interés ya que ha sido identificado

32 P. A. Limbach, P. F. Crain, J. A. McCloskey, Nucleic Acids Res. 22 (1994) 2183. “Summary: the modified nucleosides of
RNA”.

3J. A. M. Giménez, G. T. Saez, R. T. Seisdedos, J. Theor. Biol. 194 (1998) 485. “On the Function of Modified Nucleosides
in the RNA World”.

3 E. Rodriguez—Gonzalo, D. Garcia—Gémez, R. Carabias—Martinez, |. Chromatogr. A 1218 (2011) 9055. “Develgpment
and validation of a hydrophilic interaction chromatography—tandem mass spectrometry method with on—line polar extraction for the
analysis of urinary nucleosides. Potential application in clinical diagnosis”.

11
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en ciertos tipos de cancer, como el cancer de mama, de higado y de pulmén. Puesto
que este compuesto, SOH2dG, se excreta en la orina sin ningin tipo de
transformacion, su determinacion en ella puede ser considerada de interés como un

método no invasivo en el diagndstico precoz del cancer.

En las dltimas décadas se ha incrementado notablemente el interés por la
utilizacion de los nucleésidos y nucleobases modificados excretados en orina como
posibles biomarcadores? en ciertas enfermedades y principalmente, como

marcadores tempranos de diversos tipos de cancer.

1.2.1. MARCADORES ONCOLOGICOS.

El cancer es una de las enfermedades mas impredecibles, especialmente
cuando se diagnostica en una etapa avanzada®. Se han propuesto muchos
marcadores para el diagnoéstico del cancer pero no se ha demostrado que alguno de
ellos sea lo suficientemente sensible. Por ejemplo, el antigeno carcinoembrionario,
los antigenos carbohidrato 199 y 125 y la a-fetoproteina se utilizan, a dia de hoy,
como diagnéstico para un unico tipo de cancer, no mostrando sensibilidad suficiente
como marcador general. Por otra parte, otros test de diagnostico, como el test para
el antigeno prostatico especifico (prostate—specific antigen, PSA), presentan escasa
sensibilidad (35% de falsos negativos para PS.A).

Frente al enfoque bioquimico habitual, que se centra en el analisis de un tnico
marcador, la tendencia actual implica tener en cuenta un amplio grupo de
metabolitos, lo que deberfa presentar mejores resultados. Ademads, un enfoque
holistico, analizando perfiles metabolicos como reflejo del estado de salud individual,

deberia resultar en una respuesta mas segura sobre la presencia o ausencia de cancer.

Se ha observado que los metabolitos del ARN pueden tener un papel
significativo en la carcinogénesis y asi, el nivel de nucledsidos y nucleobases en la

% S—H Cho, B. H. Jung, S. H. Lee, W-Y Lee, G. Kong, B. C. Chung, Biomed. Chromatogr. 20 (2006) 1229. “Direct

determination of nucleosides in the urine of patients with breast cancer nsing columm—switching liquid chr raphy- dem mass
spectrometry”.

36 W. Struck, M. Waszczuk—]nkowska, R. Kaliszan, M. ]. Markuszewski, Anal. Bioanal. Chem. 401 (2011) 2039. “The
state—of—the—art determination of nrinary nucleosides using chr graphic technigues “hyph d” with advanced bioinformatics
methods” .

12
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orina puede ser un posible marcador oncolégico?’. La justificacion de esta hipotesis
esta relacionada con el hecho de que en procesos patologicos como desérdenes
sanguineos, procesos inflamatorios, SIDA y tumores malignos, la degradacion del
ARN es mas rapida, aumentando el recambio metabdlico del ARN. La presencia de
cancer también produce un incremento en la actividad de la enzima metiltransferasa.
Como resultado de ambos procesos (recambio de ARN y actividad enzimatica) la

concentracion de nucledsidos en orina aumenta.

En conclusién, los niveles anormales de nucleésidos en orina pueden
correlacionarse con un incremento de recambio metabdlico del ARN, en particular
ARN de transterencia (ARN¢t), o de la actividad de la metiltransferasa, procesos
ambos causados por el cancer. No obstante, esta conclusién no es clara ni definitiva.
No puede concluirse que los pacientes con una degradacion rapida del ARN sufran
cancer, ya que pueden suftir otros desérdenes asociados con un alto recambio celular
como hepatitis crénica o cirrosis?. Ademds, se han descrito alteraciones de los
niveles en orina de nucledsidos y nucleobases modificados en presencia de
enfermedades mas benignas y en diversos habitos de vida (fumar, practicar deporte

extremo, estrés, mala alimentacion...).

Por tanto, la utilizacién de estos compuestos como biomarcadores carece de
la especificidad suficiente para poder ser utilizados como prueba diagnéstica unica.
Por ello es importante resaltar que el uso clinico de los nucledsidos y nucleobases
modificados en el campo de diagnéstico de procesos tumorales es complementario
a métodos de diagnostico ya conocidos como son diversas pruebas radiolégicas o de

resonancia magnética nuclear, citologfas, histopatologfas, ultrasonografias, etc.

Otro de los posibles usos de interés de estos marcadores bioldgicos es para el
seguimiento de pacientes que estan siendo tratados contra el cancer, asi como en
recurrencias postoperatorias. Si un marcador o grupo de marcadores estan
disponibles para un tipo concreto de cancer, es mucho mas facil comprobar la
eficacia del tratamiento siguiendo la evolucién de estos compuestos en lugar de
repetir otras pruebas mucho mas costosas como las tomograffas computerizadas,
gammagrafias u otras pruebas. De ahi que actualmente, una gran parte de los estudios
estén dirigidos a evaluar la posibilidad de utilizar ciertos nucledsidos y nucleobases

modificados para diferenciar cancer de otro tipo de enfermedades.

37S. H. Choi, M. H. Choi, W. Y. Lee, B. C. Chung, Clin. Biochem. 42 (2009) 540. “Evaluation of nrinary nucleosides in
breast cancer patients before and after tumor removal”.

13
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1.2.2. MARCADORES DE DANO OXIDATIVO.

El estrés oxidativo es un proceso de dafio celular, desencadenado por
radicales libres, principalmente de oxigeno, que puede afectar a uno o a varios
componentes de la célula (proteinas, carbohidratos, lipidos y/o 4cidos nucleicos) y
alterar seriamente sus funciones. Los radicales libres se producen continuamente en
el organismo por medio de reacciones bioquimicas de oxidacién—reducciéon con
oxigeno, que tienen lugar por el metabolismo normal de las células, y también como
respuesta a exposiciones externas a radiaciones ionizantes, rayos ultravioletas,
contaminacién ambiental, humo de tabaco, hiperoxia, exceso de ejercicio e isquemia.

Las especies reactivas de oxigeno (reactive oxigen species, ROS) a pesar de ser
productos normales del metabolismo celular’, pueden lesionar los componentes
celulares, causando su mutacién o incluso la muerte de la célula®. Estas especies
pueden clasificarse en 2 tipos: (a) radicales libres, como el radical superdxido (¢Oy)
y el radical hidroxilo (*OH) y (b) especies no radicales como el peréxido de
hidrégeno (H20y), el oxigeno singlete (O21), el peroxinitrito (ONOO") y el acido
hipocloroso (HCIO). La medida directa de estas especies reactivas de oxigeno es
imposible debido a su corta vida media; por ejemplo, se estima que la vida media del

radical hidroxilo, el mas dafiino de las ROS, es de menos de 1 nanosegundo*.

Los organismos estan dotados de un elaborado sistema bioldgico, el sistema
antioxidante, que protege a los tejidos de los efectos de los radicales libres. Este
sistema estd formado por varias enzimas como la catalasa, superoxidodismutasa y
glutatién peroxidasa, para defender al organismo contra el dafio oxidativo, pero no
con una eficacia del 100%. Cuando la producciéon de ROS supera las capacidades
antioxidantes de la célula, es decir, anula sus defensas antioxidantes naturales, es
cuando se produce el dafio oxidativo. Por tanto, la inhibicién de algunas de estas
enzimas es considerado una evidencia de un incremento en la produccién de ROS o

estrés oxidativo.

% H. Sova, A. Jukkola—Vuorinen, U. Puistola, S. Kauppila, P. Karihtala, Briz. |. Cancer 102 (2010) 1018.
“8—Hydroxydeoxyguanosine: a new potential independent prognostic factor in breast cancer”.

¥ D. J. Howard, R. B. Ota, L. A. Briggs, M. Hampton, C. A. Pritsos, Cancer Epidem. Biomar. 7 (1998) 141.
“Environmental tobacco smoke in the workplace induces oxidative stress in employees, including increased production of
8—hydroxy—2"~deoxyguanosine”.

4 M. Valko, M. Izakovic, M. Mazur, C. J. Rhodes, ]. Telser, Mol Cell. Biochen. 266 (2004) 37. “Role of oxcygen radicals
in DINA damage and cancer incidence”.
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Por tanto, el estrés oxidativo se genera por desequilibrio entre la produccién
y la eliminacién de ROS a favor de su formacién®l. Sila produccion excesiva de ROS
persiste y no es reparada adecuadamente, pueden generarse compuestos citotoxicos
0 procesos mutagénicos™.

El dafo oxidativo que sufre el ADN debido a las especies reactivas de
oxigeno, ROS, es un proceso bien documentado que provoca alteraciones en las
bases nitrogenadas y en el azucar. En los ultimos afios, este proceso se ha asociado,
cada vez con mas frecuencia, a los mecanismos patogénicos de diferentes
enfermedades entre las que se encuentran las enfermedades cardiovasculares,
desordenes neurodegenerativos, distintos tipos de cancer, diabetes, artritis
reumatoide, fibrosis pulmonar, arterosclerosis, etc, y a procesos fisiologicos como el
envejecimiento®?. Se ha calculado que si no funcionasen los mecanismos de
reparacién del ADN, del 1-5% del ADN humano podtia oxidarse en un corto

periodo de tiempo, afios, algo que resulta incompatible con la vida®.

En la actualidad hay un gran interés en desarrollar estudios relacionados con
el dafio oxidativo provocado por los radicales libres sobre el ADN, con objeto de

encontrar medios adecuados para la deteccion precoz de enfermedades graves#.

Como marcadores del estrés oxidativo, y del consiguiente dafio oxidativo en
el ADN, se encuentran numerosas enzimas y mas recientemente, un derivado del
ADN;, 8-hidroxi—2’-deoxiguanosina, 8OH2dG. Este compuesto es la forma
oxidada del nucle6sido 2°—deoxiguanosina (2dG)#. Se considera que SOH2dG es un
marcador adecuado del dafio al ADN por varias razones: es uno de los productos
mas abundantes del ADN oxidado, es soluble en agua, se excreta en la orina sin

metabolizar® y es capaz de reflejar bajos niveles de dafio oxidativo®.

#P. M. W. Lam, V. Mistry, T. H. Marczylo, J. C. Konje, M. D. Evans, M. S. Cooke, Free Radical Bio. Med. 52 (2012)

2057. “Rapid measurement S8—oxo—7,8—dilydro—2"—deoxyguanosine in human biological matrices using ultra—high—performance
A,

liguid chr aphy— mass spectrometry”.
42 A. Weimann, D. Belling, H. E. Poulsen, Nucleic Acids Res. 30 (2002) 2. “Quantification of 8—oxo—gnanine and ine as
the nucleobase, nucleoside and deoxcynucleoside forms in human urine by high—performance lignid chromatography—electrospray tandem

mass spectrometry”.

4T, Henriksen, P. R. Hillestrom, H. E. Poulsen, A. Weimann, Free Radical Bio. Med. 47 (2009) 629. “Automated method
Jor the direct analysis of 8—oxo—guanosine and 8—oxo—2"—deoxyguanosine in human nrine nsing ultraperformance liguid chromatography
and tandem mass spectrometry”.

4 1. Sabatini, A. Barbieri, M. Tosi, A. Roda, F. S. Violante, Rapid Commun. Mass Spectrom. 19 (2005) 147. “A method
Jor routine quantitation of nrinary 8—hydroxy— 2'—deoscygnanosine based on solid—phase extraction and micro—high—performance liguid
chromatography/ electrospray ionization tandem mass spectrometry”.

4. Loft, P. Moller, Antioxid. Redox Sign. 8 (2006) 1021. “Oxidative DN.A damage and human cancer: need for cohort studies”.
4 T. Yano, F. Shoji, H. Baba, T. Koga, T. Shiraishi, H. Orita, H. Kohno, Lung Cancer 63 (2009) 111. “Significance of
the urinary —OHdAG level as an oxidative stress marker in lung cancer patients”.
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Los primeros estudios sobre el dafio por estrés oxidativo, se basaron en
determinar la concentracién de ciertas enzimas que eran las encargadas de reparar el
dafio generado en el ADN a causa de los radicales libres, ROS?. A partir de la década
de los noventa se empez6 a utilizar este derivado hidroxilado, SOH2dG, como
marcador de estrés oxidativo. Se ha descrito la determinaciéon de 8OH2dG por
ELISA* o por técnicas cromatograficas con deteccién espectrofotométrica o
electroquimica en suero o muestras de orina*’. Si bien en los primeros estudios se
llevaba a cabo la medida de 8OH2dG mediante un andlisis de ADN4,
posteriormente se comprobé que era mas adecuado medir el SOH2dG en plasma o
en orina, debido a que durante el aislamiento del ADN se producia la oxidaciéon de
2dG, llevando a la deteccidn de niveles erroneos de SOH2dG#4.

Estrés oxidativo v consumo de tabaco.

El humo del tabaco se considera una de las fuentes mas importantes de
radicales libres#. LLa composicién quimica del humo de tabaco es compleja. Han sido
identificados alrededor de 3800 compuestos en el humo de tabaco incluyendo
fenoles, quinonas, aldehidos, cetonas, hidrocarburos aromaticos, algunos de los
cuales son capaces de generar ROS durante su metabolismo®. Estudios 7z vitro han
demostrado que el humo del tabaco puede generar peréxido de hidrégeno y residuos
de deoxiguanosina hidroxilada® en el ADN aislado, asi como en las células
pulmonates humanas cultivadas. I vivs, se ha encontrado un mayor dafio oxidativo
en el ADN de leucocitos y ADN de esperma de los fumadores en comparacién con

el de no fumadores.

La modificacién oxidativa del ADN incluye una variedad de oxidaciones de
las bases. La hidroxilacién del C—8 de la base guanina en el ADN es reparada de
forma rapida y casi completa por un mecanismo de ruptura. El compuesto
eliminado, 8OH2dG, se excreta sin ninguna modificacién en la orina.

47 M. S. Cooke, S. Loft, R. Olinski, Cancer Epidem. Biomar. 17 (2008) 3. “Measurement and ing of oxidatively modified
DNA lesions in urine”.

4 J. L. Ravanat, B. Duretz, A. Guiller, T. Douki, J. J. Cadet, Chromatogr. B Biomed. Sci. Appl. 715 (1998) 349. “Isotgpe
dilution high—performance liquid chromatography—electrospray tandem mass spectrometry assay for the measurement of 8—oxo—7,8—

dibydro—2"—deoxcyguanosine in biological samples”.

4 D. F. Church, W. A. Pryor, Environ. Health Persp. 64 (1985) 111. “Free—radical chemistry of cigarette smoke and its
toxicological implications”.

50 B. K. Puri, I. H. Treasaden, M. Cocchi, S. Tsaluchidu, I.. Tonello, B. M. Ross, BMC Psychiatry 8 (2008) S1:54. “.A4
comparison of oxidative stress in smokers and non—smokers: an in vivo human quantitative study of n—3 lipid peroxidation”.
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Es importante tener en cuenta que aunque el 8OH2dG es un marcador de
estrés oxidativo también es un mutidgeno, por lo que la acumulacién de este
compuesto en el ADN podria incrementar el riesgo de generar una mutacion estable,
ya que participa en al menos dos tipos de errores transcripcionales’!, tiene efectos
negativos en el funcionamiento de la célula generando la inestabilidad y la aceleracién
del acortamiento telomérico y por lo tanto, incrementando el riesgo de desarrollar
una enfermedad 5253.5455.56.57.58 8OH2dG estd presente en el ADN de células
malignas>® y su concentracion se ve incrementada en procesos de carcinogénesis y
en los leucocitos de personas fumadoras®.

Por consiguiente, el consumo de tabaco y la exposicién al humo de tabaco
ambiental® se ha relacionado con un incremento de los procesos de estrés oxidativo,
resultando en un incremento en el dafio oxidativo del ADN y por tanto, con un

incremento del riesgo de desarrollar ciertas enfermedades crénicas degenerativas.

Sin embargo la relacién entre los niveles de SOH2dG en orina y el consumo
del tabaco es un aspecto altamente controvertido. Se ha demostrado que los
fumadores excretan en orina de un 35 a un 50% mas de este compuesto que los no
fumadores293. Sin embargo, otras diferencias en el estilo de vida entre fumadores y

no fumadores, ademas del habito de fumar, podrian explicar estas variaciones en la

51 K. C. Cheng, D. S. Cahill, H. Kasai, S. Nishimura, L. A. Loeb, J. Biol. Chem. 267 (1992) 166. “8—Hydroxyguanine.
An abundant form of oxidative DNA damage, canses G=T and A—C substitutions”.

52 B. N. Ames, Science 221 (1983) 1256. “Dietary carcinogens and anti—carcinogens: oxygen radicals and degenerative diseases”.

5 P. A. Southorn, G. Powis, Mayo Ciin. Proc. 63 (1988) 390. “Free radicals in medicine”.

5 M. K. Shigenaga, C. J. Gimeno, B. N. Ames, P. Nazl.. Acad. Sci. USA 86 (1989) 9697. “Urinary 8—hydroxy—2"-
deoxygnanosine as a biological marker of in vivo oxidative DNA damage”.

% R. A. Floyd, FASEB ]. 4 (1990) 2578. “Role of oxygen free radicals in carcinogenesis and brain ischemia’.

% M. K. Shigenaga, B. N. Ames, Free Radical Bio. Med. 10 (1991) 211. “Assays for 8—hydroxy—2"—deoxygnanosine: a
biomarker of in vivo oxidative DNA damage’.

57 C. A. Rice—Evans, A. T. Diplock, Free Radical Bio. Med. 15 (1993) 77. “Current status of antioxidant therapy”.

58 B. Halliwell, C. E. Cross, Environ. Health Persp. 102 (Suppl. 10) (1994) 5. “Oxygen—derived species: their relation to human
disease and environmental stress”.

5% K. Okamoto, S. Toyokuni, K. Uchida, O. Ogawa, J. Takenewa, Y. Kakehi, H. Kinoshita, Y. Hattori—-Nakakuki,
H. Hiai, O. Yoshida, Int. ]. Cancer 58 (1994) 825. “Formation of 8—hydroxy—2"—deoxcyguanosine and 4—hydroxcy—2—nonenal—
modified proteins in human renal—cell carcinoma’.

% H. Kiyosawa, M. Suko, H. Okudaira, K. Murata, T. Miyamoto, M—H Chung, H. Kasai, S. Nishimura, Free Radical
Res. Com. 11 (1990) 23. “Cigarette smoking induces formation of 8—hydroxydeoxygnanosine, one of the oxidative DNA damages in
buman peripheral lenkocytes”.

o1 J. L. Witztum, Lancet 344 (1994) 793. “The oxidation hypothesis of atherosclerosis”.

©2S. Loft, K. Vistisen, M. Ewertz, A. Tjonneland, K. Overvad, H-E Poulsen, Carcinggenesis 13 (1992) 2241. “Oxidative
DNA—damage estimated by 8—hydroxydeoxyguanosine excretion in humans: influence of smoking, gender and body mass index”.

0 S. Loft, A. Astrup, B. Buemann, H. E. Poulsen, FASEB J. 8 (1994) 534. “Oxidative DN.A damage correlates with
oxcygen consumption in humans”.
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excrecion de SOH2dG%. Por otro lado, Gackowski® describe que la excrecién de
80OH2dG urinario era similar entre pacientes con cancer de pulmén, fumadores
sanos y no fumadores sanos, aunque el nivel de SOH2dG en ADN aislado de los
leucocitos de pacientes con cancer de pulmon fue significativamente mas alta que en
el ADN aislado de los otros dos grupos, por lo que se sugiere que sucedia una
deficiencia en los mecanismos de reparacién de aquellos pacientes que padecen
cancer de pulmén.

Por tanto, aunque hay estudios en los que se asocia la exposicién al humo de
tabaco con un aumento en el estrés oxidativo y por tanto un aumento en la
concentracién del marcador SOH2dG en sangre®®, no puede decirse lo mismo con

respecto a los niveles en orina.

Como conclusion a destacar, indicar que no hay estudios claros que indiquen
que, en individuos sanos, la concentracién de estos nucle6sidos modificados en orina
sea diferente entre fumadores y no fumadores. La mayoria de los estudios descritos
sobre estrés oxidativo son estudios que relacionan este proceso de oxidacién del
ADN en pacientes con una determinada enfermedad diagnosticada, como puede ser
un determinado tipo de cancer o enfermedades neurodegenerativas. En ellos, se
comparan los niveles de ciertos nucledsidos modificados, como 8OH2dG, de
enfermos fumadores y no fumadores, con respecto a los niveles de individuos sanos,
con habitos de consumo de tabaco similares.

04 H. E. Poulsen, S. Loft, K. Vistisen, ]. Sports Sci. 14 (1996) 343. “Exctreme exercise and oxidative DNA modification”.
% . Gackowski, E. Speina, M. Zielinska, J. Kowalewski, R. Rozalski, A. Siomek, T. Paciorek, B. Tudek, R. Olinski,
Cancer Res. 63 (2003) 4899. “Products of oxidative DNA damage and repair as possible biomarkers of susceptibility to lung cancer”.

18



. INTRODUCCION

1.2.3. NUCLEOSIDOS Y NUCLEOBASES ESTUDIADOS.

Las bases nitrogenadas (nucleobases) son compuestos organicos ciclicos, que
incluyen dos o mas atomos de nitrogeno. Son parte fundamental de los nucledsidos,
nucleétidos, nucleétidos ciclicos (mensajeros intracelulares), dinucleétidos (poderes
reductores) y acidos nucleicos. Biolégicamente existen seis bases nitrogenadas
principales (en realidad hay muchas mas), que se clasifican en dos grupos, puricas o
purinicas (derivadas de la estructura de la purina) y bases pirimidinicas (derivadas de
la estructura de la pirimidina).

En el presente trabajo se va a trabajar con los derivados de las bases puricas y
pirimidinicas que se indican a continuacién.

Estructuras Pirimidinicas.

Nombre R Rz R;

Uridina (U) H H Ribosa
5—metiluridina (5mU) CH3 Ribosa
Citidina (Cyt) - H Ribosa
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Estructuras Puricas.

Y
Nombre X Y Ry R, R; Ry
Adenosina (A) NH, H - - H Ribosa
1-metiladenosina (1mA) NH H CH; - H Ribosa
Guanina (Gua) O NH: H - H H
1-metilguanina (1mGua) O NH, CHs; - H H
7—metilguanina (7mGua) O NH; H CHs; H —
9—metilguanina (9ImGua) O NH, H - H CH;
Guanosina (G) O NH; H - H Ribosa
7—metilguanosina (7TmG) O NH. H CH; H Ribosa
2’—deoxiguanosina (2dG) O NH, H - H  Deoxitibosa
?S_Sﬁr;xgz’_deomgu anosina O NH, H - OH Deoxirbosa
8—hidroxiguanosina (SOHG) O NH H - OH Ribosa
Inosina INN) @) H H - H Ribosa
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66

1.2.4. PROPIEDADES ACIDO—BASE DE 1.OS NUCLEOSIDOS Y NUCLEOBASES

Los nucledsidos y nucleobases con estructura purica y pirimidinica, que
contienen el grupo —NHy, son débilmente basicos. El acido conjugado, catiénico y
protonado, de los analitos citidina, adenosina y guanosina, tiene valores de pKa de
4.2,3.5y 2.7 respectivamente. El equilibrio acido—base para la citidina se muestra en
la Figura 1.2.

QNH2
H\&] S H
3 (/ |5 \N
3
«—r
O)E\N ’ O)Z\N
| |
Ribosa Ribosa Ribosa

Figura 1.2. Comportamiento acido—base del analito citidina.

Puede comprenderse este comportamiento si se considera que la base tiene
un comportamiento sustancialmente aromatico. En la anilina (aminobenceno), los
electrones del grupo amino son compartidos con el anillo aromatico descendiendo
asf la basicidad del grupo -NHo> (pKa 4.6).

De forma similar, los electrones de los grupos —NHo de citidina, adenosina y
guanina, son compartidos con los anillos puricos y pirimidinicos como muestran las
flechas curvadas de la estructura de la izquierda en la Figura 1.2. Este efecto es
incluso mayor que en la anilina, principalmente por la presencia de atomos de
nitrégeno en los anillos. En el analito citosina, el N-3 es el que actda principalmente

como aceptor de electrones. Como consecuencia, este nitrégeno es mas basico que

06 ““Biochemistry: The chemical reactions of living cells”. Vol. 1, Capitulo 2: “Acid—Base Chemistry and Tantomerisn/’. D. E.
Metzlev, C. M. Metzlev.
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el grupo -NHo y es el principal sitio de protonacién. En la Figura 1.2 se muestra que

la carga positiva es compartida por resonancia con el grupo amino exociclico.

El analito adenosina es similar a citidina en su comportamiento acido—base.
El N—1 adyacente al grupo -NH> es el principal sitio de protonacién. También se
forma, en una pequefia cantidad, un tautémero protonado en N—3.

Por otra parte, el analito guanosina presenta una estructura electronicamente
mas compleja, protonandose principalmente en el N-7 y en menos extension en el
N-3. Este comportamiento puede entenderse considerando la interaccion
electrénica con el oxigeno adyacente como se indica en la estructura resonante de la
derecha en la Figura 1.3.

Q H OnnnnnnH
HN (l \ - . HNT SN \

YT e

Ribosa Ribosa

Figura 1.3. Comportamiento acido—base de guanosina.

Bajo condiciones basicas, el protén en N—3 del analito uridina y timina o en
N-1 de guanina, puede disociarse con un valor de pKa de aproximadamente 9.2
(Figura 1.4). También se conoce que puede tener lugar la disociacién de un proton
de un grupo hidroxilo de la ribosa (con valores de pKa de 12.4).
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0 0
N HN:
SIS
HQN)i\lt: HZN)\I -
pKal pKa2
0

o —

3.2-33 9.2-9.6

Figura 1.4. Comportamiento acido—base de guanina.

A continuacién, en la Tabla 1.2 se presenta la estructura de los nucledsidos y

nucleobases estudiados as{ como algunas de sus propiedades.
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Tabla 1.2. Propiedades de los nucledsidos y nucleobases estudiados.

: Nombre Formula M CASRN  pKa
i o) 3.2

i Guanina

i H 151 73-40-5 9.6

| (Gua) 7

i Ha 12.4
i H,C o ~0

| T-metilguanina H 165 578-76-7 3.5

i (TmGua) Sl

g H, 9.9

i 1-metilguanina Hy

: 165 938-85-2 3.1

| (1mGua) S/::ftt:

g Ha 10.5
; o] ~0

1

: 9—metilguani

- metguaning ank 165 5502-78-3 35

! (OmGua) H,

i He! 9.9

NH, 4.2

| (él@
o |

C

b Cmgma o 243 65-46-3

Py 1 i

g — 125

HO oH
. NH, 3.5
I Adenosina a®
i HO 267 58-61-7
@ ey
: 12.5
: HG OH

i s
E . . 2 |

i 1—metiladenosina o 281 15763061
| (1mA) e

I )
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Tabla 1.2 (Continuacién). Propiedades de los nucledsidos y nucleobases estudiados.

\ Nombre Formula M CAS RN pKa |
. o 27
i Py |
e i :
{ ouanosing o He 283 118-00-3 i
© ey e
i HG:S 'E’OH 9.2 i
H HyC o H
| o, i
iy il i { i
| -metilguanosina ' b 208 15313-37-8 /0
o g
S on

s H
5 it 189
; ?5 mé;l uridina o 258 1463-10-1 9.7
! m

; HG  oH ;
: 0 25
! e !
i 2’—deoxiguanosina " :
i 2 267 961-07-9 :
i o) |
i 120
2 1.2

i ’ Cod
oo A |
; (ﬁ:;‘;a ’ 268 58-63-9 8.8 |

HG  oH 12.0
Q
! 8—hidroxi— f@‘}—/\m . !
| 2—deoxiguanosina 283 88847-89-6 SO
: H :
! 2 HO !
E (8OH2dG) 8 o
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Tabla 1.2 (Continuacién). Propiedades de los nucledsidos y nucleobases estudiados.

: Nombre Formula M CAS RN pKa
! s

i 8—hidroxiguanosina O:Q | N)IN\N

: " 299 3868-31-3
: .

- 6oHG) o~y

E HO‘\\\‘ l"bn

i 0

13C—Guanina

: H 152 -

| (°C-Gua) wd ]

i \

H H H,

E NH,

! BN

| 13C—Adenosi Al

i enosina . 268 B
e ‘3

: Hi H

, Adenosina— ", N;

: 13C,15N5 5'— ““/\/Nj: o

: i "~ 362 961-07-9
: monofosfato T

| (5C1'Ns-AMP) a
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1.3. ELECTROFORESIS CAPILAR COMO TECNICA DE

SEPARACION.

En los ultimos afios, la electroforesis capilar (CE) esta consolidandose como
una técnica analitica de enorme versatilidad que puede complementar a las técnicas

cromatograficas.

La electroforesis fue introducida como técnica de separacién por Tiselius en
el afilo 1937. El hecho puntual que marca el inicio de las técnicas electroforéticas
capilares es el trabajo publicado en 1981 por Jorgenson y Lukacs®’. Desde este
primer trabajo, la electroforesis capilar ha evolucionado pasando de ser un método
de baja resolucién y aplicacion relativamente limitada, a presentar una extensa
variedad de modalidades de incomparable poder de resolucién y excepcional
versatilidad.

La instrumentacién basica para realizar separaciones electroforéticas es
relativamente sencilla y consta de cinco elementos fundamentales: una fuente de alto
voltaje, un capilar de silice fundida donde tiene lugar la separacién, viales que
contengan el electrolito soporte (background electrolyte, BGE) que actia como medio
electroforético de separacién, dos electrodos inertes y un detector. Un montaje
artesanal de este tipo permitirfa buenas separaciones. Sin embargo, la precisién seria
bastante deficiente debido a la falta de control de la temperatura y a la escasa
automatizacioén del sistema. Actualmente los sistemas comerciales solventan todos

estos problemas y dotan a esta técnica de una gran precision analitica.

La separacién mediante electroforesis capilar tiene lugar en columnas
capilares de pequefio didmetro interno (10200 um) construidas con materiales
quimicos y eléctricamente inertes, transparentes a la luz UV-—visible, flexibles y

robustos. Actualmente los capilares mas utilizados son los de silice fundida.

Los dos parametros clave en los que se fundamenta la separacién
electroforética son: la velocidad electroforética de un analito considerado y la
velocidad electroosmética de la disoluciéon de electrolito soporte (BGE) que rellena

el capilar.

7 J. W. Jorgenson, K. D. Lukacs, Anal. Chen. 53 (1981) 1298. ““Zone electrophoresis in open—tubular glass capillaries”.
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Velocidad electroforética.

La velocidad electroforética se define como el movimiento que experimentan
las especies cargadas en presencia de un campo eléctrico. Al actuar un campo
eléctrico sobre una particula cargada, ésta experimenta una fuerza de tipo eléctrico
que la comienza a mover y una fuerza en sentido contrario, debido al rozamiento de

ésta entre las laminas del fluido que viene determinada por la Ley de Stockes.

Practicamente desde el comienzo del andlisis se puede considerar que se
consigue un estado estacionario y por lo tanto la particula se mueve a una velocidad
electroforética constante.

La velocidad de un ion puede expresarse como:
v=u, E
Donde: v = velocidad del ion.
Ue= velocidad electroforética.

E = campo eléctrico aplicado.

El balance de la fuerza eléctrica y de la fuerza de rozamiento, suponiendo la

aproximacion de la particula a una esfera, puede definirse como:
q E =6mrv

Donde: q = carga del ion.

1 = viscosidad de la solucién.

1 = radio del ion.

velocidad del ion.

v

Teniendo en cuenta ambas ecuaciones obtenemos una expresion que nos
describe la movilidad electroforética en términos de parametros fisicos:

q
6 mnr

Ue =
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De esta ecuacion se deduce que las especies pequefias y de mayor carga

tendran mayor movilidad electroforética que las de menor carga y mayor tamafio.

Velocidad electroosmética.

En la separacion electroforética el movimiento de la disolucién a través del
capilar es debido al fenémeno electroosmético que se origina en el interior de éste.
Este flujo del disolvente se produce porque la pared del capilar se encuentra cargada
y se establece una diferencia de potencial con respecto al seno de la disolucion,
conocida como potencial zeta ({), consecuencia de la naturaleza del capilar. La
superficie del capilar se carga negativamente a valores de pH supetiores a 3 y provoca
la formacién de una doble capa eléctrica (Figura 1.5). Los aniones son repelidos
mientras que los cationes mds proximos se adsorben sobre la pared del capilar
formando una capa, capa de Stern, estrecha e inmévil incluso bajo la influencia de

un campo eléctrico.

Pared del capilar con los grupos silanol disociados

/--SiOH =—> /--SiO +H*

@ ° ®
®

© © o
© o

O

000,006 @0
® ® Y606

®

0[C)
®
0,
®

_ 0000000000000 «—
i® 060 @00

®
®
®

Capa
compacta  difusa

Figura 1.5. Doble capa eléctrica respecto a la pared del capilar.

29



L. INTRODUCCION

A continuacién, existe una capa difusa y mévil con caricter sustancialmente
catiénico conocida como la capa de Gouy—Chapman. A mayor distancia de la pared,
la solucién es eléctricamente neutra y no se manifiesta el potencial .

Cuando se aplica una diferencia de potencial entre los electrodos, las cargas
positivas de la capa difusa migran hacia el catodo y como estos iones estan
solvatados, arrastran al grueso de la disolucién. De esta forma, la direccién y la
velocidad del flujo electroosmético depende de la polaridad y magnitud del potencial
{en la pared del capilar. La velocidad del flujo electroosmético puede expresarse:

Veo = (e{/0) E
Donde: v, = velocidad del flujo electroosmético.
&= constante dieléctrica.
¢ = potencial zeta.

1] = viscosidad de la disolucién.

El potencial zeta creado a través de la capa difusa viene dado por la siguiente

expresion:
{ =4mné/e
Siendo: 1 = la viscosidad del medio.

6= el espesor de la doble pelicula o radio iénico de Debye. Sabiendo
que 6= [3-107 | Z| CV2L.

Donde:
7. = ntimero de electrones de valencia.
C = concentracién de la disolucién tampén de separacion.

& = la constante dieléctrica.

El flujo electroosmotico se origina en la zona difusa de la doble capa y aunque
ésta sea muy estrecha se transmite a través del didmetro del capilar, presumiblemente

por enlaces de hidrégeno de las moléculas de agua o interacciones de Van der Waal’s
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de los constituyentes del tampoén, generando un petfil de flujo plano. Este perfil
plano presenta grandes ventajas frente al perfil parabdlico propio del flujo a presion,
ya que se minimizan las variaciones de la velocidad de flujo en la seccién del capilar.
Esto se traduce en una reduccion de la dispersion axial de los analitos separados
consiguiéndose una alta eficacia de pico, frecuentemente superior a 10> platos
teoricos.

La existencia simultanea en el interior del capilar del flujo electroosmatico y
de la migracion electroforética hace que la velocidad de desplazamiento a lo largo
del capilar de las especies (cationes, aniones y moléculas neutras) sea la resultante de
la suma vectorial de sus distintas movilidades electroforéticas con la movilidad
electroosmotica.

Modalidades de separacion.

Electroforesis capilar zonal (CZF).

Es el modo mas sencillo de electroforesis capilar desde un punto de vista
instrumental. Las separaciones son llevadas a cabo en un electrolito soporte (BGE)
homogéneo. Los componentes idénicos se separan en bandas discretas cuando la
movilidad individual de cada soluto es suficientemente diferente de todos los otros.
De esta forma se consiguen separaciones de iones, moléculas de sintesis
farmacéutica, plaguicidas péptidos, etc. En el interior del capilar se encuentra
unicamente el tampén de separacion que puede contener ciertos aditivos para
mejorar la separacién. De este modo al aplicar el voltaje las sustancias con carga se
separaran en el interior del capilar en funcién de su movilidad electroforética, que
esta relacionada directamente con su relacién carga/masa.

Cromatografia electrocinética micelar capilar (MEKQ).

La cromatografia electrocinética micelar (MEKC) desarrollada en 1984 por
Terabe y col.% surgié en un esfuerzo por ampliar la aplicabilidad de la electroforesis

capilar (CE) a los compuestos neutros. Esta técnica se basa en el fenémeno

8 S. Terabe, K. Otsuka, K. Ichikawa, A. Tsuchiya, T. Ando, Anal. Chen. 56 (1984) 111. “Electrokinetic separations with
micellar solutions and open—tnbular capillaries”.
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electrocinético propio de la electroforesis capilar zonal (CZE) y en el uso de los
principios basicos de la cromatografia para llevar a cabo la separacion de los solutos.
En ambas técnicas el flujo electroosmotico es el encargado de transportar la fase
mévil y los analitos a través del capilar, la diferencia entre ambas radica en la
naturaleza del medio electroforético de separacion (BGE) utilizado. En MEKC se
afiade un tensioactivo i6nico, generalmente aniénico al tampén de separacion en
concentracién superior a su concentraciéon micelar critica (CMC). Bajo estas
condiciones las moléculas de tensioactivo forman micelas que estan en equilibrio con
sus monomeros en el seno de la disolucién, cuya concentracion es aproximadamente
la CMC. Al introducir una muestra en el sistema los componentes se distribuyen
entre las fases micelar y acuosa. La posicion de los equilibrios que resultan depende
de la polaridad de los solutos y condiciona la separacion.

Electrocromatografia capilar (CEC).

Modalidad de separaciéon hibrida entre la electroforesis capilar y la
cromatografia liquida. La técnica consiste en la utilizacién de un capilar relleno de
una fase estacionaria, mientras que el movimiento de la fase movil se realiza mediante
el flujo electroosmotico.
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1.4. TRATAMIENTO DE MUESTRA PREVIO A ELECTROFORESIS

CAPILAR.

Una adecuada preparaciéon de muestra es un aspecto clave en cualquier
procedimiento analitico. El analisis de sustancias de bajo peso molecular como
farmacos, xenobidticos o metabolitos enddgenos, en muestras bioldgicas (orina,
plasma, etc...) conlleva habitualmente una manipulacién de la matriz con objeto de
evitar la interferencia de especies macromoleculares y, a la vez, preservar el equipo
instrumental.

En la determinacién de compuestos a nivel de trazas, estos tratamientos
previos no sélo estan dirigidos a la extraccién del analito de la matriz y purificacién
del extracto sino también, a la preconcentracion del analito hasta alcanzar un nivel

de concentracién adecuado para su posterior determinacion.

La extraccién liquido—liquido (ILLLE) ha sido durante varios afios la técnica
mas utilizada en la preparacion de muestras liquidas. Sin embargo presenta ciertos
inconvenientes como la necesidad de varios pasos de limpieza para obtener una
selectividad adecuada y, en algunos casos, utilizar grandes cantidades de disolventes

organicos.

Hoy en dia la extraccion liquido—liquido (LLE) tradicional esta siendo
remplazada por técnicas de extraccion y preconcentracion mas selectivas, rapidas y
eficaces que no requieren el uso de tales cantidades de disolventes organicos. Dentro
de estas, la extraccion en fase solida (Sokid phase extraction, SPE) se ha establecido
como una de las técnicas de preparacion de muestra mds ampliamente utilizada, tanto
para la extraccion y el enriquecimiento de analitos traza como en la limpieza de la
matriz.

Los tratamientos de muestra constituyen la etapa limitante, en cuanto a
tiempo, del proceso analitico global, ademds de requerit de una importante
manipulacion por parte del analista. En los Gltimos afios, se ha estado desarrollando
una solucién atractiva para la etapa de preparacién de la muestra que consistia en el
uso de sorbentes especiales de extraccion como son los materiales de acceso
restringido (restricted access materials, RAM).

A continuacién se van a desarrollar de una manera mas exhaustiva dos de los
tratamientos de muestra indicados anteriormente dado que han sido las modalidades

empleadas a lo largo de este trabajo. En primer lugar, se utilizé la extraccion en fase

33



L. INTRODUCCION

solida (SPE) como etapa de limpieza y preconcentracion en aquellas muestras
analizadas mediante CE-MS con ionizacién por electrospray en modo positivo
ESI(+). En segundo lugar, se utilizé un material de acceso restringido (RAM) como
etapa de tratamiento de muestra previo al analisis mediante CE-M.S con ionizacién

por electrospray en modo negativo ESI(-).

1.4.1. EXTRACCION EN FASE SOLIDA (SPE).

La electroforesis capilar zonal (CZE) se ha convertido en una herramienta
analitica muy potente a la hora de separar analitos cargados de diversas muestras,
debido a la alta eficacia de la columna, a su tiempo de analisis relativamente corto y
a los bajos volimenes de muestra consumidos en comparacién con cromatografia
liquida de alta resolucién (HPL.C).

Un aspecto menos favorable de la electroforesis capilar, reside en que el paso
optico esta limitado al pequefio didmetro interno de la columna capilar (25-100 pm)
por lo que la deteccién UV es dificil en muestras que contienen analitos a baja

concentracion.

Actualmente, una de las formas de conseguir este aumento de sensibilidad es
realizar una preconcentracion “off-/ne’, es decir, la preconcentracion se convierte en
una etapa de preparacion de muestra independiente del siguiente analisis

electroforético.

La extraccion en fase solida (SPE) se ha establecido como una de las técnicas
de preparaciéon de muestra mas ampliamente utilizada, como etapa previa a
electroforesis capilar. Este tipo de extraccion puede tener dos modalidades:

= La extraccién selectiva del analito disuelto en la matriz de muestra.
= La retencién selectiva de componentes de la matriz bajo condiciones

en las que los analitos de interés no sean retenidos.
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Los pasos habituales que se siguen en este tipo de extraccién se describen a

continuacion:

1. Acondicionamiento del sorbente.

Este paso se realiza con el fin de eliminar pequefias particulas del material de
empaquetamiento, eluir cualquier contaminante procedente de la fabrica y
principalmente, para acondicionar la fase solida permitiendo el maximo contacto

entre el analito o componentes de interés y los grupos funcionalizados del sorbente.

2. Paso de muestra.

En esta etapa se lleva a cabo el paso de la muestra por el sorbente a un flujo
adecuado que permita la retencién de los analitos.

3. Elucién de interferencias.

El sorbente se lava con un disolvente o mezcla de disolventes con el fin de
llevar a cabo la elucion de interferencias de la matriz quedando retenidos los analitos
de interés.

4. Elucién de los analitos de interés.

El sorbente se trata con un disolvente adecuado para la elucién de los
componentes de interés empleando el menor volumen posible del mismo. Es
conveniente que el eluyente sea compatible con los siguientes pasos del analisis que

se deseen llevar a cabo.
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A continuacion se esquematiza el conjunto de pasos seguidos en la etapa de

extraccién en fase solida, indicados anteriormente, Figura 1.6.

@ (2 G @
Acondicionamiento Paso de muestra Elucion de Elucién de
del sorbente con analitos interferencias analitos

O @ O O

Interferencias

Figura 1.6. Esquema de los pasos habituales que se siguen en la extraccion en fase solida.

Un paso clave es la eleccion del sorbente adecuado que dependera del
conocimiento del mecanismo de interaccion entre el sorbente y el/los analitos de
interés en funcién de las propiedades de ambos. Estos mecanismos de interaccién
pueden incluir interacciones polares (puentes de hidrégeno, fuerzas dipolo),
interacciones no polares o hidrofébicas (fuerzas de Van der Waal’s), interacciones

de tipo tamiz molecular e interacciones de intercambio i6nico.

Los sorbentes de silice enlazado a grupos alquilo (Cs y Cis) han sido
ampliamente utilizados. Sin embargo, en la actualidad, una amplia variedad de
sorbentes poliméricos han sido introducidos en el mercado posibilitando la gran

versatilidad que presenta hoy en dfa esta técnica de tratamiento de muestra.
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1.4.2. MATERIALES DE ACCESO RESTRINGIDO (RAM).

La denominacién de material de acceso restringido (restricted access material,
RAM) es un término acufiado por Desilets y col. en 19919 y designa a toda una
familia de materiales de estructura porosa que conjuga las caracteristicas de los
sorbentes de extraccién en fase sélida con mecanismos de exclusién por tamafio.
Aunque existen RAM de muy diferentes estructuras, el mecanismo de
funcionamiento es idéntico para todos ellos: una barrera hidrofilica permite el paso
de moléculas de bajo peso molecular a su través y su posterior acceso a la fase
estacionaria hidrofébica, mientras que las macromoléculas, como las proteinas, no
pueden superar la barrera y son excluidas de la fase estacionaria. Asi, la selectividad
proviene de dos mecanismos diferenciados, por una parte la exclusién molecular
aportada por la barrera y por otra la interaccion hidrofébica de las moléculas que
superan dicha barrera con la fase estacionatia interna.

Existen dos grandes tipos de barreras: las de naturaleza fisica que excluyen a
las macromoléculas por su tamafio (el diametro de poro mas habitual es de 60A) y
las de naturaleza quimica, en las que la exclusion se produce al formarse una barrera
de difusién creada por una red proteica o polimérica en la superficie exterior del
material.

Atendiendo al tipo de barrera y a la naturaleza de la fase estacionatia interior
Boos y Rudolphi dividieron los RAM en siete categorias” mostradas en la Tabla 1.3.

0 C. P. Desilets, M. A. Rounds, F. E. Regnier, J. Chromatogr. 544 (1991) 25. “Semipermeable—surface reversed—phase media
Jor high—performance lignid chromatography”.

70 K. S. Boos, A. Rudolphi, R. E. Majors, LC GC 15 (1997) 602. “The use of restricted—access media in HPLC, Part I-
Classification and review”.
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Tabla 1.3. Clasificacion general de los RAM™.

Barrera Fase estacionaria Denominacion Desarrollo
Fisica Tripéptido hidrofébico ISRP Hagestam7! 1985
Cadenas alquilicas ADS Vielhauer” 1995
Silice porosa + ligando Biomatrix ChromSpher®7
§ Quimica Supetficie semipermeable SPS Perry™ 1990
Silice recubierta por proteinas BioTrap® Hem;z;r;zson“
Funcionalizacion mixta MF Kanda™ 1994 |
Hidrofobica protegida SHP Gisch™ 1988 |

Materiales de acceso restringido: familia alquil—diol-silice (ADS).

Los materiales de acceso restringido basados en alquil-diol-silice (ADS) son,
sin duda, los RAM mas utilizados desde su introducciéon en 1995 por Vielhauer.
Al igual que los de fase inversa (internal surface reverse phase, ISRP) estan constituidos
por particulas de silice porosa de 60A de tamafio de poro lo que conlleva la exclusién
de cualquier macromolécula de mas de 10 000 Da’8. Ademds, la existencia de grupos
hidrofilicos —glicerilpropil— en la superficie externa de las particulas evita la posible
adsorcion de dichas macromoléculas sobre el RAM. La fase estacionaria interna, de

" H. Hagestam, T. C. Pinkerton, Awnal. Chem. 57 (1985) 1757. “Internal surface reversed—phase silica supports for liquid
chromatography”.

72 S. Vielhauer, A. Rudolphi, K. S. Boos, D. Seidel, J. Chromatogr. B 666 (1995) 315. “Evaluation and rontine application
of the novel restricted—access precolumn packing material Alkyl—Diol Silica: conpled—colunn high—performance lignid chromatographic
analysis of the photoreactive drng S—methoxypsoralen in plasma’”.

7 ChromSpher 5 BioMatrix. Direct HPLC Injection of Protein—Rich Samples, VARLAN, Harbor City, CA, USA.

7 J. A. Perry, L. J. Glunz, T. J. Szczerba, J. D. Rateike, L.C GC 8 (1990) 832. “A comparative study of Restricted Access
Media in High Performance Liquid Chromatography”.

75 J. Hermansson, A. Grahn, |. Chromatogr. A 660 (1994) 119. “Determination of drugs by direct injection of plasma into a
biocompatible extraction column based on a protein—entrapped hydrophobic phase”.

76 T. Kanda, H. Kutsuna, Y. Ohtsu, M. Yamaguchi, ]. Chromatogr. A 672 (1994) 51. “Synthesis of polymer—coated mixed—
Sfunctional packing materials for direct analysis of drug—containing sernm and plasma by high—performance lignid chromatography”.

77 D.]. Gisch, B. T. Hunter, B. Feibush, |. Chromatogr. 433 (1988) 264. “Shiclded hydrophobic phase: a new concept for direct
injection analysis of biological fluids by high—performance liquid chromatography”.

78 K. S. Boos, C. H. Grimm, Trends Anal. Chem. 18 (1999) 175. “High—performance liguid chromatography integrated solid—
phase exctraction in bioanalysis using restricted access precolumn packings”.
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naturaleza alquilica, puede estar constituida por cadenas butilicas (Cy), caprilicas (Cs)
o estearicas (Cis)7% En las Figuras 1.7 y 1.8 se muestran la naturaleza quimica y el
funcionamiento de un RAM-ADS.

Recientemente se han desarrollado RAM en los que la fase interna esta
formada por grupos sulfénicos™ (SOs") o dietilaminoetil®® (DEAE) lo que implica
interacciones por intercambio catiénico fuerte y aniénico débil respectivamente.
Se denominan de intercambio—diol—silice (XD.J) y se han aplicado en el analisis de

compuestos enddgenos y farmacéuticos.

Los RAM-ADS han mostrado su versatilidad al ser utilizados
satisfactoriamente con una importante gama de matrices biolégicas como plasma,
suero, orina, saliva, secreciones bronquiales y tejidos®!, tolerando volimenes de
muestra biol6gica de hasta 100.0 mL.82.

RAM basados en materiales poliméricos.

Desarrollados y comercializados por Shimadzu estos RAM, formados por
columnas empaquetadas con materiales poliméricos, se comercializan en dos lineas
diferenciadas: MSpak PK y MSpak GF.

Los RAM MSpak PK estan empaquetados con un copolimero hidrofilico que
contiene N—vinilacetamida lo que supone que muestran gran utilidad tanto para el

analisis de analitos polares como apolares.

Por su parte, los RAM MSpak GF eliminan las macromoléculas mediante una
barrera fisica. Son mas eficaces que la serie MSpak PK pero no son utiles para la
preconcentracién de analitos hidrofilicos.

7 P. Chiap, O. Rbeida, B. Christiaens, Ph. Hubert, D. Lubda, K. S. Boos, J. Crommen, . Chromatogr. A 975 (2002)
145. “Use of a novel cation—exchange restricted—access material for antomated sample clean—up prior to the determination of basic drugs
in plasma by liquid chromatography’”.

80 O. Rbeida, B. Christiaens, Ph. Hubert, D. Lubda, K. S. Boos, J. Crommen, P. Chiap, |. Chromatggr. A 1030 (2004)
95. “Evalunation of a novel anion—exchange restricted—access sorbent for on—line sample clean—up prior to the determination of acidic
componnds in plasma by liguid chromatography”.

81 P. Sadilek, D. Satinsky, P. Solich, Trends Anal. Chem. 26 (2007) 375. “Ulsing restricted—access materials and colunn switching
in high—performance liquid chromatography for direct analysis of biologically—active compounds in complex matrices”.

82 W. R. G. Baeyens, G. Van der Weken, J. Haustraete, H. Y. Aboul-Enein, S. Corveleyn, J. P. Remon, A. M. Garcia—
Campana, P. Deprez, |. Chromatogr. A 871 (2000) 153. “Application of the restricted—access precolumn packing material alkyl—
diol silica in a column—switching system for the determination of ketoprofen enantiomers in horse plasma’.
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Figura 1.7. Representacion del funcionamiento de un RAM-ADSS3.
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Figura 1.8. Representacion esquematica de la naturaleza quimica de un RAM-ADSTS.

83 S. Souverain, S. Rudaz, J. L. Veuthey, J. Chromatogr. B 801 (2004) 141. “Restricted access materials and large particle
supports for on—line sample preparation: an attractive approach for biolgical fluids analysis”.
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Configuracion instrumental de los RAM.

En general, los materiales RAM se han utlizado en muy diversas
configuraciones a la hora de realizar el analisis directo de muestras biolégicas. En su
version miés sencilla, el RAM puede integrarse en un sistema de flujo no separativo
como en el andlisis por inyeccién de flujo (FLA4) o en el analisis por inyeccién
secuencial (§L4). Sin embargo, la presion necesaria para mantener el flujo a través
del RAM es alta e incompatible con las bombas peristalticas de FLA. En SLA4, la
bomba de jeringa utilizada en los equipos comerciales alcanza presiones a las que es
posible incorporar un pequefio RAM de tamafio de particula de 20 pm o mayor.
En todo caso, la técnica SLA-RAM es muy limitada siendo utilizada simplemente

para monitorizaciones sencillas.

Mucho mas habitual es la incorporacién del RAM a métodos cromatograficos

de andlisis. En este caso, existen dos posibles configuraciones.

i. Modalidad directa o de columna unica.

En la configuraciéon en modo directo el fluido biolégico se inyecta en el RAM
en el medio apropiado que permita la retencién de los analitos sin producir la
desnaturalizacion de las proteinas. En esta primera etapa de extraccion, los analitos
son retenidos en el sorbente mientras que los compuestos enddgenos
macromoleculares (principalmente proteinas) son eluidos hacia el detector.
Seguidamente, se pasa por el RAM una fase mévil que permita la elucién y
separaciéon de los analitos, que alcanzan el detector, libres de interferencias

enddgenas.

1. Modalidad de intercambio de columna o de columnas acopladas.

Esta configuraciéon de intercambio de columna (column switching) permite
simultineamente eliminar las proteinas y preconcentrar los analitos de bajo peso
molecular sobre el dispositivo RAM. Estos analitos son postetiormente separados
en una columna cromatografica. Las restricciones s6lo afectan al medio en el que la
matriz biologica se carga en el sistema. En esta modalidad la muestra biolégica se
carga en el RAM que retiene los analitos de bajo peso molecular mientras que las
protefnas son eliminadas a desecho. El sistema permite la inyeccién de altos
volimenes de muestra lo que redunda en importantes factores de preconcentracion.
Cuando los componentes no retenidos han sido eliminados a desecho, una valvula

cambia la conexion del RAM a una segunda bomba de alta presion que eluye los
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analitos del RAM y los introduce en la columna analitica donde se produce la
separaciéon para dar paso, seguidamente, a la deteccién. Frente a sus multiples
ventajas sobre la modalidad directa, cabe destacar como principal desventaja la
mayor complejidad instrumental ya que son necesarias al menos dos bombas de alta
presion y una valvula de seis vias sincronizada con las mismas.

ili. Modalidad ¢ff~/ine empleada en este estudio.

Debido a la imposibilidad de realizar un acoplamiento entre el RAM y la
columna capilar utilizada en el equipo de electroforesis capilar (CE) se desarrollé una
modalidad ¢ff/ne basada en la metodologia de intercambio de columna pero con
ciertas modificaciones. Entre las semejanzas se encuentran el empleo de un inyector
automatico y de dos bombas de alta presion. Las modificaciones consistieron en el
uso de dos valvulas de inyeccion de seis vias y la eliminacién de la conexién con la
columna cromatografica, en su lugar se adapté un dispositivo que permitiese la
recogida manual de la muestra directamente en un vial. Al igual que en la modalidad
de intercambio de columna, en esta configuracién también se produce la eliminacién
de las proteinas de alto peso molecular (conducidas a desecho) presentes en la
muestra biologica y la retencién de los analitos de bajo peso molecular en el RAM.
Mediante una segunda bomba, los analitos son eluidos del RAM y recogidos en un
vial adecuado para su posterior analisis.

Como se ha indicado anteriormente, en esta modalidad gff~/ne se elimina la
conexion con la columna cromatografica, por lo que las muestras recogidas de forma
manual, pueden ser analizadas mediante cualquier técnica de separacion. En este caso
fueron analizadas en un equipo de electroforesis capilar (CE) en el cual se va a
producir la separacion de los analitos de interés y su posterior deteccién mediante
espectrometria de masas (MS). Con esta modalidad gff~/ine el sistema también
permite la inyeccién de altos volumenes de muestra por lo que permite la posibilidad

de llevar a cabo la preconcentracion si fuera necesatio.
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1.5. ACOPLAMIENTO DE ELECTROFORESIS CAPILAR CON
ESPECTROMETRIA DE MASAS CON IONIZACION POR

ELECTROSPRAY.

La utilizacién de espectrometria de masas (MS) como sistema de deteccion
acoplada a electroforesis capilar fue descrita por primera vez en 1987 por el grupo
de Smith y col.88> mediante una interfaz de ionizacién por electrospray
(¢lectrospray ionization, ESI). Este acoplamiento instrumental presenta un notable
interés ya que auna las caracteristicas de dos técnicas analfticas sumamente
potentes®o. Por un lado, la electroforesis capilar (CE), que presenta una elevada
eficacia como técnica de separacién, pero cuya sensibilidad con detectores
espectrofotométricos esta limitada por el pequefio paso Optico condicionado al
didmetro interno del capilar de separacion. Por otro lado, la espectrometria de masas
(M), técnica de deteccién de gran selectividad y sensibilidad, con tiempos de
respuesta rapidos, cuya capacidad para alcanzar bajos limites de deteccion a la vez
que proporcionar informacién estructural sobre los analitos ha sido ampliamente

demostrada en su utilizacién como detector en cromatografia liquida®’.

En comparacién con el acoplamiento entre espectrometria de masas y
cromatografia liquida (LC-M.Y), el acoplamiento con electroforesis capilar presenta
una serie de caracteristicas propias ya que la interfaz entre ambas técnicas debe ser
compatible con las caracteristicas eléctricas de la separacion electroforética. Por ello,
la primera descripcién del acoplamiento CE—MS propuesta por Smith y col. en 1987
utilizaba una envoltura metdlica alrededor del extremo de salida del capilar, que
sustitufa al electrodo terminal de la configuracién CE tradicional®* y permitia cerrar
el circuito eléctrico necesario para CE. Los autores demostraron que con este capilar
metalizado, se cumplian los requisitos necesarios para generar un electrospray

adecuado para la posterior deteccion por MS.

8 J. A. Olivares, N. T. Nguyen, C. R. Yonker, R. D. Smith, Awnal. Chene. 59 (1987) 1230. “On—line mass spectrometric
detection for capillary Zone electrophoresis”.

8 R. D. Smith, J. A. Olivares, N. T. Nguyen, H. R. Udseth, Anal. Chen. 60 (1988) 436. “Capillary zone electrophoresis—
mass spectrometry using an electrospray ionization interface”.

8 E. J. Maxwell, D. D. Y. Chen, Anal. Chim. Acta 627 (2008) 25. “Twenty years of interface development for capillary
electrophoresis—electrospray ionization-mass spectrometry”.

87 A. P. Bruins, T. R. Covey, ]. D. Henion, Anal. Chem. 59 (1987) 2642. “lon spray interface for combined liquid
chromatography/ atmospheric pressure ionization mass spectrometry”.
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Este disefio inicial fue modificado rdpidamente por estos mismos autotresss
para proponer la utilizacién de un liquido adicional, conductor, que permitia el
contacto eléctrico a la vez que incrementaba la compatibilidad en cuanto a la
composicién del electrolito de fondo utilizado en CE, con la generacién de un
electrospray estable.

En estos udltimos 25 aflos se han descrito una amplia variedad de
modificaciones en las interfaces con objeto de maximizar la potencialidad del
acoplamiento CE-MS. De forma genérica, estos desarrollos se pueden estructurar
en dos grupos: interfaces basadas en la utilizacién o no de un liquido adicional.

Interfaces que emplean un liquido adicional.

Las interfaces de liquido adicional son las unicas disponibles comercialmente.
Estas interfaces se basan en la utilizacién de un flujo de liquido, denominado liquido
adicional, que se mezcla con el flujo electroforético a la salida del capilar. En la

Figura 1.9 se muestran los tres tipos de interfaces que emplean un liquido adicional®.

Este flujo adicional tiene varias funciones. La primera es establecer contacto
eléctrico entre el electrodo y el electrolito de fondo (BGE) que circula dentro del
capilar para que se lleve a cabo la separacion electroforética. La segunda funcion es
que permite modificar la composicion del medio electroforético de separacion para
hacerlo mas compatible con el proceso de ionizacién por electrospray y por tanto
con la deteccién por espectrometria de masas. Ademas, el liquido adicional aporta
estabilidad al electrospray ya que el flujo electroforético no es capaz de mantener por
s mismo un electrospray estable salvo que se trabaje en condiciones extremas que
maximicen el flujo electroosmético.
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Liquido adicional Zy
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|:] Liquido adicional
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Figura 1.9. Configuracién de las interfaces que emplean un liquido adicional.
a) Interfaz de liquido adicional coaxial con gas envolvente.

b) Interfaz de unién liquida.

¢) Interfaz de unién liquida presurizada. (H1: Alto voltaje).
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La configuracién mas comin de este tipo de interfaz es la que implica un
diseflo coaxial (Figura 1.9.a) donde un flujo continuo de liquido adicional es
distribuido a través de un tubo que rodea el final del capilar de separacion.

Las interfaces comerciales actuales emplean un diseflo coaxial de tres tubos
concéntricos que se muestra de forma detallada en la Figura 1.10. El tubo mas
interno es el capilar de separacion que sobresale ligeramente (~2 pm) del segundo
tubo, a través del cual circula el liquido adicional, también denominado “liquido
envolvente”. El tercer y mas externo de los tubos aporta el gas necesario para
mejorar la nebulizaciéon y el proceso de desolvatacién, aumentando aun mas la
estabilidad del electrospray.

Extremo interfaz CE

VA Gas de nebulizacion

\4 ‘50!‘/ + .
e Ep‘ ot

o o dn” e

. St it i
Capilar CE o ‘.*.113: ¢_.\ ++4¢$+ ++1++4+

ui I LAY+t Tones
Liquido envolvente S .
B +
—j NG + o+

Figura 1.10. Configuracién de tubos concéntricos por los que circula el liquido adicional y el gas de

nebulizacion.

La ventaja de la configuracién coaxial es que no existe volumen muerto, por
lo que la separacion obtenida en el capilar no se ve alterada por flujos adicionales
hasta que los analitos han salido de él. Como desventaja, se requieren altos flujos del
liquido adicional (~2 L. min'!) pata trabajar de forma estable en esta configuracion,
lo que conlleva la dilucién de los analitos. Ademas, el flujo adicional alrededor del
capilar puede crear succiéon lo que puede conllevar perfiles de flujo parabdlico y
menores resoluciones.
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Con el fin de reducir el efecto de dilucién, manteniendo los beneficios de la
interfaz con liquido adicional, se han planteado diversas configuraciones alternativas.
Una de ellas es la de unién liquida, ilustrada en la Figura 1.9.b, donde el liquido
adicional se afiade al flujo electroforético en una unién en forma de T a través de un
espacio estrecho (25-50 um) comprendido entre el capilar y la aguja del
electrospray$$#, Desafortunadamente el proceso de mezcla ortogonal produce un
ensanchamiento de los picos y reduce la eficiencia de la separacion®-91.

Mas recientemente se han desarrollado interfaces de liquido adicional que
utilizan flujos mucho menores (en algunos casos menores de 200 nl. min'). Una de
estas configuraciones, la de union liquida presurizada, es similar al disefio de la unién
liquido original; sin embargo, la unién es ligeramente mas ancha (hasta 300 yum) y se
localiza en un reservorio presurizado de liquido adicional, tal como se muestra en la
Figura 1.9.c. La adiciéon de presién ayuda a prevenir la desfocalizacion del flujo
electroforético en el espacio de unién liquida, lo que conlleva una menor pérdida en
la resoluciéon. Para evitar que se produzcan contraflujos, debido a la diferencia de
presion, el extremo inicial del capilar debe estar presurizado. El liquido del reservorio
establece el contacto eléctrico entre el BGE y el electrodo y también mantiene un
flujo constante en la punta del electrospray si el flujo electroforético no es
suficiente??. El flujo adicional en esta “unién presurizada” también introduce un

factor de dilucién, aunque inferior al que se produce en el caso del disefio coaxial.

A pesar de la dilucién inherente a las interfaces con liquido adicional éstas
ofrecen importantes ventajas. Dado que la disolucién que sale de la interfaz esta
principalmente formada por liquido adicional, es posible utilizar electrolitos o
aditivos en la separacion electroforética que de otra manera setfan incompatibles con
EST-MS. Ademais, la utilizacion del liquido adicional simplifica la necesidad de crear
contacto eléctrico en el extremo del capilar electroforético. Finalmente, las interfaces
de liquido adicional son generalmente robustas y se adaptan bien a la
comercializacion, lo que ha ayudado a que la técnica se haya expandido. El disefio

88 T. Wachs, R. L. Sheppard, J. Henion, J. Chromatogr. B 685 (1996) 335. “Design and applications of a self-aligning liquid
Junction—electrospray interface for capillary electrophoresis—mass spectrometry”.

89 M. Jussila, K. Sinervo, S. P. Porras, M. L. Riekkola, Efectrophoresis 21 (2000) 3311. “Modified liguid junction interface for
nonaqueous capillary electrophoresis—mass spectrometry”.

% W. M. A. Niessen, U. R. Tjaden, J. van der Greef, J. Chromatogr. 636 (1993) 3. “Capillary electrophoresis—imass
spectrometry”.

1S, Pleasance, P. Thibault, J. Kelly, J. Chromatogr. 591 (1992) 325. “Comparison of liguid—junction and coaxial interfaces for
capillary electrophoresis—mass spectrometry with application to compounds of concern to the aquaculture industry”.

92 8. Fanali, G. D’Orazio, F. Foret, K. Kleparnik, Z. Aturki, Electrophoresis 27 (2006) 4666. “On—line CE-MS' using
pressurized liquid junction nanoflow electrospray interface and surface—coated capillaries”.
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de tipo coaxial sigue siendo el mas utilizado, en posicién ortogonal al cono

muestreador del espectrémetro de masas, Figura 1.11.

Liquido

Capilar de CE  envolvente
b/
Entrada CE
I I P .
Gas de Liquido
| Gas de > nebulizacién -4— |envolvente
nebulizacién
4k Entrada
capilar del

Masas
Gas de
secado

=
%l Gas de secado

Figura 1.11. Interfaz comercial de conexién CE-MS. (AV: Alto voltaje).

Interfaces sin liquido adicional.

Aunque la primera interfaz descrita por Olivares y col. en 1987 para el
acoplamiento CE-ESI-MS fue de hecho, una interfaz sin liquido adicional®4, este
disefio fue rapidamente reemplazado por las interfaces con liquido adicional.
Recientemente las interfaces que no utilizan liquido adicional estin ganando
nuevamente popularidad debido a la bisqueda constante de una mejora en los limites
de deteccion con dispositivos en los que no se produzca dilucién de la muestra. Se
han propuesto diversas modificaciones instrumentales en este sentido, cuyas mejoras
se relacionan con una de estas tres caracteristicas fundamentales del acoplamiento
CE—MS: 1a estrategia para establecer el contacto eléctrico, la forma de la punta del
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extremo de salida del capilar y la robustez del montaje de los diferentes

componentes, como requisito importante para su comercializacion.

La forma de establecer el contacto eléctrico en este tipo de interfaces se basa
en recubrir la superficie exterior del extremo de salida del capilar con una fina capa
de metal, normalmente de oro. El objetivo es crear un contacto eléctrico estable en
el extremo del capilar, de forma que sirva de electrodo terminal para CE en ausencia
de vial de salida y también, de electrodo emisor para la formacion del electrospray.
Este tipo de puntas no se fabrican comercialmente por lo que han de ser creadas
manualmente por el operario. Los materiales mas comunes de construccién son
vidrio y silice, aunque también se han fabricado puntas de acero inoxidable.

El contacto eléctrico se crea facilmente en el caso de puntas metalicas; sin
embargo, en el caso mucho mas general de puntas de vidrio—silice se han seguido
distintas estrategias. El método mads utilizado para establecer el contacto eléctrico es
recubrir la superficie externa de la punta de emisién con un material conductor como
010939495 plata%, cobre?”, niquel®® o grafito?%.100.101,102,103,

Desafortunadamente, la vida de estas puntas recubiertas es muy limitada
debido a los altos campos eléctricos que se aplican al metal que recubre la punta. En

% R. S. Ramsey, S. A. McLuckey, |. Microcolunmn Sep. 7 (1995) 461. “Capillary electrophoresis/ electrospray ionization ion trap
mass spectrometry using a sheathless interface”.

S, Nilsson, O. Klett, M. Svedberg, A. Amirkhani, L. Nyholm, Rapid Commun. Mass Sp. 17 (2003) 1535. “Gold—coated
Sused—silica sheathless electrospray emitters based on vapor—deposited titanium adhesion layers”.

% 7. Kele, G. Ferenc, T. Klement, G. K. Toth, T. Janaky, Rapid Commun. Mass Sp. 19 (2005) 881. “Design and
performance of a sheathless capillary electrophoresis/ mass spectrometry interface by combining fused—silica capillaries with gold—coated
nanoelectrospray 1ips”.

%Y. R. Chen, G. R. Her, Rapid Commun. Mass Sp. 17 (2003) 437. “A simple method for fabrication of silver—coated sheathless
electrospray emitters”.

97 A. D. Zamfir, N. Dinca, E. Sisu, J. Peter—Katalinic, ]. Sep. Sci. 29 (2006) 414. “Copper—coated microsprayer interface for
on—line sheathless capillary electrophoresis electrospray mass spectrometry of carbobydrates”.

% L. Bendahl, S. H. Hansen, ]. Olsen, Rapid Commun. Mass Sp. 16 (2002) 2333. “A new sheathless electrospray interface for
coupling of capillary electrophoresis to ion—trap mass spectrometry”.

9Y. Z. Chang, G. R. Her, Anal. Chen. 72 (2000) 626. “Sheathless capillary electrophoresis/ electrospray mass spectrometry nsing
a carbon—coated fused—silica capillary”.

100y, 7. Chang, Y. R. Chen, G. R. Her, Anal. Chem. 73 (2001) 5083. “Sheathless capillary electrophoresis/ electrospray mass
spectrometyy using a carbon—coated tapered fused—silica capillary with a beveled edge”.

101'S, Nilsson, M. Wetterhall, J. Bergquist, L. Nyholm, K. E. Markides, Rapid Commun. Mass Sp. 15 (2001) 1997. “A4
simple and robust conductive graphite coating for sheathless electrospray emitters used in capillary electrophoresis/ mass spectrometry”.
102X, F. Zhu, S. Thiam, B. C. Valle, I. M. Warner, Anal. Chem. 74 (2002) 5405. “A colloidal graphite coated emitter for
sheathless capillary electrophoresis—nanoelectrospray ionization mass spectrometry”.

103 A, P. Dahlin, M. Wetterhall, G. Liljegren, S. K. Bergstrom, P. Andrén, L. Nyholm, K. E. Markides, J. Bergquist,
Analyst 130 (2005) 193. “Capillary electrophoresis conpled to mass spectrometry from a polymer modified poly (dimethylsiloxane)
microchip with an integrated graphite electrospray 1ip”.
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la mayoria de los casos solo pueden utilizarse unos pocos dias, antes de que el

deterioro inutilice el sistema.

Con respecto a la forma de la punta del capilar hay que indicar que, en esta
configuracién, como el liquido que llega al electrospray es solo el correspondiente al
fluyjo electroosmético, es necesario estrechar el didmetro interno del extremo de
salida del capilar para que acabe en un orificio muy pequefio y, de esta manera,
obtener un electrospray estable incluso a caudales tan bajos.

En general, las interfaces sin liquido adicional requieren la sustitucion
frecuente de la punta del capilar, lo que conlleva una cuidadosa atencién de la
alineacién y posicionamiento de ésta con respecto a la entrada del electrospray.
Asi, estas interfaces, no son utiles para su aplicacion en laboratorios de rutina debido
a la falta de interfaces disponibles comercialmente y la escasa reproducibilidad en el
proceso de modelado, fabricacién y manejo de estos dispositivos!®. En la
Figura 1.12 se muestran diferentes métodos para crear contacto eléctrico en
interfaces sin liquido adicional®®.

[ TN N susssuumuaun .
a) e e) =

! ‘—H—
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. ‘
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0 e
d) h)
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Figura 1.12. Métodos para crear contacto eléctrico en las interfaces sin liquido adicional.

a) Revestimiento conductor aplicado a la punta. b) Alambre insertado en la punta. ¢) Alambre insertado
a través de un orificio. d) Interfaz de flujo dividido con envoltura metélica. €) Pared del capilar poroso
con funda metalica. f) Unién con funda metalica. g) Unién con microdialisis. h) Unién con punta
conductora. (HI: Alto voltaje).

108 C. W. Klampfl, Electrophoresis 30 (2009) S83. “CE with MS detection: a rapidly developing hyphenated technique’.
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Como conclusién global sobre el acoplamiento entre CE y ESI-MS puede
decirse que este acoplamiento instrumental ha experimentado un notable desarrollo
en las ultimas dos décadas, hasta el punto en que se utiliza de forma rutinaria en
laboratorios de investigacion en quimica analitica. A ello han contribuido las
interfaces disponibles comercialmente. Sin embargo, la incorporacion de esta técnica
en otros campos de investigacioén es relativamente lenta, debido a varios retos que
se presentan con respecto a la utilizacién de muchos tipos de electrolitos y aditivos,
que todavia son incompatibles con el sistema CE—MS.

1.6. ELECTROFORESIS CAPILAR EN EL ANALISIS DE
NUCLEOSIDOS Y NUCLEOBASES MODIFICADOS.

ANTECEDENTES.

Para la determinacién de los niveles de nucledsidos y nucleobases modificados
en orina se han propuesto diferentes técnicas, principalmente basadas en
inmunoensayo y en cromatografia liquida.

La aplicacion de electroforesis capilar también ha sido descrita, aunque la
mayoria de los procedimientos propuestos se basan en la aplicacién de la modalidad
de “cromatografia electrocinética micelar” (MEKC)?728:29,30,31,105,106,107 ]o que implica
el uso de tensioactivos en el medio de separacion. La presencia de tensioactivos no
volatiles en el tampén de separacion limita la utilizacion de la espectrometria de

masas (MS) como técnica de deteccion.

Debido al creciente interés por el empleo de los nucledsidos y nucleobases

como biomarcadores tumorales muchos de los trabajos actuales se han centrado en

105 P. Wang, J. Ren, . Pharm. Biom. Anal. 34 (2004) 277. “Separation of purine and pyrimidine bases by capillary electrophoresis
using f—cyclodexctrin as an additive”.

106 F. Catlucci, A. Tabucchi, A. Aiuti, F. Rosi, F. Floccari, R. Pagani, E. Marinello, Clin. Chen. 49 (2003) 1830.
“Capillary electrophoresis in diagnosis and monitoring of adenosine deaminase deficiency”.

107 K-R Kim, S. La, A. Kim, ]-H Kim, H. M. Liebich, J. Chromatogr. B 754 (2001) 97. “Capillary electrophoretic profiling
and pattern recognition analysis of urinary nucleosides from uterine myoma and cervical cancer patients”.
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la determinacién, mediante estudios quimiométricos!08:10%110.111.112 " de cual de estos
nucleésidos o nucleobases modificados son los que tienen mas peso a la hora de ser
elegidos como biomarcadores.

En la determinacién de nucleésidos y nucleobases modificados utilizando
MEKC, en la mayoria de ellos, la deteccion empleada es espectrofotometria de
barrera de diodos (diode array detector, DAD). También existe una referencia que
emplea CEC'y en cuatro de ellas se trabaja en modo CZE.

Con respecto a la extraccion de los analitos de la muestra de orina, la mayoria
de los métodos descritos en bibliografia se basan en la utilizacién de un sorbente de
afinidad denominado Affi—gel 601113.114,115,116,

El Affi—gel 601 es un sorbente de tipo polimérico formado por poliacrilamida
con grupos inmovilizados de 4acido fenilborénico. Este sorbente se une

selectivamente a los grupos cis—diol del glucésido como se muestra en la Figura 1.13.

108 . Szymanska, M. J. Markuszewski, X. Capron, A. M. van Nederkassel, Y. Vander Heyden, M. Markuszewski, K.
Krajka, R. Kaliszan, |. Pharmacent. Biomed. 43 (2007) 413. “Increasing conclusiveness of metabonomic studies by cheminformatic
preprocessing of capillary electrophoretic data on urinary nucleoside profiles”.

109y, Shan, R. Zhao, G. Xu, H. M. Liebich, Y. Zhang, Anal. Chim. Acta 471 (2002) 77. “Application of probabilistic
neural network in the clinical diagnosis of cancers based on clinical chemistry data’”.

10y, X. Zhang, Talanta 73 (2007) 68. “Artificial nenral networks based on principal component analysis input selection for clinical
pattern recognition analysis”.

1 E. Szymanska, M. J. Markuszewski, Y. V. Heyden, R. Kaliszan, Electrophoresis 30 (2009) 3573. “Elfficient recovery of

2]

electrophoretic profiles of nucleoside metabolites from urine samples by multivariate curve resol
112 E. Szymanska, M. J. Markuszewski, X. Capron, A—-M van Nedetkassel, H. Y. Vander, M. Markuszewski, K.
Krajka, R. Kaliszan, Electrophoresis 28 (2007) 2861. “Evaluation of different warping methods for the analysis of CE profiles of
urinary nucleosides”.

13 E. Szymanska, M. J. Markuszewski, K. Bodzioch, R. Kaliszan, J. Pharm. Biomed. Anal. 44 (2007) 1118. “Development
and validation of nrinary nucleosides and creatinine assay by capillary electrophoresis with solid phase extraction”.

H4Y. Jiang, Y. Ma, Anal. Chem. 81 (2009) 6474. “A fast capillary electrophoresis method for separation and quantification of
modified nucleosides in nrinary samples”.

115 H. M. Liebich, S. Miller—Hagedorn, F. Klaus, K. Meziane, K-R Kim, A. Frickenschmidt, B. Kammerer, ].
Chromatogr. A 1071 (2005) 271. “Chromatographic, capillary electrophoretic and matrix—assisted laser desorption ionization time—
of—flight mass spectrometry analysis of nrinary modified nucleosides as tumor markers”.

116y, Mao, X. Zhao, S. Wang, Y. Cheng, Anal. Chim. Acta 598 (2007) 34. “Urinary nucleosides based potential biomarker
selection by support vector machine for bladder cancer recognition”.
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Figura 1.13. Mecanismo de retencién del Affi—gel 601117,

Estos enlaces se forman solo en aquellos nucledsidos que poseen grupos
cis—dioles en la posicion C-2 y C-3 de la ribosa. Los nucledsidos que en esas
posiciones presentan un H y un OH, como son los compuestos 2’—~deoxiguanosina,
y la 8-hidroxi—2"—deoxiguanosinal'®119 as{ como las nucleobases, no van a ser
retenidos por este material, por lo que no podran ser extraidos de la orina siendo

necesatio buscar una alternativa para su extraccion.

Hay que resaltar que en la revision bibliografica realizada solo se ha
encontrado una alternativa al uso de Affi—gel 601 en la etapa de extraccion. En ella
se emplea un sorbente de silice Cys!8.

Como ya se ha indicado anteriormente el tipo de detector empleado suele ser
barrera de diodos, aunque los articulos mas recientes ya estan introduciendo otros
tipos de detectores mas sensibles, como es la deteccién por espectrometria de

17 R. Tuytten, F. Lemiere, E. L. Esmans, W. A. Herrebout, B. J. van der Veken, B. U. W. Maes, E. Witters, R. P.
Newton, E. Dudley, Anal. Chem. 79 (2007) 6662. “Role of nitrogen lewis basicity in boronate affinity chromatography of
nucleosides”.

18D, J. Weiss, C. E. Lunte, Electrophoresis 21 (2000) 2080. “Detection of a urinary biomarker for oxidative DINA damage §—
hydroxydeoscygnanosine by capillary electrophoresis with electrochemical detection”.

9P, Tuma, E. Samcova, V. Kvasnicova, ]. Chromatogr. B 813 (2004) 255. “Improved detection limit for a direct determination
of 8—hydroxy—2"—deoxygnanosine in untreated nrine samples by capillary electrophoresis with optical detection”.
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masas!'1%120 ya sea acoplado a un cuadrupolo simple, a un triple cuadrupolo o a un

detector de tiempo de vuelo!!>.

A la vista de los resultados bibliograficos, donde abundan las referencias que
emplean el Affi—gel 601 en el proceso de extraccion, en este trabajo se pretende
desarrollar un modo de extraccion empleando sorbentes de tipo polimérico que
permita la retencién tanto de los nucledsidos que poseen grupos cis—diol, como
aquellos que no los poseen.

En la Tabla 1.4 se recogen los antecedentes encontrados con respecto a la
aplicacién de la electroforesis capilar en la determinacién de nucledsidos y
nucleobases modificados.

1205, Wang, X. Zhao, Y. Mao, Y. Cheng, |. Chromatogr.A 1147 (2007) 254. “Novel approach for developing nrinary nucleosides
profile by capillary electrophoresis—mass spectrometry”.
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Tabla 1.4. Antecedentes bibliograficos de la determinacién de nucleésidos y nucleobases en muestras

de orina.
Analit Pteconcent.tfxlcién Sep arac.if')n LD¢ Patron Interno Ref
' Extraccion Deteccion '
' 7 nsme o
! Affi—gel 601 MEKC/DAD - 3—Deazauridina [27] ¢
i 5 nmtP ;
: 7 nsm o
: 6 nmt Affi—gel 601 MEKC/DAD  3.1-74.2  3-Deazauridina 28] :
i 6 nm :
: 8 nsm o
; 6 nmt Affi—gel 601 MEKC/DAD - 3—Deazauridina [29] i
i 6 nm :
: 8 nsm o
; 6 nmt Affi—gel 601 MEKC/DAD  1.7-9.2 3—Deazauridina [30] :
i 6nm :
: 8 nsm o
: 6 amt Affi—gel 601 MEKC/DAD  4.8-12.2  3-Deazauridina [31] ¢
! 6 nm :
| 4 nsm Inyeccion directa  MEKC/DAD  0.8-2.9 - [106] !
: 8 nsm o
! 6 nmt Affi—gel 601 MEKC/DAD  1.8-7.1 3—Deazauridina [107] :
i 6 nm :
j 7 nsm Afficgel 601 MEKC/DAD - - [108]
i 2 nmt '
: 8 nsm o
b 6 nmt Affi—gel 601 MEKC/DAD - 3—Deazauridina [109] !
i 6 nm :
: 8 nsm o
: 6 amt Affi—gel 601 MEKC/DAD — 3—Deazauridina [110] :
! 6 nm :
P4
nem Affi—gel 601 MEKC/DAD - 8-bromoguanosina [111] :
i 4 nmt :
L7
{0 nsm Afficgel 601 MEKC/DAD - - [112]
i 2 nmt :
: 7 nsm ‘
: 4 nmt Affi—gel 601 MEKC/DAD  0.2-2.3 8—bromoguanosina [113] :
nm :

2, nsm: Nucledsidos sin modificar.

b, nmt: Nucledsidos metilados.

¢, LD: Limites de deteccién expresados en micromolar (uM), salvo que se indique lo contrario.

*. En patrones acuosos.
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Tabla 1.4 (Continuacién). Antecedentes bibliograficos de la determinacién de nucledsidos y

nucleobases en muestras de orina.

Analit Preconcent.r?ci()n Separac.if’)n LDC Patron Ref
' Extraccion Deteccion Interno '
E 7 a i
{ o osm Affi—gel 601 MEKC/DAD ~ 0.6-1.7 - [114] i
i 3 nmtP ;
: MEKC/
i 7 nsm . !
' 6 nmt Affi—gel 601 MALDI- 10-10* Isoguanosina [115] :
H nm H
= TOF-MS i
1 1
| 80H2G Cis CEEC/DAD ~ 0.05* - [118] |
- Inyeccion di 0.8-1.8 :
{5 nsm ayeccion directa b 4p Timina [105]
' (hidrostatica) pg L1 '
: 0.04 i
' 2nsm Inyeccion directa  CZE/DAD 0o - [119] |
| Barrido - CZE-MS - - [116] |
5
{ s Affi—gel 601 CZE-MS ~ 0009-38  Catequina [120] :
i 3 nmt :
: ICKOCXU'B:C'CIOI'I LC—UV 40_52 E
i 5 nsm en fase sélida ” [ — [21] :
i ml. i

on—line (SPME) (capilar) g ;
] ]
| 3nsm UHPLG-UV"  23-36 24
i 5nmt (Kinetex Cis) ng ml! a
5 Acid i
| 6 nsm Lo LC-MS/MS — 40-180 , i
i 6 ¢ fenilborénico e [ 8-bromoguanosina [25] i
' nm nomi, '
i (PBA) & & g

2, nsm: Nucledsidos sin modificar.

b, nmt: Nucleésidos metilados.

c. LD: Limites de deteccién expresados en micromolar (uM), salvo que se indique lo contratio.
*. En patrones acuosos.
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1.7. ANALISIS METABOLOMICO.

Desde finales del siglo pasado, la utilizacién de la terminologia “—dmica” ha
sufrido una notable expansion en el estudio e investigacion de las ciencias de la vida.
Las técnicas “dmicas” son un conjunto de tecnologias analiticas de alto rendimiento
empleadas en diferentes disciplinas. Entre ellas, la gendmica, la transcriptimica, la
protedmica y la metaboldmica. Todas ellas, dirigidas al entendimiento de los procesos
biolégicos en células y 6rganos, asi como del organismo en su conjunto a nivel
molecular.

La gendmica se encarga del estudio del conjunto de los genes (genoma) de un
organismo. Dicho estudio comprende desde el analisis, la identificacién y la
cuantificacién del genoma, hasta la investigacién de las interacciones que se
producen entre los genes de un organismo, o bien entre los genes con el medio
ambiente. La transcriptimica se centra en el estudio de las moléculas intermediarias
(ARNm) que constituyen los productos de la transcripcién del ADN, a partir de los
cuales se sintetizan las proteinas. La profedmica se encarga del estudio de las proteinas
y péptidos codificados por un organismo (proteoma), asi como de los efectos de su

modificacién, interaccién y actividad en un sistema bioldgico.

La tecnologia “dmica” de mas reciente aparicion es la wetabolomica, capaz de
revelar la respuesta de los sistemas biologicos a la influencia genética, nutricional y
ambiental a través del andlisis del conjunto de metabolitos (metaboloma).

Los avances en las técnicas analiticas han sido cruciales para el desarrollo de
las tecnologias “dmicas”. Al mismo tiempo, la aparicién de herramientas
bioinformaticas ha sido una pieza clave tanto para el avance de dichas técnicas como
para la interpretacion e integracion de los resultados obtenidos!?!. Todo esto unido
a la mejora de las bases de datos on—/ine, en las que se recoge la informacién obtenida
de los experimentos realizados mediante el empleo de estas tecnologfas, ha
contribuido al progreso de todas estas “dwicas”. Con todo esto queda demostrado el

enfoque multidisciplinar requerido por estas técnicas.

121 G, Blekherman, R. Laubenbacher, D. F. Cortes, P. Mendes, F. M. Toti, S. Akman, S. V. Torti, V. Shulaev,
Metabolomics 7 (2011) 329. “Bioinformatics tools for cancer metabolomics”.
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1.7.1. LA METABOLOMICA.

La metabolémica ha sido definida como la medida cuali— y cuantitativa del
metaboloma o conjunto de metabolitos de un determinado sistema biol6gico. Los
metabolitos pueden definirse como los compuestos de bajo peso molecular
(< 1500 Da) sintetizados por un sistema biologico (célula, tejido, fluido, 6rgano,
organismo, etc.) en un determinado estado fisiolégico. El metaboloma representa la
expresion final del genoma, trascriptoma y proteoma, dando asi cuenta de la
interrelacion existente entre los distintos niveles del flujo de informacién en biologfa,
Figura 1.14. Este flujo de informacién se inicia en el ADN, concretamente en la
informacion genética que contiene, y que transcrita a través del ARN determina la
sintesis de proteinas y estas a su vez, la sintesis de los metabolitos presentes en cierto

sistema bioldgico.

Hasta el momento se ha dedicado un considerable esfuerzo a la determinacion
del genoma y proteoma para varios sistemas, pero se ha prestado mucha menos
atencion a los conocimientos de los productos finales de la expresion genética, los

metabolitos.

Proteina Metabolito

Genodmica Transcriptémica Proteémica Metabolémica

Figura 1.14. Flujo de informacién en biologia.

El metaboloma refleja los efectos combinados de muchas influencias
(fairmacos, factores ambientales, estado de salud, nutricién, modificaciones
genéticas, etc) sobre el estado fisiolégico, resultando muy sensible e indicativo de la
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naturaleza de cualquier cambio en los sistemas biolégicos!?2, por lo que su
determinacién contribuye también a mejorar el conocimiento de la bioquimica a
nivel celular. Dado el potencial de esta disciplina, el nimero de investigaciones que
emplean una aproximacién metabolémica ha aumentado exponencialmente en la
ultima década.

Dentro del andlisis metabolémico se pueden distinguir diferentes

metodologfas:

= Analisis de metabolitos especificos (metabolite target analysis): Hace referencia a
la determinacién de uno o un nimero limitado de compuestos de interés para
la investigacion que se pretende. Se suele utilizar para el andlisis de
compuestos que requieran gran sensibilidad y con el fin de mejorar la relacion
sefial/ruido junto con el empleo de tratamientos de muestra de purificacion

que eliminen las posibles interferencias asociadas a la matriz de la muestra.

= Perfil metabdlico (metabolic profiling): Permite la cuantificacién de una serie de
metabolitos conocidos y relacionados, bien por su semejanza estructural o
funcional, bien por estar implicados en una ruta metabdlica especifica. En este
caso la preparacion de la muestra y la adquisicién de los datos pueden
focalizarse en las propiedades quimicas de estos compuestos, con la ventaja
de reducir las interferencias asociadas a efectos de matriz y proporcionar
elevada sensibilidad.

= Huella metabdlica (metabolic fingerprinting): Hace referencia al analisis de
metabolitos en una muestra con fines de clasificacién, es decir, se pretende la
diferenciacién entre muestras correspondientes a distintas poblaciones o la
clasificacién de muestras desconocidas en grupos identificables. Es primordial
obtener una gran cantidad de informacién fiable, aunque el hecho de obtener
seflales para un numero muy elevado de metabolitos dificulte, e incluso
impida, su identificacion. Estos analisis requieren un minimo pretratamiento
de muestra.

122 J. K. Nicholson, ]. C. Lindon, Nazure 455 (2008) 1054. “Systems biology: Metabonomics”.
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Puesto que el objetivo de la metabolémica es el andlisis cualitativo y
cuantitativo de un conjunto o de todos los metabolitos de un sistema biolégico, tanto
el tratamiento de muestra, como la adquisicion de los datos deben de estar orientados
a cubrir el mayor intervalo de compuestos presentes en la muestra. Ademas, el
método analitico debe ser, suficientemente sensible, independiente de la matriz y
rapido. Dado que la informacién generada es compleja se necesitan herramientas
informaticas para manejar, almacenar y evaluar los datos adquiridos.

Debido al desarrollo de las herramientas “dwicas”, en la actualidad se estd
observando una evolucién progresiva que engloba desde el estudio de los aspectos
mas puramente clinicos que identifican las diferencias entre individuos sanos o
enfermos, hasta la investigacion biomédica, que pretende profundizar en los
mecanismos moleculares por lo que se desencadena, progresa o se trata una
determinada patologia. La metabolémica posee un gran potencial en estudios
clinicos ya que permite asociar petfiles metabdlicos a distintas situaciones fisioldgicas
y fisiopatolégicas. Por lo tanto, juega un papel esencial en el conocimiento y
diagnostico de enfermedades® ya que ha demostrado una gran eficacia en la
deteccién  de  afecciones respiratoriasi?3, diabetes!24, enfermedades

cardiovasculares'®, y cancer!? | entre otras muchas patologias.

Una de las principales dificultades en el desarrollo de métodos analiticos
siguiendo una estrategia metabolémica radica en la naturaleza heterogénea de los
metabolitos de cualquier sistema bioldgico (iones inorganicos, aminodcidos, acidos
organicos, lipidos, etc), los cuales presentan un amplio intervalo de polaridades,
tamafios moleculares, diferentes formas iénicas al pH fisiol6gico, etc. Otro factor
restrictivo es la acusada diferencia en sus concentraciones, que se estima que puede
variar incluso hasta 7-9 O6rdenes de magnitud (pmol-mmol)'?’. Dada esta
heterogeneidad, no existe un método de separacién de muestra ni una técnica
analitica universal que permita la deteccion de todos los metabolitos presentes en
una determinada muestra biolégica. Por otro lado, dada la gran resoluciéon y

sensibilidad de la instrumentacién actual empleada en los estudios metabolémicos,

125 S, Snowden, S—E Dahlén, C. E. Wheelock, Bivanalysis 4 (2012) 2265. “Application of metabolomics approaches to the
study of respiratory diseases”.

124 N. Friedrich, J. Endocrinol 215 (2012) 29. “Metabolomics in diabetes research”.

125 T. Senn, S. L. Hazen, W. H. Wilson—Tang, Prog. Cardiovasc. Dis. 55 (2012) 70. “Translating metabolomics to
cardiovascnlar biomarkers”.

126 K. G. Armitage, C. Barbas, |. Pharmacent. Biomed. 87 (2014) 1. “Metabolomics in cancer biomarker discovery: Current
trends and future perspectives”.

127°W. B. Dunn, D. 1. Ellis, Trends Analyt. Chem. 24 (2005) 285. “Metabolomics: Current analytical platforms and
methodologies” .
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se puede llegar a generar miles de seflales analiticas para cada muestra con la
dificultad que conlleva su manejo e interpretaciéon?s. Los analisis metabolémicos de
muestras bioldgicas se traducen en una enorme cantidad de datos que requieren
mucho tiempo de andlisis computacional'?’. Por este motivo el procesamiento y
analisis de los datos obtenidos en metabolémica es un reto que requiere el uso de
herramientas bioinformaticas especificas como MZmine, lenguaje R, IDEOM, etc.
Para obtener una informacién vélida y util de los datos ya procesados se hace
necesaria la aplicacion posterior de herramientas estadisticas adecuadas. El uso del
analisis estadistico multivariante estd muy extendido en metabolémica, debido a la
capacidad que posee de seleccionar, de entre todos los metabolitos detectados,
aquellos mas importantes (los que diferencian distintos grupos de muestras) y que
son, por tanto, posibles biomarcadores. Otra dificultad reside en la identificacién de
los metabolitos a partir de las sefiales generadas por las diferentes técnicas analiticas.
La identificacién se suele llevar a cabo mediante comparacién de los datos
experimentales con los datos teéricos publicados en bases de datos especializadas

(HMDB, METLIN, PubChem, LipidMaps, KEGG, MassBank).

128 R. Goodacre, S. Vaidyanathan, W. B. Dunn, G. G. Harrigan, D. B. Kell, Trends Biotechnol. 22 (2004) 245.
“Metabolomics by numbers: acquiring and understanding global metabolite data”.

129 H. J. Issaq, Q. N. Van, T. ]. Waybright, G. M. Muschik, T. D. Veenstra, . Sep. Sci. 32 (2009) 2183. “Analytical and
statistical approaches to metabolomics research”.
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1.7.2. EL EXPERIMENTO METABOLOMICO.

Un experimento metabolémico abarca desde la toma de muestra y el analisis
de la misma mediante una técnica analitica de alto rendimiento adecuada al objeto
de andlisis; pasando por el tratamiento de los datos mediante técnicas estadisticas
multivariantes; la interpretaciéon de los mismos y validaciéon de los modelos
resultantes. Finalmente se busca identificar aquellos metabolitos que potencialmente
se han visto alterados debido a la patologia objeto de estudio, que es lo que se conoce

como metabolitos discriminantes.

El hecho de que un metabolito sea discriminante entre dos grupos de
individuos no le convierte en biomarcador de la patologia y para considerarlo como
biomarcador candidato deberfa de mostrar una relacién biolégica clara con ésta. Por
lo que a continuacién es necesario realizar una validacion analitica y bioldgica de este
metabolito. El estudio debe realizarse por tanto con un amplio nimero de individuos

y validarlo en individuos nuevos con la misma patologfa.

El objetivo ultimo es averiguar el significado biol6gico de ese biomarcador o
grupo de posibles biomarcadores, y situarlo dentro de la ruta metabdlica de la que
proceda. Sin embargo, el paso clave antes de alcanzar la categoria de biomarcador

candidato es estudiar la selectividad.

En la Figura 1.15 se observa un esquema de las etapas que conforman el

estudio metabolomico.
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DISENO EXPERIMENTAL

Descripcion del modelo experimental

Determinacion del nimero de muestras totales
Seleccion de la técnica analitica y optimizacion del método
Recogida, almacenamiento y tratamiento de las muestras

Anélisis de las muestras

TRATAMIENTO ESTADISTICO DE LOS DATOS

Obtencion de los datos
» Adquisicién de los datos
¢ Pretratamiento de los datos
e Correccion de la linea base
* Multialineamiento de perfiles
¢ Normalizacién

Analisis y validacién del modelo

¢ Generacion del modelo (PLS-DA, OPLS-DA)
¢ Validacion del modelo

Identificacion de biomarcadores

*Busqueda en las bases de datos/confirmacion con patrones
*Validacion analitica y biol6gica del posible biomarcador

Figura 1.15. Esquema de las etapas que conforman un estudio metabolémico.

Preparacion de la muestra.

La eleccion del método de preparacion de la muestra es de suma importancia
ya que afectara al contenido final de metabolitos en la muestra purificada, y por
consiguiente, a la interpretacion biolégica de los resultados obtenidos del estudio.
El método de preparacion ideal deberfa ser lo menos selectivo, y lo mas sencillo y
rapido posible para evitar la pérdida o degradacién de compuestos durante el
tratamiento de la muestra.
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El tipo de tratamiento de la muestra, previo al analisis metabolémico,
dependera del tipo de muestra biolégica y de la técnica analitica elegida para su
analisis. Entre los fluidos biol6gicos humanos mas cominmente empleados en un
estudio metabolémico se encuentra la sangre (plasma y suero), la orina y el liquido
cefalorraquideo. Por lo general el tratamiento previo de la muestra esta dirigido hacia
la eliminacién de macromoléculas, como proteinas, para evitar interferencias en el

analisis quimico y/o supresion de las sefiales analiticas de los metabolitos.

La orina, como matriz bioldgica, presenta un contenido bajo de proteinas y
una cantidad relativamente pequefial® de compuestos de alto peso molecular, por lo
que el procedimiento mas extendido de tratamiento de muestra consiste en una
centrifugacién, para eliminar las particulas en suspension, seguida de una dilucién de
la muestra en funcién del tipo de técnica analitica empleadal3!, y en ocasiones, se
emplea un paso previo de filtraciéon!®. También la extraccién en fase sélida
(SPE)?>133 es una técnica de tratamiento de muestra especialmente tutil en el analisis
de perfiles metabdlicos en orina y plasma, ya que se considera un procedimiento mas

selectivo que los métodos mencionados anteriormente!34,

130 R. F. J. Kemperman, P. L. Horvatovich, B. Hoekman, T. H. Reijmers, F. A. J. Muskiet, R. Bischoff, ]. Proteome.
Res. 6 (2007) 194. “Comparative nrine analysis by lignid chromatography—mass spectrometry and multivariate statistics: method
develgpment, evaluation, and application to Proteinuria”.

131]. V. Alberice, A. F. S. Amaral, E. G. Armitage, ]. A. Lorente, F. Algaba, E. Carrilho, M. Marquez, A. Garcia, N.
Malats, C. Barbas, |. Chromatogr. A 1318 (2013) 163. “Searching for urine biomarkers of bladder cancer recurrence using a lignid
chromatography—mass spectrometry and capillary electrophoresis—mass spectrometry metabolomics approach’”.

12 M. C. Y. Wong, W. T. K. Lee, J. S.Y. Wong, G. Frost, J. Lodge, |. Chromatogr. B 871 (2008) 341. “An approach
towards method development for nntargeted urinary metabolite profiling in metabonomic research using UPLC/QToF MS”.

133 K. Szymanska, M. J. Markuszewski, M. Markuszewski, R. Kaliszan, . Pharmacent. Biomed. 53 (2010) 1305. “Altered
levels of nucleoside metabolite profiles in nrogenital tract cancer measured by capillary electrophoresis”.

13% F. Michopoulos, L. Lai, H. Gika, G. Theodoridis, I. Wilson, J. Proteome. Res. 8 (2009) 2114. “UPLC-MS—Based
analysis of human plasma for metabonomics using solvent precipitation or solid phase extraction”.
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Técnicas analiticas utilizadas en el analisis de metabolitos.

Actualmente no existe una plataforma analitica universal que permita el
estudio de todos los metabolitos contenidos en una determinada muestra biologica,
aunque los avances técnicos en la instrumentacion, asi como, la hibridacién de
técnicas analiticas estin aportando una informacién metabolémica cada vez mas

compleja. Esta situacién sigue siendo un gran reto desde el punto de vista analitico.

Idealmente una técnica analitica aplicada a estudios metabolémicos debetia
ser capaz de proporcionar perfiles o huellas metabdlicas en tiempos de analisis
razonablemente pequefios. A su vez, deberfa poder analizar muestras con el menor
pretratamiento posible; debetia ser de alto rendimiento y con capacidad para analizar
toda clase de metabolitos, con una alta sensibilidad, asegurando su robustez
experimental y reproducibilidad. Ademas deberia poder cubrir el alto rango de
concentraciones de moléculas endégenas presentes en la muestra y ser capaz de
proporcionar datos cuantitativos de todos los componentes presentes en la misma.
Finalmente, proporcionarfa datos estructurales que permitirfan al investigador
identificar el analito o grupo de analitos previamente detectados por medio de
técnicas estadisticas de analisis multivariante!3>.

La espectroscopia de resonancia magnética de proton (RMN-H) es
especialmente adecuada para metabolémica ya que es una técnica no destructiva que
permite el analisis de muestras muy complejas con un minimo (o0 ningin) tratamiento
previo. Ademas, es rapida y no destructiva, y no presenta restricciones relativas a
volatilidad, polaridad o existencia de cromoéforos. Se establecié como la técnica de
referencia en metabolémica por tratarse de una técnica que proporciona informacion
tanto estructural como cuantitatival®. A pesar de las ventajas que presenta, la
principal limitacién de la técnica es su baja sensibilidad en comparacién con la
espectrometria de masas, lo que hace que en la mayor parte de los estudios por RMN
solo se detecten los metabolitos mas abundantes de las muestras.

135 . M. Lenz, I. D. Wilson, . Proteome Res. 6 (2007) 443. “Analytical strategies in metabolonics”.

136 K—B Kim, J-Y Yang, S. ]. Kwack, H. S. Kim, D. H. Ryu, Y—J Kim, J. Y. Bae, D. S. Lim, S. M. Choi, M. J. Kwon,
D. Y. Bang, S. K. Lim, Y. W. Kim, G=S Hwang, B-M Lee, J. App/. Toxicol. 33 (2013) 1251. “Potential metabolomics
biomarkers for evaluation of adriamycin efficacy nsing a urinary "H—INMR spectroscopy”.
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Entre todas las técnicas empleadas en el analisis quimico, la cromatografia de
gases (GC), la cromatograffa liquida (L.C) y la electroforesis capilar (CE) son las
técnicas de separacion mas utilizadas debido a su elevado poder de resolucion.
También el acoplamiento entre las técnicas de separacion anteriormente
mencionadas y técnicas como la resonancia magnética nuclear (RMN) y la
espectrometria de masas (MS) son la base de muchos estudios metabolémicos,
siendo estas las mas empleadas debido a su alta sensibilidad y selectividad'2!.

La espectrometria de masas (M) es una técnica que permite la separacion
de compuestos en funciéon de su relacion masa/carga (m/z). Permite obtener
informacién cualitativa, cuantitativa y estructural de los compuestos analizados asi
como su identificacién por determinacién de masa exacta o su patrén de
fragmentacién. La selectividad, sensibilidad e informacion estructural que
proporciona esta técnica hacen de ella una herramienta eficaz en andlisis
metabolémicos. El empleo de analizadores de masas de alta y ultra—alta resolucién
(dempo de vuelo (TOF)137.138 espectrometro de masas de resonancia de ion—
ciclotrén con trasformada de Fourier (FT-ICR-MJS) 1%, Orbitrap®) son necesarios en
metabolémica debido a la gran complejidad del metaboloma de cualquier muestra
bioldgica, cuya elucidacion requiere una elevada exactitud en la determinacion de los
valores de m/z, s6lo proporcionada por los mencionados analizadores de masas de
alta resolucion. Ademas el empleo de espectrémetros de masas en tindem (MS/M.S)
permite adquitir espectros de fragmentacién de masas de alta y ultra—alta resolucién
proporcionando informacion estructural adicional para su aplicacion posterior en el
proceso de identificacion de los metabolitos de interés. A continuacién se hara una
breve descripcién de las estrategias y de las técnicas de espectrometria de masas mas
empleadas.

37T, Zhang, X. Wu, C. Ke, M. Yin, Z. Li, L. Fan, W. Zhang, H. Zhang, F. Zhao, X. Zhou, G. Lou, K. Li, ]. Proteome.
Res. 12 (2013) 505. “Identification of potential biomarkers for ovarian cancer by urinary metabolomic profiling”.

138 S, F. Graham, O. P. Chevallier, D. Roberts, C. Holscher, C. T. Elliot, B. D. Green, Anal. Chem. 85 (2013) 1803.
“Investigation of the human brain metab 1o identify potential markers for early diagnosis and therapentic targets of Alzheimer’s

disease”.

139 F. Li, X. Qin, H. Chen, L. Qiu, Y. Guo, H. Liu, G. Chen, G. Song, X. Wang, F. Li, S. Guo, B. Wang, Z. Li, Rapid.
Commun. Mass Spectrom. 27 (2013) 24. “Lipid profiling for early diagnosis and progression of colorectal cancer using direct—infirsion
electrospray ionization Fourier transform ion cyclotron resonance mass spectrometry”.
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Anilisis directo mediante MS

Esta adquiriendo cada vez mds importancia y esto se debe a la rapidez del
analisis. Se pueden obtener huellas metabdlicas en unos pocos segundos, lo cual
presenta una ventaja considerable cuando el nimero de muestras a analizar es
elevado. Este tipo de introduccion de la muestra por infusién directa requiere una
purificacién previa de la fraccién metabdlica que debe estar disuelta en un disolvente
adecuado. Entre las desventajas que presenta el andlisis directo esta la falta de
sensibilidad debido a los fenémenos de supresion i6nical# y la baja eficiencia en la

ionizacion.

Acoplamientos GC-MS, L.C-MS vy CE-MS
Con el fin de disminuir la complejidad espectral y adquirir la mayor

informacién metabodlica posible la espectrometria de masas suele ir acoplada a
técnicas de separacion previas como cromatografia de gases (GC) y cromatografia
liquida (ILC) junto con la todavia incipiente electroforesis capilar (CE).

La utilizacién de la espectrometria de masas como sistema de deteccion
acoplado a estas técnicas de separacién presenta como principales ventajas una
mayor fiabilidad y un aumento de selectividad con respecto a los detectores
universales, asi como la obtencién de informacién estructural sobre los compuestos
separados. El acoplamiento GC-MS se emplea en metabolémica!#! debido a su gran
capacidad de separacion, robustez instrumental y repetibilidad de los espectros de
masas. Es particularmente apropiada para el analisis de compuestos organicos
volatiles'#2. Sin embargo, muchos compuestos de interés son poco volatiles para su
analisis directo por GC'y requieren una etapa previa de derivatizacion en la que
dichos compuestos se transforman en derivados menos polares y mas volatiles. Esta
etapa de pretratamiento de la muestra es el principal inconveniente en cromatografia

de gases (GC) dado el elevado nimero de muestras a analizar.

La cromatograffa liquida (I.C) presenta una resolucién inferior a la que
proporciona la cromatografia de gases, permite la separacion de compuestos de baja
volatilidad y de mayor polaridad sin la necesidad de una etapa previa de

40 L. Lin, Q. Yu, X. Yan, W. Hang, J. Zheng, ]. Xing, B. Huang, Analyst 135 (2010) 2970. “Direct infusion mass
spectrometry or lignid chromatography mass spectrometry for human metabonomics? A serum metabonomic study of kidney cancer”.

141 K. A. Kouremenos, M. Johansson, P. J. Marriott, J. Cancer 3 (2012) 404. “Advances in gas chromatographic methods for
the identification of biomarkers in cancer”.

142 1. M. Halket, D. Waterman, A. M. Przyborowska, R. K. P. Patel, P. D. Fraser, P. M. Bramley, |. Exp. Bot. 56
(2005) 219. “Chemical derivatization and mass spectral libraries in metabolic profiling by GC/MS and I.C/MS/MS”.
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derivatizacion'#3. El acoplamiento ILC-M.S habitual utiliza una fuente de ionizacién
por electrospray (ESI) adecuada para la ionizacién de especies en estado

condensado.

Por su parte, la electroforesis capilar (CE) permite la separacién de muy
diversos compuestos (desde iones inorganicos hasta macromoléculas!#, e incluso
particulas y células) con eficacias muy elevadas, dificiles de analizar mediante las otras
técnicas. La interfase EST es la mas utilizada en la actualidad para llevar a cabo el
acoplamiento a un detector tan selectivo como es un espectrémetro de masas. Este
acoplamiento da como resultado una potente herramienta de analisis aunque su
aplicacion actual a los estudios metabolémicos se encuentra menos extendida que
GC-MS o LC-MS.

El empleo de sistemas de espectrometria de masas en tandem (MS/MS)145
contribuye a la mejora de los aspectos cuantitativos y a la elucidacién estructural,
resultando de gran utilidad en la identificacién de nuevos o inusuales metabolitos, o
en la caracterizacién de metabolitos conocidos en casos donde existe ambigtiedad.

Tratamiento de los datos.

El tratamiento de los complejos datos obtenidos en metabolémica
generalmente comprende una etapa previa de procesado de la informacién
(tratamiento del ruido, correccion de la linea base, normalizacién, alineamiento entre
cromatogramas o electroferogramas, etc.), y otra etapa posterior de analisis
estadistico.

Métodos de preprocesado de datos.

Los datos proporcionados por las técnicas analiticas en un analisis
metabolémico requieren de wun tratamiento previo al analisis estadistico

multivariante. Este preprocesado se debe a que es necesario reducir el posible

143 A. Zhang, H. Sun, P. Wang, Y. Han, X. Wang, Analyst 137 (2012) 293. “Modern analytical techniques in metabolomics
analysis”.

144 C. Batbas, E. P. Moraes, A. Villasefiot, |. Pharmaceut. Biomed. 55 (2011) 823. “Capillary electrophoresis as a metabolomics
tool for non—targeted fingerprinting of biological samples”.

145 W=-Y Hsu, W. T-L Chen, W-D Lin, F—J Tsai, Y. Tsai, C-T Lin, W-Y Lo, L-B Jeng, C-C Lai, Clin. Chim. Acta
402 (2009) 31. “Amnalysis of nrinary nucleosides as potential tumor markers in human colorectal cancer by high performance liquid
chromatography/ electrospray ionization tandem mass spectrometry”.
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“ruido” introducido en los datos al comienzo y al final del perfil'#.147. Ademis los
datos metabolémicos sufren “el problema de la correspondencia”, es decir, se
observa que los picos que corresponden a los mismos metabolitos no aparecen en
el mismo tiempo, por lo tanto es muy importante el alineamiento de los perfiles. Se
han desarrollado algoritmos, software y diversas herramientas capaces de solucionar
esta situacion. Sin embargo, el pretratamiento se ve condicionado por la naturaleza
de los datos, que sera distinta en funcién de la técnica de la que procedan. La mayoria
de los métodos computacionales sugeridos para el alineamiento de datos se basan en
el empleo de patrones internos con elucién similar a la de los picos de interés. Dichos
patrones pueden afiadirse a la muestra, o ser elegidos de entre algunos de sus
componentes, cuya presencia sea comun a la totalidad de las muestras. Este
procedimiento presenta como ventajas el que los patrones estin sometidos
exactamente a las mismas condiciones experimentales que el resto de picos y la
rapidez en el procesado de los datos. Su principal limitacién consiste en la dificultad
para encontrar dichos marcadores en los casos de desplazamientos significativos de
la sefial.

Una vez que los datos obtenidos han sido alineados se realiza la normalizaciéon
de los perfiles. Con ella se igualan las diferencias de concentracién existentes, de
forma natural, en muestras puntuales de orina, que estin al margen de la variabilidad
con auténtico sentido biolégico y que es la que realmente se busca en el analisis.

El siguiente paso es el escalado, conocido como la operacién de asignar
numéricamente una serie de pesos a cada variable para que al minimizar los errores
de la proyecciéon de cada objeto sobre las componentes tengan el mismo valor
estadistico 48,

Las operaciones de normalizacion y escalado son equivalentes, pero la primera
se aplica al conjunto de los datos de una muestra y la segunda a todas las variables
equivalentes de los individuos estudiados.

146 W. Wang, H. Zhou, H. Lin, S. Roy, T. A. Shaler, L. R. Hill, S. Norton, P. Kumar, M. Anderle, C. H. Becker,
Anal. Chem. 75 (2003) 4818. “Quantification of proteins and bolites by mass spectrometry without isotopic labeling or spiked
standards”.

47 H. Zhang, E. C. Yi, X. J. Li, P. Mallick, K. S. Kelly—Spratt, C. D. Masselon, D. G. Camp 2nd, R. D. Smith, C. J.
Kemp, R. Aebersold, Mol Cell. Proteomics 4 (2005) 144. “High throughpnt quantitative analysis of serum proteins using
lycopeptide capture and lignid chromatography mass spectrometry”.

148 R. A. van den Berg, H. C. ]. Hoefsloot, J. A. Westerhuis, A. K. Smilde, M. J. van der Werf, BMC Genomics 7 (2006)
142. “Centering scaling, and transformations: improving the biological information content of metabolomics data’.
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Anilisis estadistico.

Los métodos de anilisis estadistico multivariante resultan extremadamente
utiles en los estudios metabolémicos al ser capaces de reducir la dimensionalidad de

los datos sin perder informacion.

Se hace necesario el uso de técnicas de andlisis que sean capaces de hacer
frente a un volumen muy grande de datos, y que extraigan la informacién relevante
de cada problema. Por ello se necesita eliminar el ruido, como factor de
enmascaramiento de la sefial; y la colinealidad de los datos, que tampoco aporta nada
nuevo a la sefial porque unicamente introducen informacién redundante. Para ello

los procedimientos matematicos empleados son los analisis multivatiante.

El andlisis multivariante trabaja, con diferentes técnicas, sobre la matriz de
datos, ordenada de forma que cada fila recoge los datos de un mismo individuo, y
cada columna la de una misma variable. Entre los objetivos principales del analisis

multivariante se encuentran:
a) Resumir y visualizar el contenido de la matriz de los datos.

b) Clasificar, y por lo tanto, discriminar, sobre la pertenencia o no a una
determinada clase cada uno de los individuos.

c) Encontrar relaciones cuantitativas entre las variables.

Estos objetivos se extienden a distintos tipos de datos, ya sea con muchas o

pocas variables e individuos, o con matrices completas o incompletas.

El analisis multivariante es esencial en el estudio de huellas metabdlicas, al
permitir visualizar con fines de clasificacion la similitud de una muestra dada con
otras de diferentes grupos, pero es también util en todo tipo de estudios donde se

lleve a cabo la cuantificacion de metabolitos individuales.

Las técnicas multivariantes se clasifican segin diferentes criterios, pero el mas
utilizado es el de si introducen o no informacién previa al andlisis sobre si los

individuos pertenecen a una clase dada.
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Reconocimiento de pautas no supervisadas.

Tienen como objetivo determinar la relaciéon entre muestras sin tener
conocimiento previo de dicha relacién. También se conocen como técnicas de

visualizacién o de proyeccion de datos.

= Andlisis de componentes principales (PCA)

Se trata de un proceso matematico que pretende reducir la complejidad de los
datos!4%150, identificar la tendencia inherente en un conjunto de medidas
experimentales y clasificar las muestras en funcién de sus similitudes y diferencias,
sin un conocimiento a priori del tipo de muestra, es decir, no se conoce, o se ignora
deliberadamente, la existencia de categorias.

Bésicamente, una matriz de datos definida como X contiene N filas (siendo
cada fila un individuo, muestra, objeto o electroferograma perteneciente a un
individuo concreto) y K variables (cada una de las propiedades que medimos en
todos los individuos). Actualmente sobre esta matriz, PC.A intenta encontrat puntos,
lineas, planos e hiperplanos en el espacio de las K variables, en torno a las cuales se
agrupan los datos, es decir, intenta encontrar tendencias inherentes en los datos
reduciendo la dimensionalidad, de manera que la matriz de datos se comprime sin
apenas perder informacién. Por esta razon, el PCA genera una primera componente
principal (un eje) que pasa por el centro de gravedad de la nube de puntos
(individuos) en el espacio K dimensional, de tal forma que la suma de los cuadrados
de las distancias de todos los puntos a ese eje sea minima; en otras palabras, la
primera componente sigue la direccién de maxima variabilidad (dispersion) de los
datos. Posteriormente genera una segunda componente principal que cumple que:
(1) también pasa por el centro de gravedad, (2) es ortogonal a la primera
componente, (3) sigue la direccién de maxima variabilidad remanente. Y asf
sucesivamente la tercera y demds componentes, segun las mismas reglas.

En términos matemdticos mas precisos, PCA genera unas nuevas variables,
combinacion lineal de las de partida, obtenidas como autovectores de la matriz de
varianza, y esas son las direcciones (ejes) que explican el maximo de variabilidad de
la nube de puntos, y que reciben el nombre de componentes principales. Las nuevas
vatiables pueden expresarse como combinacion lineal de las antiguas y los
coeficientes de la combinacion lineal reciben el nombre de “ladings’ (cargas),

4 7. E. Jackson (1999) “A user’s guide to principal components” Jonh—Wiley & Sons Ine.
150 H. Matens, T. Naes (1991) “Multivariate Calibration” Jonh—Wiley & Sons Inc.
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ademas, en el espacio representado con los nuevos ejes cada individuo tiene unas
coordenadas denominadas “scores” (puntuaciones).

Por similitud al espacio tridimensional al que estamos acostumbrados,
frecuentemente se seleccionan tres componentes principales para explicar los datos.
Si se seleccionan dos, se define un plano de dos dimensiones en el que se proyectan
todos los datos, y se genera un diagrama que se conoce con el nombre de “scores plo?”
o diagrama de puntuaciones en el que los individuos pueden aparecer formando
grupos en funcién de su similitud o diferencia en sus correspondientes puntuaciones.
Su correspondiente “/adings plo?” o diagrama de cargas muestra las variables que han
tenido mayor peso en cada una de las componentes principales, y por lo tanto, mayor
peso en el proceso de agrupamiento (discriminacién) generado con el PCA. Ademas
también nos da informacién sobre la similitud entre variables, entendida como
variables que han contribuido de una forma parecida en el proceso de
discriminacion.

Reconocimiento de pautas supervisadas.

En este tipo de técnicas se utiliza la informacién sobre las clases a las que
pertenecen un grupo de individuos para generar un modelo matematico que
optimice la separacion entre clases y permite predecir la clase a la que perteneceran
nuevos individuos!s!.

= Andlisis discriminante mediante regresiéon parcial por minimos cuadrados (Partial
Least Squares Discriminant Analysis, P1.S—D.A).

El PLS—DA es una técnica discriminante supetvisada que supone un caso
particular de regresiéon parcial por minimos cuadrados, PLS. Por lo tanto, para
entender su funcionamiento, previamente analizamos los fundamentos de la
regresion parcial por minimos cuadrados, PLS.

PLS en una forma de regresién multivariante que extiende los conceptos del
PCA en problemas en los que tenemos una matriz de datos X, de variables
independientes y pretendemos hacer una estimacion de los valores de una serie de
vatiables dependientes, también expresadas en forma de matriz que llamaremos Y 152,
Para ello sigue un proceso similar al del PCA de generacion de unas nuevas variables

15U M. Otto (1999) “Chemometrics: statics and chemometrics for analytical chemistry” Jonh—Wiley & Sons Ine.
152 A, J. Burnham, J. F. MacGregor, R. Viveros, Chemometr. Intell. Lab. 48 (1999) 167. “Latent variable multivariate
regression medeling”.
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(ejes) en la direccién de maxima variabilidad de la nube de puntos, pero hay que
tener en cuenta que ahora no interesan tanto las direcciones que explican un maximo
de variables de X sino aquellas que explican la variable relacionada con las variables
que se pretenden predecir, contenidas en la matriz de variables dependientes Y; es
decir, que ahora interesa la variabilidad de X que estd relacionada con la variabilidad
de Y. Para cuantificar esa covarianza (variabilidad comun a X e Y) se utiliza la matriz
de covarianza o su correspondiente matriz de correlaciones, de tal forma que, en
términos matematicos mas precisos, el PLS busca las direcciones de maxima
covariabilidad, las cuales vienen dadas por los autovectores de la matriz de
covarianza entre las variables X y las de Y.

El PLS-—DA consiste en una regresiéon PLS clasica donde las variables
dependientes (matriz Y) son categdricas y expresan la pertenencia o no a una clase
concreta (para cada clase una variable con dos unicos valores: 0 indica que el
individuo considerado no pertenece a la clase y 1 que si)!53.

PLS-D.A genera una serie de direcciones (ejes) de maxima covariabilidad, de
forma que cada individuo presenta una puntuacion (score) en cada uno de los nuevos
ejes, que en realidad son nuevas variables, combinacion lineal de las de partida; y
cada una de las nuevas variables se puede expresar como combinacion lineal de las
antiguas en forma de “cargas” (ladings). Por tanto, esta técnica también permite la
obtencién de graficos en los que los individuos aparecen o no agrupados en funcién
de su similitud (scores plo?), e igualmente con las variables (loadings plod).

= Analisis discriminante ortogonal mediante regresién por minimos cuadrados
parciales (Orthogonal Signal Corrected Projection to Latent Structure Discriminant analysis,

OPLS—DA):

Su funcionamiento es similar al del PLS—D.4, no obstante, la separacion entre
clases suele ser mas efectiva ya que, mediante un proceso de filtro o correccion, se
logra separar la parte de variabilidad de la matriz X que no presenta relaciéon con la
Y; es decir; la variabilidad sistematica del bloque X se divide en dos partes: una
primera que modela la variabilidad de X segin Y, y una segunda parte que capta la
vatiacién sistematica en X que es ortogonal a Y. Posteriormente se trabaja
unicamente con la parte de X que verdaderamente estd relacionada con Y

(componentes predictivas). Después de encontrar las direcciones de maxima

153 1. Stahle, S. Wold (1986) “PLS Discriminant Plots. In Pattern Recognition in Practice II” E. S. Gelsema & 1. N. Kanal
(Editors) Elsevier Amsterdam.
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covarianza, se obtienen pesos y cargas (scores y loadings) de la misma forma que en
PLS-DA.

Aunque los modelos PLS-DA y OPLS-DA son muy parecidos, el
OPLS-DA presenta la ventaja de que concentra en la primera componente la
separacion entre clases, por lo que permite una interpretacion mas clara.

Validacién de los resultados obtenidos en el estudio metabolémico.

Es crucial la capacidad del método para proporcionar sefiales identificables de
tantos metabolitos como sea posible por lo tanto con el paso del tiempo, los estudios
de metabolitos deben ser mas cuidadosos en el proceso de eleccién de metabolitos
como biomarcadores!5+155,

Los modelos de analisis multivariante obtenidos deben de tener la habilidad
de hacer predicciones relacionadas con muestras independientes, caracterizadas de
acuerdo a modelos de muestras; siendo el andlisis por PLS-D.A capaz de
proporcionar modelos robustos, con capacidad predictiva que permiten encontrar

las diferencias entre dos poblaciones de muestras.

La validaciéon de los modelos de datos metabolomicos es esencial para
comprobar si son fiables las conclusiones obtenidas basindonos en la informacién
proporcionada por el modelo. Es decir, es necesario validar quimiométrica y
biolégicamente el modelo.

Validacién de los pardmetros.

El primer paso es la valoraciéon de los parametros de R?, varianza total
explicada por el modelo, y 2, capacidad predictiva del modelo; ya que una vez se
ha generado el modelo, los valores de R? y Q2 informan sobre su calidad y por tanto

sobre la conveniencia de utilizar o no el modelo para el andlisis estadistico. En la

15+ A. Koulman, G. A. Lane, S. J. Harrison, D. A. Volmer, Anal. Bioanal. Chem. 394 (2009) 663. “From differentiating
metabolites to biomarfkers”.

155 P, Jonsson, S. J. Bruce, T. Motitz, J. Trygg, M. Sjostrém, R. Plumb, J. Granger, E. Maibaum, . K. Nicholson, E.
Holmes, H. Antti, Analyst 130 (2005) 701. “Extraction, interpretation and validation of information for comparing samples in
metabolic L.C/MS data sets”.
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Tabla 1.5 se recogen los valores de R2 y Q2 con los que se clasifican los modelos

como validos o no. Estos valores de R? y Q2 se calculan por validacién cruzada!6:157,

Tabla 1.5. Valores de R2 y Q2 considerados aceptables.

Modelo Tipo Valores

Q%= 0.5 [Bueno]
PLS-DA Supervisado Q? 2 0.9 [Excelente]

Q2 2 0.5 [Bueno]
OPLS-DA Supervisado Q? 2 0.9 [Excelente]

R2-Q2 < 0.2-0.3
RZ-Q2 <0203

Validacién de los modelos supervisados siguiendo el proceso de “scrambling”.

El software SIMCA P+ en su ultima versiéon permite realizar un tipo de
validacién automatica de los modelos supervisados que se basa en el proceso de

“scrambling’.

El objetivo es demostrar que el hecho de que el modelo sea bueno, de acuerdo
a los parametros de R? y 2, no es una cuestion de azar. La idea de esta validacién
es comparar los valores de R? y Q2 del modelo inicial con los valores de los modelos
generados al permutar aleatoriamente unas 100 veces las observaciones de la matriz
Y mientras que la matriz X permanece intacta.

156 I, Eriksson, E. Johansson, N. Kettanech—Wold, J. Trygg, C. Wikstrém, S. Wold (20006) “Multivariate and Megavariate
Data Analysis Advanced Application and Method Extension (Part I1)” Umetrics Academy.

1578, Wold, Technometries 20 (1978) 397. “Cross—validatory estimation of the number of components in factor and principal
components models”.
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En la grafica resultante de una validacién siguiendo el proceso de “scrambling’
se observan en la parte superior derecha los valores de R? y Q2 del modelo original
y desde ahi hacia la izquierda, los valores de R? y Q2 de los modelos tras las
permutaciones. Para que la validacion sea correcta los modelos, tras la permutacion,
deben presentar valores de R? y Q2 inferiores a los del modelo original y la linea de
Q% debe cortar en el eje Y por debajo de 0.05.

En el caso contrario significarfa que el modelo a validar no es bueno y la

validacion serfa considerada negativa.

Identificacion de los metabolitos.

Una vez llevado a cabo el andlisis estadistico, las sefiales (0 metabolitos)
estadfsticamente significativas, empleadas para la clasificacion de los grupos (posibles
biomarcadores), se identifican para intentar asociar la variacién observada en dichos
compuestos con una explicaciéon bioldgica coherente. Para ello normalmente se
llevan a cabo procesos de identificacion tentativa. La identificacion de los
metabolitos de interés comienza con una busqueda en bases de datos de metabolitos,
algunas de las mas empleadas son las ya mencionadas HMDB, METIIN, PubChen,
LipidMaps, KEGG, MassBank. En dichas bases de datos se coteja la masa obtenida a
partir del valor de m/z proporcionado por el espectréometro de masas y las masas
tedricas de los metabolitos contenidos en dichas bases de datos. Légicamente,
cuanto mayor sea la exactitud del valor m/z propotcionado por el espectrémetro de
masas para un determinado metabolito, mayor sera la posibilidad de obtener una
correcta identificacion, de ahi la necesidad de utilizar espectrometros de masas de
alta resolucién que propotciona valores de m/z con etrores de unas pocas pattes
por millon e incluso inferiores. L.a mayoria de los programas de adquisicién de datos
MS generan una lista de posibles férmulas moleculares, por lo que sumando esta
informacion a la obtenida a partir de las bases de datos anteriormente mencionadas
se puede realizar una identificacion tentativa de los metabolitos.
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Las técnicas cromatograficas v su aplicacion a los estudios metabolémicos.

A pesar de que la mayorfa de los estudios de analisis de perfiles y huellas
metabdlicos en fluidos biologicos se han desarrollado mediante RMN, las técnicas
cromatograficas acopladas a masas han avanzado notablemente en los dltimos afios,
hasta un punto en que debido a su mayor sensibilidad son una importante
herramienta analitica en estudios metabolémicos.

En las investigaciones basadas en la espectrometria de masas, las huellas
metabdlicas se describen mediante valores de m/z y de las correspondientes
abundancias de los iones detectados, ademas en las técnicas cromatograficas aparece
un nuevo parimetro que es el tiempo de retencion.

La cromatografia liquida es especialmente adecuada en el analisis de
metabolitos de baja volatilidad %1%, Lo mas frecuente es el uso de la cromatografia
liquida de fase inversa, utilizando columnas de Cis con particulas de entre 3 y 5 pm.
Sin embargo el HPLC en fase inversa es a menudo insuficiente en la separacion de
metabolitos en muestras biologicas complejas, siendo la resolucion uno de los
puntos criticos a mejorar. Los analizadores de masas mas utilizados son el de tiempo
de vuelo (TOF)'?, el cuadrupolo con tiempo de vuelo (O—TOF)160.161.162 3 trampa

16nica (Ion Trap)193 y el cuadrupolo con trampa idnica (J—Trap) entre otros.

En este trabajo se han empleado técnicas multivariantes como PCA,
PILS-DAy OPLS—DA para el analisis estadistico de los resultados obtenidos en el
analisis de muestras de orina mediante un acoplamiento LC-TOF.

158 H. Idborg-Bjérkman, P. O. Edlund, O. M. Kvalheim, I. Schuppe—Koistinen, S. P. Jacobsson, Anal. Chem. 75
(2003) 4784. “Screening of biomarkers in rat urine using 1.C/ electrospray ionization—MS and two—way data analysis”.

159 T. J. Waybright, Q. N. Van, G. M. Muschik, T. P. Conrads, T. D. Veenstra, H. |. Issaq, J. Lig. Chromatogr. Relat.
Technol. 29 (2006) 2475. “LC-MS in M jes: optinization of experi conditions for the analysis of metabolites in
buman uriné’.

160 R, Plumb, J. Granger, C. Stumpf, 1. D. Wilson, J. A. Evans, E. M. Lenz, Analyst 128 (2003) 819. “Metabonomic
analysis of mouse urine by liguid—chromatography—time of flight mass spectrometry (LC-TOF/MS): detection of strain, dinrnal and
gender differences”.

161 E. M. Lenz, J. Bright, R. Knight, I. D. Wilson, H. Major, . Pharm. Biomed. Anal. 35 (2004) 599. “Cyclosporin A—
induced changes in endogenons metabolites in rat urine: a metabonomic investigation using high field "H—NMR spectroscopy, HPLC—
TOF/MS and chemometrics”.

12 R. S. Plumb, C. L. Stumpf, J. H. Granger, J. Castro-Perez, J. N. Haselden, G. J. Dear, Rapid Commun. Mass Spectrom.
17 (2003) 2632. “Use of lignid chromatography/ time—of~flight mass spectrometry and multivariate statistical analysis shows promise
Jor the detection of drug metabolites in biological fluids”.

163 V. V. Tolstikov, O. Fiehn, Anal. Biochen. 301 (2002) 298. “Analysis of highly polar compounds of plant origin: combination
of hydrophilic interaction chromatography and electrospray ion trap mass spectrometry’”.
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IL. OBJETO DEL TRABAJO

Uno de los campos actuales dentro de la Quimica Analitica de aplicacién
clinica, es la puesta a punto de métodos de analisis rapidos y eficaces para la

determinacién de metabolitos endégenos de interés clinico en fluidos biolégicos.

En este contexto se sitdan los nucledsidos y nucleobases libres y modificados,
compuestos que se excretan de forma natural en la orina como productos de la
regeneracion del ARN de trasferencia (ARNt) y de la reparacién del ADN como
resultado del dafio por estrés oxidativo. Sus niveles en orina aumentan de forma
anomala bajo clertas patologias como procesos tumorales y enfermedades
neurodegenerativas, de forma que estas sustancias son de gran interés en quimica
clinica como biomarcadores. Se ha descrito la potencial utilidad de los nucleésidos
libres y modificados como marcadores bioldgicos de enfermedades tan diversas
como artritis reumatoide, Alzheimer o SIDA, y principalmente, como marcadores

tempranos de muy diversos tipos de cancer.

Existen también estudios que relacionan los niveles en orina de nucledsidos
modificados con otras enfermedades benignas y con diversos habitos de vida, como

tabaquismo, fatiga, estrés, mala alimentacion, exposicion a compuestos toxicos, etc.

Por ello, la mayorfa de estos compuestos, de interés como marcadores
bioldgicos, carecen de especificidad por lo que no pueden usarse como prueba unica
de diagnéstico; en cambio, si son de utilidad para el diagnéstico precoz de ciertas
enfermedades, en el control de la eficacia de un tratamiento o una terapia especifica

y en el seguimiento de recurrencias postoperatorias.

El objeto de este trabajo es el desarrollo de metodologias analiticas rapidas y
eficaces que puedan ser aplicables a la separacion, identificacion y cuantificacion de
un amplio conjunto de nucleésidos libres y modificados en fluidos biolégicos. Se

elige la orina como matriz por ser una muestra de tipo no invasivo de facil obtencion.

Como técnica de andlisis se utilizara la electroforesis capilar acoplada a
espectrometria de masas (CE-MS) que auna las ventajas inherentes de la
electroforesis capilar como técnica de separacion de alta eficacia, con el poder de
identificaciéon de la deteccién mediante espectrometria de masas. Ademas la
electroforesis capilar es muy apropiada para su aplicacion en el andlisis de muestras
bioldgicas ya que es una técnica compatible con medios acuosos y adecuada para la
separacién de compuestos de gran polaridad, i6nicos o ionizables, requisitos que se
ajustan a la mayoria de los metabolitos encontrados en fluidos biolégicos como la
orina.
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Para su aplicaciéon a una matriz compleja como es la orina se requiere el
desatrollo de procedimientos de extraccién/limpieza/preconcentracién con objeto
de favorecer la deteccién y cuantificaciéon de los analitos y de preservar el equipo
instrumental. Se estudi6 la aplicacién de una técnica de amplio uso como es la
extraccion en fase solida (SPE) y, también, una modalidad menos frecuente basada
en el uso de un material de acceso restringido (RAM) debido a la capacidad que
presentan estos materiales para excluir las macromoléculas, gracias a un mecanismo

de exclusién moleculat.

Finalmente se pretende verificar la aplicabilidad de las metodologias
desarrolladas en el andlisis de muestras de orina de donantes sanos, fumadores y no
fumadores. Este estudio tiene por objeto comprobar si el consumo de tabaco influye
en los niveles de estos nucledsidos en orina, con respecto a los niveles de referencia
de individuos sanos no fumadores. Asi se podtia determinar si el consumo de tabaco

es un factor adicional en el contenido de estos nucledsidos en orina.

Por dltimo, se realizard una busqueda de nuevos metabolitos asociados al
consumo de tabaco, adaptando los estudios desarrollados al campo de la
metabolémica. Para ello se plantea un estudio no dirigido, utilizando un detector de
espectrometria de masas de elevada exactitud y resolucion, como el analizador de
tiempo de vuelo (TOF) para el analisis de muestras de orina de fumadores y no

fumadores.
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3.1. ANALITOS Y REACTIVOS.

3.1.1. PATRONES.

Los nucledsidos, nucleobases y nucleésidos modificados (metilados e

hidroxilados) empleados en el desarrollo de este trabajo fueron suministrados por:

= Sigma—Aldrich (Steinheim, Alemania):

Adenosina (A), CAS RN [58-61-7]

1-metiladenosina (1mA), CAS RN [15763-06-1]
Adenosina—13Cm15N5 5’—monofosfato (13C1() 15N5—AMP),
CAS RN [961-07-9]

Citidina (Cyt), CAS RN [65-46-3]

Guanina (Gua), CAS RN [73-40-5]

7—metilguanina (7TmGua), CAS RN [578-76-7]

1-metilguanina (ImGua), CAS RN [938-85-2]

9—metilguanina (9mGua), CAS RN [5502-78-3]

Guanosina (G), CAS RN [118-00-3]

7—metilguanosina (7mG), CAS RN [20244-83—4]
2’—deoxiguanosina monohidrato (2dG), CAS RN [961-07-9]
8—hidroxi—2’—deoxiguanosina (8OH2dG),CAS RN [88847—
89—0]

Inosina (INN), CAS RN [58-63-9]

5-metiluridina (5mU), CAS RN [1463-10-1]

= Cayman Chemical (Michigan, EEUU):

8-hidroxiguanosina (8OHG), CAS RN [3868-31-3]

= Cambridge Isotope Laboratories Inc. (Massachusetts, EEUU):

Ribosa—2"-13C-adenosina (13C-A), 99%
8-13C—guanina (13C-Gua), 98%
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3.1.2. DISOLVENTES Y REACTIVOS.

86

= Preparacion de los tampones de separacion (BGE) y fases moéviles:

Agua UHQ (18.2 MQ cm a 25 °C, COT<10 ppb) obtenida con
un sistema de purificaciéon Wasserlab Ultramatic  (Noain,
Espafia).

Acido férmico puro (>98%) suministrado por Fluka (Steinheim,
Alemania).

Amoniaco concentrado (25%), grado reactivo, suministrado por
Scharlau (Barcelona, Espafia).

Formiato amoénico puro (>98%) suministrado por Riedel de
Hien (Hannover, Alemania).

Acetonitrilo (ACN), grado HPLC, suministrado por Merck
(Darmstadt, Alemania).

= Otros disolventes y reactivos:

Acido acético puro (>98%) suministrado por Fluka (Steinheim,
Alemania).

Acido  clothidrico concentrado  (37%), para andlisis,
suministrado por Scharlau (Barcelona, Espafia).

Acido picrico  (>98%) suministrado por Sigma—Aldrich
(Steinheim, Alemania).

Creatinina (>98%) suministrada por Sigma—Aldrich (Steinheim,
Alemania).

Hidroxido sédico, grado reactivo, suministrado por Schatlau
(Barcelona, Espafia).

Isopropanol, grado reactivo, suministrado por Scharlau
(Barcelona, Espafia).

Cloruro soédico, grado reactivo, suministrado por Scharlau
(Barcelona, Espafia).

Cloruro potasico, grado reactivo, suministrado por Sigma—
Aldrich (Steinheim, Alemania).

Utrea (>99%) suministrado por Probus (Badalona, Espafia).
Cloruro calcico, grado reactivo, suministrado por Sigma—
Aldrich (Steinheim, Alemania).
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— Sulfato de magnesio, grado reactivo, suministrado por Sigma—
Aldrich (Steinheim, Alemania).

— Metanol (MeOH), grado HPLC, suministrado por Merck
(Darmstadt, Alemania).

3.2. DISOLUCIONES ESTANDAR.

Se prepararon disoluciones estindar, a partit de los patrones, de cada

nucleésido, nucleobase y nucledsido modificado (metilado e hidroxilado), asi como

de los marcados isotopicamente. Debido a la solubilidad que presentan los

compuestos estudiados todas estas disoluciones fueron preparadas en agua UHQ,

aunque en algunos casos se tuvo que acidificar con HCl 0.1 M para su completa

disolucién. A continuacién se especifica la concentracion de cada disolucion:

El analito Gua se prepard en una concentracion de 250.0 ug mL-1.
Los analitos A, 1mA, G, 7TmG, 7mGua, 1mGua, 9mGua, Cyt, INN,
5mU y 2dG fueron preparados en una concentracion de
500.0 ug mL-".

Los compuestos marcados isotépicamente, PC—A y 3C—Gua, fueron
preparados en una concentracion de 300.0 ug mI1.

Los compuestos, SOH2dG, 8OHG vy el marcado isotépicamente,
BC1o’Ns—AMP, fueron preparados en una concentracién de
100.0 pg mL-.

Todas las disoluciones estindar fueron almacenadas en frascos topacio a 4 °C

y a partir de ellas se prepararon, por dilucion, las disoluciones de trabajo.
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Para la determinacion de creatinina mediante el método Jaffe se prepararon
disoluciones estandar de acido picrico (concentracion de 25 mM) y de creatinina
(concentracién de 0.86 mM, 10 mg dL-1), disolviéndose ambas en agua UHQ.

La orina sintética fue preparada siguiendo el procedimiento propuesto por

Nico C. van de Merbel!4, cuya composicion se muestra en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Composicion de la orina sintética.

Componente Concentracion
- NaCl 1410 g 11

Kal 280 g L

Urea 17.30 g L1

CaClp 0.60 g Lt

- MgsO, 0.40 g T

NH; (33%) 1.90 mL L1

HCI (37%) 1.70 mL L1

_ Creatinina 1.0 gLt i

164 N.C. van de Merbel, Trend. Anal. Chen. 27 (2008) 924. “Quantitative determination of endogenous componnds in biological

samples using chromatographic techniques”.
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3.3. MATERIAL E INSTRUMENTACION.

El material utilizado es el habitual en un laboratorio analitico: balanza

analitica, agitadores magnéticos, diferente material volumétrico, pHmetro, jeringa de
filtrado de vidrio y filtros de membrana de nylon Cameo PI’DF (difluoruro de

polivinilideno) con un tamafio de poro de 0.22 um (Scharlab, Barcelona, Espafia).

A continuacion, de forma detallada, se va a numerar el resto del material

utilizado y la instrumentaciéon empleada durante el desarrollo de este trabajo.

3.3.1. EXTRACCION EN FASE SOLIDA (SOLID PHASE EXTRACTION, SPE).

Para llevar a cabo la extraccion en fase sélida (SPE) se utilizaron diferentes

tipos de materiales comerciales con base polimérica:

Oasis® HIB, copolimero de divinilbenceno y N-vinilpirrolidona,
(Waters, Massachusetts, EEUU).

Oasis® MCX, copolimero de divinilbenceno sulfonado vy
N-vinilpirrolidona, (Waters, Massachusetts, EEUU).

LiChrolutEN®, copolimero de estiteno divinilbenceno, (Merck,
Darmstadt, Alemania).

Isolute® EN1/+, copolimero de estiteno hidroxilado y divinilbenceno,
(Biotage, Uppsala, Suecia).

Isolute® ABN, copolimero de estireno y divinilbenceno con diversos

grupos funcionales, (Biotage, Uppsala, Suecia).

Para las etapas de acondicionamiento, paso de muestra y secado de los

cartuchos se empleé una bomba de vacio (Alfa, Barcelona, Espafia) acoplada a un

dispositivo para veinte muestras (Varian, Harbor City, EEUU).
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3.3.2. MATERIAL DE ACCESO RESTRINGIDO (RAM).

El material de acceso restringido (RAM) utilizado en la etapa de limpieza
off~line fue un RAM MSpak 4A (Figura 3.1), empaquetado con un copolimero
hidrofilico conteniendo N—vinilacetamida y con un tamafio de 10 mm x 4.0 mm

suministrado por Shodex (Kawasaki, Japon).

Figura 3.1. Cartucho RAM y su carcasa capaz de soportar altas presiones.

3.3.3. EQUIPO DE ESPECTROFOTOMETRIA ULTRAVIOLETA—VISIBLE.

La determinacién de la concentraciéon de creatinina en las muestras de orina
de voluntarios sanos se llevo a cabo mediante medidas fotométricas de absorbancia,
para ello se utilizé un espectrofotémetro Shimadzu UV/Vis 160 suministrado pot

Shimadzu (Kioto, Japén).

3.3.4. EQUIPO DE CONCENTRACION DE MUESTRAS.

La evaporacién del disolvente de las muestras para su posterior redisolucion
en un medio adecuado para el analisis se llevé a cabo con un dispositivo
concentrador de muestras SBHCONC/1, Figura 3.2, suministrado por Bibby
Scientific Limited, Stuart, (Staffordshire, Reino Unido).
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Figura 3.2. Equipo de concentraciéon de muestras SBHCONC/1 suministrado por Bibby Scientific
Limited.

3.3.5. CONFIGURACION DE LOS EQUIPOS EMPLEADOS.

Equipo de Electroforesis Capilar

La separacién electroforética se llevé a cabo en un equipo Hewlett Packard
3D (Waldbronn, Alemania) equipado con un detector espectrofotométrico de
barrera de diodos (diode array detector, DAD) que permite registrar el espectro de cada
pico electroforético en un margen de longitudes de onda de 190 a 400 nm. Este
equipo estaba también acoplado a un segundo detector, en este caso un detector de
cuadrupolo simple Agilent LC/MSD SL, con una interfaz de electrospray (electrospray
donigation, EST) que permitia trabajar en modo positivo y negativo. La interfaz
CE-MS tiene un disefio de tipo coaxial por el que circula el liquido adicional
impulsado mediante una bomba isocratica HP 1100 Series de Hewlett Packard
(Waldbronn, Alemania).

Todo el sistema esta controlado por un software Agilent HP ChemStation,
version B.04.01 que permite la recogida de los datos procedentes de ambos

detectores y su integracion.
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Los capilares empleados en la separacién electroforética fueron de silice
fundida con distintos didmetros internos, 50, 75 y 100 um. Su longitud varié
dependiendo del modo en el que se realizara el andlisis, siendo de 58.2 cm en el modo
CE-DAD y de 87.5 cm en el caso de CE-MS. Los capilares fueron suministrados
por CM Scientific (Shipley, West Yorkshire, Reino Unido).

Tanto las muestras como los medios de separacién y lavado se alojaron en
viales para electroforesis capilar con tap6n de poliuretano perforado de 1700 pL de
capacidad, suministrados por Agilent (Waldbronn, Alemania).

Equipo de Cromatografia Liquida.

Los equipos de cromatografia liquida utilizados en este trabajo fueron dos
modelos 1100 y un modelo 1200 de Agilent (Waldbronn, Alemania). Estos equipos
modulates estan formados por:

= Bomba de alta presién: una bomba en el caso del modelo 1200 y del
modelo 1100 acoplado a un analizador de tiempo de vuelo (TOF) y dos
bombas en el modelo 1100 utilizado para la etapa de limpieza con el
RAM previo analisis CE-ESI(-)MS.

= Automuestreador equipado con un bucle de inyeccién: en el modelo
1200 y el 1100 acoplado al TOF el bucle de inyeccién es de 1500 uL,
mientras que en el modelo 1100 empleado en la etapa de limpieza con
el RAM previo al analisis CE-ESI(-)MS el bucle fue de 500 pL.

= Valvula de seis vias: una valvula en el caso del modelo 1200 y 1100
acoplado a un analizador TOF y dos valvulas de seis vias en el caso del
modelo 1100 empleado en la etapa de limpieza con el RAM previo
analisis CE—ESI(-)MS.

= Desgasificador de membrana.

= Detector de barrera de diodos que permite registrar el espectro de cada
pico cromatografico en el margen de longitudes de onda de 190 a
400 nm.

El modelo 1100 empleado en la etapa de limpieza estaba controlado por el
software Agilent HP ChemStation, versiéon B.01.03 y el modelo 1100 acoplado al TOF,
controlado por el software Analyst QS 1.1. Por su parte, el modelo 1200 estaba
controlado por el soffware MassHunter, versiéon B.04.00. Todos ellos permiten la
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recogida de los datos procedentes de los detectores y la integracion posterior de las

senales.

Para la deteccién por LC-MS se emplearon dos espectrémetros: un triple
cuadrupolo Agilent 6410 Triple Quad LC/MS y un analizador de tiempo de vuelo
QSTAR®-XL QTOF LC-MS/MS de Applied Biosystems. Ambos estin equipados
con una sonda de elestrospray pudiendo trabajar en modo positivo y negativo.

LLa columna analitica de fase inversa utilizada fue una Kinetex 2.6 pm XB—-Cisg
de 50 x 3.00 mm y de naturaleza Core—She// suministrada por Phenomenex (Torrance,
California, EEUU).

Se utilizaron viales para cromatografia con tapén roscado perforable de
1700 pL. de capacidad suministrados por Agilent (Waldbronn, Alemania).

Configuracion instrumental en el acoplamiento off=—line RAM/CE.

La configuracion instrumental empleada en el acoplamiento RAM/CE es de
tipo off~/ine y esta basada en la utilizacién de dos valvulas de seis vias y dos bombas
de alta presion. Esta configuracién instrumental es similar a la modalidad de columna
unica con la diferencia de que el eluyente del RAM no alcanza directamente el

detector sino que es recogido de forma manual para su posterior determinacién por

CE-MS (Capitulo I).
Esta configuracion se encuentra detallada en la Figura 3.3.

En esta etapa de limpieza la inyeccion se lleva a cabo mediante un inyector
automatico que introduce la muestra en el bucle de inyeccién, etapa (a) “Carga bucle
de muestra”, Figura 3.3.a. A continuacién la valvula, que se encontraba en la posicién
(a), cambia a la posicién (b) “Inyeccién en el RAM y limpieza” e impulsa el
disolvente de la bomba A hacia el bucle de inyeccion, arrastrando asi la muestra hacia
el RAM, como se recoge en la Figura 3.3.b. La valvula permanece en esta posicion
durante un tiempo prefijado en el cual se produce la etapa (b), eliminando los
compuestos de la matriz bioldgica. Transcurrido este tiempo, la otra valvula pasa a
la posicion (c) “Elucién del RAM y recogida de muestra” impulsando el disolvente
de elucién mediante la bomba B hacia el RAM, arrastrando asi los analitos retenidos
en él para su recoleccién de manera manual, Figura 3.3.c. Una vez que se lleva a cabo

la recogida de la muestra el equipo sigue funcionando en modo “Elucién y recogida”
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para lavar completamente el RAM. Luego el sistema de manera automatica vuelve a

su posicion inicial.

a) Carga bucle de muestra

Bucle de muestra
500 pL Bomba A

Desecho

Desecho

Muestra de Recogida Bomba B
Orina

b) Inyeccién en el RAM y limpieza

Bucle de muestra

500 pL Bomba A
e

Desecho

Desecho
(
o)

Muestra de Recogida Bomba B
Orina

D

RAM

¢) Elucion del RAM y recogida de muestra

Bucle de muestra

5 I L Bomba A Desecho

Desecho

Muestra de
Orina Recogida

Figura 3.3. Diagrama de las dos valvulas de seis vias empleadas en la configuracion instrumental gff—/ine

RAM/CE-MS.
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3.4. MUESTRAS ANALIZADAS.

Las muestras analizadas en este estudio fueron muestras de orina de
voluntarios sanos. Se llevaron a cabo dos muestreos diferentes, que corresponden a
las dos pattes en las que estd estructurado este trabajo.

En la primera parte del trabajo las muestras de orina empleadas procedian de
seis voluntarios sanos, tres hombres y tres mujeres, nombradas como H1-H6. En el
segundo muestreo se recogieron 42 muestras de orina de voluntatios sanos, 21 de
ellos fumadores, por lo que fueron nombradas teniendo en cuenta el consumo de
tabaco (F_01-F_21 y NF_01-NF_21).

Todas las muestras se almacenaron en frascos de vidrio color topacio de
250 mL y se congelaron inmediatamente a -32 °C, favoreciendo la precipitaciéon de
las proteinas. En el momento previo al analisis fueron descongeladas a temperatura
ambiente y filtradas (P1”DF 0.22 pm).

La eleccion de los voluntarios sanos, en ambos muestreos, se hizo de forma
tal que tanto la edad como el género (hombre o mujer) fuesen lo mas similares
posibles.

Esta eleccion se recoge en las Tablas 3.2 y 3.3.

Tabla 3.2. Datos estadisticos para las seis muestras de orina de voluntarios sanos, tres hombres y tres
mujeres, H1-H6.

Edad Género
' n Media Mediana | Hombre Mujer H/M |
e e — rsemsren e i
' Voluntarios sanos | 6 25 26 13 3 1
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Tabla 3.3. Datos estadisticos para las 42 muestras de orina de voluntarios sanos, fumadores y no
fumadores (F_01-F_21 y NF_01-NF_21).

' Fumadotes | 21 39 41 9 12 08 |
| No Fumadores | 21 30 28 13 8 16
| Total 42 35 31 22 20 11

3.4.1. DETERMINACION DE CREATININA EN ORINA.

Para compensar las variaciones en la concentracién de la orina todos los
valores de concentraciéon de los analitos fueron normalizados frente a la
concentracién de creatinina y, por tanto, expresados como nmol de analito frente a
pmol de creatinina.

Los niveles de creatinina fueron determinados segin el método de Jaffe
basado en la detecciéon fotométrica del complejo formado entre la creatinina y el
acido picrico'6>. Este método se basa en la medida colorimétrica a 500 nm de la
absorbancia del cromdgeno rojo que se forma tras la reaccion, en solucion alcalina,
de la creatinina con el picrato siendo la intensidad del color directamente
propotcional a la concentracion de creatinina. Se ha demostrado que los cromégenos
generados por otros compuestos presentes en la orina, diferentes a la creatinina y
que interfieren, se forman en los 30 segundos iniciales de reaccion, por lo tanto, entre
los 30 segundos y los 5 minutos posteriores al inicio de la reaccion el incremento de
color se debe exclusivamente a la creatinina.

165 M. Jaffe, Z. Physiol. Chem. 10 (1886) 391. “Ueber den Niederschlag, welchen Pikrinsaure in normalem Harn ergeugt und iiber
eine nene Reaction des Kreatinins”
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Los reactivos empleados fueron:

— Hidréxido sédico (R1): soluciéon de hidréxido sédico 0.2 M.
— Acido picrico (R2): solucién de 4cido picrico 25 mM.

— Estandar (Sc): solucién acuosa de creatinina 0.86 mM o 10 mg dL-.

El procedimiento a seguir en la determinacién de creatinina se enumera a

continuaciéon:

1.
2.

Se mezcla R1 y R2 en una relacién 5:1 (v/v).

En la cubeta del espectrofotometro (1) se afiaden 2.0 mL de la mezcla
R1+R2. Esta disolucién se utiliza como blanco.

En otra cubeta (2) se afiaden 2.0 mL de la mezcla R1+R2 y 400 pL de
Sc. Se agita y se realiza la medida recogiendo los datos de absorbancia
a 1 minuto (Asco) y a 6 minutos (Ases). En la Figura 3.4.a se observa un
ejemplo del espectro UV-VIS obtenido para el estindar, medido a
500 nm.

En la cubeta (2) se afiaden 2.0 mL de la mezcla R1+R2 y 400 uL de la
muestra de orina diluida 1:10 (40 pL de la muestra de orina y 360 puL.
de agua UHQ). Se agita y se realiza la medida recogiendo los datos de
absorbancia a 1 minuto (Amo) y 2 6 minutos (Ams). En la Figura 3.4.b
se observa un ejemplo del espectro UV-VIS obtenido para una

muestra de orina medida a 500 nm.

a) Estandar b) Muestra de orina

2.00

1.50

Absorbancia
-
o
2

=
o
2

2.00

1.50 7

1.00 7

Absorbancia

+ + + T T T
400 600 800 400 600 800
A (nm) A (nm)

Figura 3.4. Espectros UV-VIS obtenidos a 500 nm, (a) estindar y (b) una muestra de orina, formando

complejo con

el picrato.
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Para finalizar el estudio se calculd la concentracién de creatinina de cada

muestra de orina realizando el siguiente tratamiento de los datos:

e Se calcula la variacién de la absorbancia de la muestra (AAyy). Para ello
se obtiene la diferencia entre Ams y Awmo, corrigiéndose asi la
absorbancia inespecifica.

e A continuacién se calcula la variacién de la absorbancia del estandar
(AAs.). Para ello se obtiene la diferencia entre Ascs y Asco del estandar.

e Finalmente se calcula la concentracién de creatinina en la muestra a
partir de la siguiente expresion:

Ay
Mg,

x Conc. Estandar = Conc.Creatinina (mg dL™1)

Como se ha sefialado anteriormente, en el presente trabajo, se emplearon dos
grupos de muestreo. En la Tabla 3.4 se recogen los valores de concentracién de
creatinina para los 6 donantes sanos pertenecientes al primer grupo de muestreo,
3 hombres y 3 mujeres, y en la Tabla 3.5 se pueden observar los valores de
concentraciéon de creatinina de las 42 muestras de orina de donantes sanos que
pertenecian al segundo grupo de muestreo, 21 fumadores y 21 no fumadores. En la
Figura 3.5 se muestran los mismos valores de creatinina para las 42 muestras de orina

mediante un diagrama de cajas (box—plod).

Tabla 3.4. Datos de concentracién de creatinina en las 6 muestras de orina de voluntatios sanos,
H1-HG, expresados en mg dL-1.

Orina Concentracion
i (mgdLh)
H1 99
| s
H3 51
H4 109
H5 179
Ho6 74
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Tabla 3.5. Datos de concentracién de creatinina para las 42 muestras de orina de voluntatios sanos
divididos en dos grupos dependiendo del consumo o no de tabaco, F_01-F_21 y NF_01-NF_21,
expresados en mg dL-1.

Fumadores No Fumadores
Orina Concentracion Orina Concentracion
(mg dL) (mg dL)
| F_ 01 202 NF_01 100 |
| F_02 47 NF_02 85 |
| F 03 92 NF_03 103 |
| F 04 18 NF_04 112 |
| F 05 13 NF_05 22 |
| F_06 145 NF_06 34 |
| F_07 179 NF_07 70 |
| F_08 69 NF_08 59 |
| F_09 168 NF_09 77 |
| F_10 72 NF_10 87 |
| F_11 91 NF_11 18 |
| F_12 315 NF_12 44 |
| F_13 38 NF_13 14 |
| F_14 151 NF_14 162 |
| F_15 52 NF_15 123 |
| F_16 65 NF_16 81 |
| F_17 131 NF_17 71 |
| F_18 11 NF_18 170 |
| F_19 59 NF_19 76 |
| F_20 66 NF_20 83 |
F_21 44 NF_21 22
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Figura 3.5. Representacion de la distribucion de creatinina mediante un diagrama de cajas (box—plod)
para las 42 muestras de voluntarios sanos, fumadores y no fumadores.

3.5. PROCEDIMIENTO EXPERIMENTAL.
3.5.1. SEPARACION ELECTROFORETICA.
Medio acido.
Los capilares empleados en la separacién electroforética en medio acido
fueron de silice fundida con un didmetro interno de 75 um. En este caso, al tratarse

de CZE-DAD, la longitud del capilar fue de 58.2 cm con una longitud efectiva
(distancia desde el extremo de entrada hasta el detector) de 49.7 cm.
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Los capilares nuevos deben ser acondicionados antes de su utilizacién. Este

tratamiento consiste en:

1. Lavado a presion con NaOH 0.1 M durante 10 minutos.

2. Lavado a presion con agua UHQ durante 10 minutos.

3. Lavado a presiéon con tampén acido férmico—formiato amoénico,
100 mM, pH 2.5, durante 10 minutos.

4. Aplicacién de una diferencia de potencial de 25 kV durante 3 minutos

para asegurar que la intensidad de corriente es estable.

Diariamente, antes de comenzar la sesion de trabajo, el capilar se refresca con
agua UHQ y con el tampdn de separacion (BGE) reduciendo los tiempos a la mitad.

A la hora de hacer andlisis consecutivos es conveniente realizar un lavado del
capilar entre muestras, asi se evitan posibles efectos de memoria. Este proceso
consiste en:

1. Lavado a presion con el tampén de separacion, antes de cada muestra,
durante 3 minutos a una presion de 4 bares.

2. Lavado a presiéon con agua UHQ, después de cada muestra, durante
1 minuto a una presién de 4 bares.

Al finalizar la sesién de trabajo se lava el capilar con agua UHQ durante
10 minutos y a continuacién se le pasa aire hasta su préxima utilizacion.

Las condiciones optimizadas para la separacién electroforética (modo CZE)

se indican a continuacion.

e FEl tampdn de separacién esta formado por una disolucién de acido
térmico—formiato aménico 100 mM, pH 2.5.

e la concentraciéon de la muestra de inyeccién que contiene los
nucleésidos y nucleobases de estudio es de 10.0 ug mI1.

e La muestra se introduce en el capilar aplicando una presién positiva,
mediante aire comprimido, sobre el vial que contiene la muestra de
50 mbar, durante 8 segundos.

e La separacion se realiza aplicando un potencial de 25 kV durante todo
el analisis.
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La identificacién de los analitos se realiz6 a partir de sus diferentes tiempos
de migraciéon y mediante comparacion directa de los espectros de UV registrados
para cada pico electroforético con los espectros de los analitos de referencia. Se eligié
como criterio de confirmacién que el ajuste entre espectros fuera igual o superior al
99%.

Medio basico.

Los capilares utilizados en la separacion electroforética en medio basico
fueron de silice fundida con distintos diametros internos, 50, 75 y 100 um. En este
caso, al tratarse de CZE-MS, la longitud del capilar fue de 87.5 cm. En esta
configuracién la entrada del detector DAD se encuentra a una distancia de 21.5 cm.

En este medio basico la metodologia de trabajo, el acondicionamiento de los
nuevos capilares y la identificacién de los analitos se realizaron de forma similar a la
separacién electroforética en medio acido. La tdnica diferencia residia en las
condiciones optimizadas para la separacioén electroforética, las cuales se detallan a

continuacion.

e El tampon de separacion esta formado por una disolucién de formiato
amoénico—amoniaco 30 mM, pH 11.0.

e La concentracién de la muestra de inyeccién que contiene los
nucledsidos de estudio es de 5.0 pg mI1.

e La muestra se introduce en el capilar aplicando una presién positiva,
mediante aire comprimido, sobre el vial que contiene la muestra de
50 mbar, durante 10 segundos.

e La separacion se realiza aplicando un potencial de 30 kV durante todo
el analisis.
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3.5.2. SEPARACION ELECTROFORETICA CON DETECCION POR

ESPECTROMETRIA DE MASAS (CE—MS).

Modo positivo (CE—-ESI(+)MS).

Los capilares empleados en la separacion electroforética acoplada a un
espectrometro de masas fueron de silice fundida con un didmetro interno de 75 pm.
En este caso, al tratarse de CE-MS, la longitud del capilar fue de 87.5 cm. En esta
configuraciéon la entrada del detector de D.AD se encuentra a una distancia de
21.5 cm.

La identificacién de los analitos se realiz6 a partir de sus diferentes tiempos
de migracién y aislando el ion mayoritario procedente de la ionizacién molecular
correspondiente [M+H]*. La variable cuantitativa utilizada fue la relacion entre el
area de pico generada por dicho ion, expresada en unidades arbitrarias y el area de
pico generada por el patrén interno marcado isotdépicamente. Hay que recordar que
se dispone de dos patrones internos, C—Gua y PC-A. Cada nucleésido y
nucleobase estudiado, dependiendo de su estructura, se va a relacionar con aquel
patrén interno que se adecue mds a su estructura. Asi, para la cuantificacion de las
nucleobases estudiadas, Gua, 7TmGua, 1mGua y 9ImGua se va a utilizar el patrén
interno que también es una nucleobase, 13C—Gua. Mientras que para los nucleésidos
analizados Cyt, ImA, A, 7mG y G se va a utilizar el patrén interno 13C—A, ya que
éste también es un nucledsido.

Modo negativo (CE-ESI(-)MS).

Los capilares empleados en la separacion electroforética acoplada a un
espectrémetro de masas fueron de silice fundida, pero esta vez, con un didmetro
interno de 50 pm. Al tratarse de CE—MS la longitud del capilar fue de 87.5 cm. En
esta configuracion la entrada del detector de DAD se encuentra a una distancia de
21.5 cm.

La identificacion de los analitos se realiz6 a partir de sus diferentes tiempos
de migracion y aislando el ion mayoritario procedente de la ionizacién molecular
correspondiente [M-H]-. La variable cuantitativa utilizada fue la relacion entre el area
de pico generada por dicho ion, expresada en unidades arbitrarias y el area de pico

generada por el patrén interno marcado isotépicamente. Hay que recordar que se
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dispone de wun patrén interno, adenosina—13Cio’Ns  5—monofosfato,
13C19 ’Ns—AMP.

3.5.3. EXTRACCION EN FASE SOLIDA (SPE).

Preconcentracion mediante SPE previo al analisis CE-ESI(+)MS.

El sorbente empleado fue el Isolute ENT/+, un sorbente de poliestireno—
divinilbenceno hidroxilado. Los cartuchos de extraccién fueron acondicionados
pasando secuencialmente 2.0 mLL. de ACN y 2.0 mL de agua UHQ.

El paso de las muestras de orina, 2.0 mL de muestra, a través del cartucho se
llevé a cabo por gravedad. Una vez finalizada la etapa de retencion los cartuchos se
secan durante 15 minutos con una bomba de vacio de -15 mmHg
(ImmHg = 133.322 Pa). La elucién de los componentes retenidos se llevé a cabo
con 2.0 mL de una mezcla de ACN:NH; con una relaciéon 90:10 (v/v). La fase
organica obtenida se evapora hasta sequedad en un dispositivo de evaporaciéon que
emplea una corriente de Nitrégeno (N2). El residuo seco se disuelve en 500 pL de
agua UHQ acidulada con 4cido férmico al 0.1% (v/v).

En la Figura 3.6 se muestra un esquema del procedimiento global de analisis

utilizado para la determinacién de nucledsidos y nucleobases modificados.
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\
PR — i _______ | (Acond1c10nam1ent0 del cartucho: :
: Extraccién SPE: 1 - ' 2.0mL ACN 1
1 Isolute ENV+ : 1 2.0 mL agua UHQ )
Nttt S B N fipisyuly - suuter
e ———————————— N
|( Elucion: 1
i 20mLACN:NH; |
| 90:10 (v/v) I
\ ]
—————————————— -
S \
: Evaporacion del 1
1 disolvente 1
N e J
{” Redisolucion del residuo
1 seco a 500 pL 1
| agua UHQHCOOH |
l\ 0.1% (v/v) I e ————————————— .
S e e e -/ I' Condiciones CZE: 1
‘ | BGE: HCOOH/NH,HCOO 100 mM, pH 2.5 I
——————————————— 1 sa L I
( . . A Inyeccion: 50 mbar, 8 seg 1
Analisis mediante : | Voltaje: 25 kV :
1 CZE-ESI(+)MS 1 ilar: 25 ©
\__SZEISIONS ) 4mm \Impemtmcplerzc J

Figura 3.6. Esquema del procedimiento global de analisis para la determinacién de nucleésidos y
nucleobases modificados.

Preconcentracién mediante SPE previo al analisis CE-ESI(-)MS.

El sorbente empleado fue el Iso/ute ENT/+, un sorbente de poliestireno—
divinilbenceno hidroxilado. Los cartuchos de extracciéon fueron acondicionados
pasando secuencialmente 5.0 mI. de MeOH y 5.0 mL de agua UHQ.
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El paso de las muestras, 5.0 mL de orina diluida con agua UHQ en una
proporcién 1:1 (v/v), a través del cartucho se llevé a cabo por gravedad. Una vez
finalizada la etapa de retencion los cartuchos se secan durante 15 minutos con una
bomba de vacio de -15 mmHg (ImmHg = 133.322 Pa). La elucién de los
componentes retenidos se llevo a cabo con 2.0 mL de una mezcla de MeOH:NHj3
con una relacién 90:10 (v/v). La fase organica obtenida se evapora hasta sequedad
en un equipo de concentracion de muestras SBHCONC/1 que emplea una cortiente
de Nitrégeno (Nz). El residuo seco se disuelve en 1.0 mL de una mezcla 1:10 (v/v)
BGE:agua UHQ.

En la Figura 3.7 se muestra un esquema del procedimiento global de analisis
utilizado para la determinacién de nucledsidos y nucleésidos modificados (metilados
e hidroxilados).

II Muestra: \l
15.0 mL orina:agua UHQ :
: 1:1 (v/v) 1
N e e =y
______________ N
\Filtracién: PVDF 0.22um:
L 2 o o e -
& t~ o ] \
(mmm——————————— N : Acondicionamiento del cartucho: :
1 Extraccion SPE: 1 - 1 5.0 mL MeOH |
| Isolute ENV+ | | 5.0mL agua UHQ )
e ———————————— N
( Elucion: :
| 20mL MeOH:NH, |
1 . 1
| 90:10 (v/v) |
| —— i ______ 4
Y \
I Evaporacién del !
1 1 1
1 disolvente 1
N e e e o J
e ———————————— <
Redisolucion del residuo |
1 secoa 1.0 mL 1
I 1:10 (v/v) BGE: agualHQ 1|
[ ] e ————————
N o o e o - g ‘\
Condiciones CZE: 1
¥ | BGE:NH,HCOO/NH;, 30 mM, pH11.0 |
(CTTTTETEET T N I Inyeccion: 50 mbar, 10 seg :
: Analisis mediante ! ! Voltaje: 30 kV H
|\ CE-ESI(-)MS ’I - \\Temperatura capilar: 25 °C ’l

Figura 3.7. Esquema del procedimiento global de analisis para la determinacién de nucleésidos y
nucleésidos modificados (metilados e hidroxilados).
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3.5.4. MATERIAL DE ACCESO RESTRINGIDO (RAM).

Como se ha indicado anteriormente la configuracion instrumental empleada
en el acoplamiento RAM/CE es de tipo off~/ine y es similar a la modalidad de
columna tnica con la diferencia de que el eluyente del RAM no alcanza directamente
el detector sino que es recogido de forma manual para su posterior determinacién
por CE-MS. Esta configuracién se encuentra detallada en la Figura 3.8.

En esta etapa de limpieza la inyeccion se lleva a cabo mediante un inyector
automatico que introduce la muestra en el bucle de inyeccién, etapa (a) “Carga bucle
de muestra”, Figura 3.8.a. A continuacién la valvula, que se encontraba en posicién
(a) cambia a la posicion (b) “Inyeccion en el RAM y limpieza” e impulsa el disolvente
de la bomba A, agua UHQ, hacia el bucle de inyeccién, arrastrando asi el bolo de
muestra desde el bucle de inyecciéon hasta el RAM, como se recoge en la
Figura 3.8.b. La bomba A funciona con un flujo de 0.25 mL min-! durante 4 minutos.
Mientras tanto los compuestos de la matriz son lavados y eliminados a desecho y los
compuestos de interés son retenidos por el RAM. Transcurridos los 4 minutos de la
etapa (b) el equipo cambia de forma automatica a modo (c¢) “Eluciéon del RAM y
recogida de la muestra” y, mediante la bomba B, el disolvente 6ptimo para eluir los
analitos, ACN:agua UHQ 70:30 (v/v), es impulsado hacia el RAM con un flujo de
0.50 mL min'. Los analitos retenidos en el RAM son eluidos y en vez de ser
arrastrados hasta la columna cromatografica son recogidos de forma manual en un
vial, Figura 3.8.c. Controlando el tiempo de elucién se recogen 250 pl. de la muestra
(30 segundos). Después de la recogida de la muestra, el equipo se mantuvo en
funcionamiento durante 3 minutos y medio, etapa (c), para lavar completamente el
RAM y arrastrar asi cualquier resto de analito retenido en él. A continuacion, el

sistema de manera automatica vuelve a su posicién inicial.

La fraccién eluida fue evaporada mediante una corriente de Ny hasta sequedad
a 30 °C. Una vez que se evapord todo el disolvente el residuo seco fue reconstituido
con el medio de inyeccién apropiado, 250 uL. de BGE 30 mM (pH 11.0), para su
posterior analisis mediante CE—ESI(-)MS.
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a) Carga bucle de muestra b) Inyeccion en el RAM y limpieza
Bomba A: Bomba A:
Bucle de muestra  agua UHQ Bucle de muestra  agua UHQ ]
o 500 pL. 0.25 mL min”
500 pl. 025 mLminl) g ( ) Desecho
Desecho Desecho
Muestra: Orina:agua UHQ Recogida  Bomba B: Muestra: Orina:agua UHQ Recogida ~ Bomba B:
11 (v/v) ACN:agua UHQ 11 (v/v) ACN:agua UHQ
70:30 (v/v) 70:30 (v/v)
(0.50 mL min!) (0.50 mL min-1)

¢) Elucién del RAM y recogida de la muestra

Bomba A:
Bucle de muestra agua UHQ
500 pL. int
P (0.25 mL min™) Desecho
Desecho
|
Muestra: Orina:agua UHQ Bomba B:
1:1 (v/v) Recogida ACN:agua UHQ
(250 uL, 30's) | 70:30 (v/v)
(0.50 mL min'!)
¥

__________________ 3

1 Evaporacién del disolvente|

_________________ ’

( TR |

e - 1 Redisolucion del residuo 1

|' Condiciones CZE: H | seco en 250 uL BGE 30 mM H

i BGE: NH,HCOO/NH; 30 mM, pH11.0} R e EEEEEE T ’

| Inyeccion: 50 mbar, 10 seg ., D A N

: Voltaje: 30 kV/ ar 35 °C : |{ Analisis mediante :
1 :

e R e S o— L CZELSIOMS

Figura 3.8. Diagrama de las dos valvulas de seis vias empleadas en la configuracion instrumental gff—/ine
RAM/CE-MS.
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IV. DETERMINACION DE NUCLEOSIDOS MEDIANTE CE-ESI(+)MS

4.1. COMPORTAMIENTO ELECTROFORETICO DE NUCLEOSIDOS

Y NUCLEOBASES MODIFICADOS.

Debido a la escasa bibliografia que hace referencia a la separacion
electroforética de estos analitos en la modalidad de electroforesis capilar zonal, CZE,
el primer estudio a realizar en el desarrollo de este trabajo fue comprobar el
comportamiento de los nucledsidos y nucleobases en diferentes medios de
separacion, medio acido y medio basico, con objeto de plantear las posibilidades que
ofrece esta modalidad electroforética en la separacién de los electrolitos implicados.
Para este estudio se utilizé un detector UV-VIS de barrera de diodos (diode array
detector, DAD).

Como medio electroforético de separacion (background electrolyte, BGE) se
estudiaron los siguientes:

= Medio acido: Disolucién acuosa formada por tampoén acido férmico—
formiato aménico, pH 2.5.

= Medio basico: Disolucién acuosa de amoniaco al 5% (v/v), pH 11.75.

Se utilizaron capilares de silice de 75 pm de diametro interno y 58.2 cm de
longitud. El pretratamiento aplicado al capilar consiste en un lavado a presién con
hidréxido sédico (0.1 M), agua UHQ y tamp6n acido férmico—formiato aménico
(500 mM, pH 2.5) durante 10 minutos. Diariamente, antes de comenzar la sesion de

trabajo, el capilar se refresca con agua UHQ y con el tamp6n de separacion.

A la hora de hacer anilisis consecutivos es conveniente realizar un lavado del
capilar entre muestras, asi se evitaran posibles efectos de memoria. Este proceso
consiste en un lavado a presion, 4 bares, con el medio electroforético de separacion

durante 3 minutos y con agua UHQ durante 1 minuto.

La temperatura del capilar a la que se llevé a cabo la separacion electroforética
fue de 20 °C y se aplicé una diferencia de potencial de 20 kV. La inyeccién de la
muestra fue de tipo hidrodiniamica, aplicando una presiéon de 50 mbar durante
10 segundos.

Los nucleésidos y nucleobases estudiados se encuentran en una
concentracion de 10.0 pg mL' y son: Guanina (Gua), 7-metilguanina (7mGua),
l-metilguanina (1mGua), 9-metilguanina (9ImGua), citidina (Cyt), adenosina (A),
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l-metiladenosina,  (ImA), guanosina (G), 7-metilguanosina  (7mG),
2’-deoxiguanosina (2dG), 8—hidroxi—2’—deoxiguanosina (§OH2dG), inosina (INN)
y 5—metiluridina (5mU).

Se inyecta cada analito por separado para conocer su tiempo de migracion (tm)
y poder tener una referencia de su comportamiento cuando se analicen mezclas de
todos los nucledsidos y nucleobases.

Medio acido.

De todos los compuestos estudiados se comprueba que en medio acido
(pH 2.5) es posible llevar a cabo la separacion de diez de ellos. A continuacion se
muestra el electroferograma de cada nucledsido y nucleobase estudiado, Figura 4.1.

2]! 7mGua
|
|
. @
2] \ Gua
|
‘\
B
P Cyt
2] | ImGua 1} )
| ‘ \‘
\ \
|
\ \\
e OSSN | SRR
7] “ ImGua 1] 7mG
| \
| ]
| \__
2] A ] 2dG
| ‘\
|
l ‘w
2] " ImA 1 f‘ G
| \\
|
- 7,,,,,,‘“‘_ JL“
5 75 " 10 min 5 75 10 125 15 min

Figura 4.1. Electroferogramas de cada nucledsido y nucleobase estudiado mediante deteccién con
barrera de diodos (DAD) (A, 260 nm). Medio de separacién: acido férmico—formiato aménico 500 mM,
pH 2.5. Medio de inyeccién: agua UHQ, concentracién 10.0 pg mI-! de cada analito. Condiciones
instrumentales: inyeccién hidrodindmica (50 mbar, 10 s), 20 kV.

112



IV. DETERMINACION DE NUCLEOSIDOS MEDIANTE CE-ESI(+)MS

Medio basico.

En la Figura 4.2 se muestra el electroferograma de cada nucledsido y
nucleobase estudiado cuando el medio empleado en la separacion electroforética es
un medio basico, disolucién acuosa de NH3 al 5% (v/v), pH 11.75.

| 1mGua
Ll
I

7 | 2dG
2]
I
| G
5] Gua
| |
[ Y v S
1
11‘\ 7mGua x
|
J
S [ Lo
§ 21| 8OH2dG
27 | 9mGua ‘
]
|
; \
I oo S I
2 4 6 8 10 min 2 4 6 8 10 min

Figura 4.2. Electroferogramas de cada nucledsido y nucleobase mediante deteccién con barrera de
diodos (DAD) (A, 260 nm). Medio de separacién: NH3 al 5% (v/v), pH 11.75. Medio de inyeccion:

agua UHQ, concentracién 10.0 ug mI-! de cada analito. Condiciones instrumentales: inyeccion
hidrodindmica (50 mbar, 10 s), 20 kV.

A continuacién, a modo resumen, se indican en la Tabla 4.1 los analitos que
son detectados en cada medio de separacién.
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Tabla 4.1. Separacién electroforética de nucledsidos y nucleobases en medio acido y medio basico.

Analito Medio Acido  Medio Basico
| 7-metilguanina (7mGua) v v |
| Guanina (Gua) v v |
. 1-metilguanina (ImGua) v v .
. 9-metilguanina (9mGua) v v .
| Adenosina (A) v x |
| 1—metiladenosina (1mA) v x |
. Citidina (Cyt) v x .
| 7-metilguanosina (7mG) v x |
| 2’-deoxiguanosina (2dG) v v |
| Guanosina (G) v v |
| Inosina (INN) x 4 |
| 5-metiluridina (5mU) x 4 |
8—hidroxi—2’—deoxiguanosina « v I

(8OH2dG)

..............................................................................................

'
'
'
'
'

-

v, Sefial electroforética.
%, No sefial electroforética.

Los resultados obtenidos son concordantes con las propiedades acido—base
de los analitos estudiados. La tnica excepcion la presenta el analito INN, ya que éste
tiene un valor de pKa de 1.2 (ver Tabla 1.2) y por tanto se encuentra protonado en
el medio acido. El hecho de que la INN no se detecte en este estudio se debe a su
baja sensibilidad en DAD. Sin embargo, estudios posteriores con CE-MS
demostraron que si puede detectarse en este medio debido a la mayor sensibilidad
que presenta la espectrometria de masas frente a la deteccidén espectrofotométrica
con DAD.
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A la vista de los resultados obtenidos se decidi6 realizar un estudio
electroforético mediante electroforesis capilar zonal (CZE) en medio acido, con los

diez analitos susceptibles de migrar en estas condiciones.

4.2. SEPARACION ELECTROFORETICA.

Para encontrar las condiciones adecuadas en las que llevar a cabo la separacion
de estos analitos en medio acido, se realizé un estudio detallado de todas aquellas
vatiables que afectan al método: tanto las que afectan a la separacién (composicién
del medio de separacién, presencia de disolventes organicos, concentraciéon del
electrolito de separaciéon y voltaje aplicado); como aquellas que afectan a la
introduccién de la muestra (modalidad de inyeccién, medio y tiempo de inyeccién).

4.2.1. INFLUENCIA DEL VOLT AJE APLICADO EN LA SEP ARACION.

Una etapa clave a la hora de conseguir una separacién eficaz de los
nucleésidos y nucleobases estudiados es la determinacién de la composicién del

medio o tampén de separacion.

Inicialmente el medio de separacién ensayado fue un tampén de acido
férmico—formiato amoénico, pH 2.5.

En todo este apartado de optimizacioén de la separacion electroforética se va
a emplear como muestra una mezcla acuosa de nucleésidos y nucleobases en una

concentraciéon de 10.0 ug mL-. Los analitos presentes en la muestra son: Gua,
7mGua, 1mGua, 9mGua, A, ImA, Cyt, G, y 2dG.

Se estudié como influye la presencia de un disolvente organico en el medio
de separacion. Se utilizé metanol (MeOH) como disolvente organico y se estudiaron

medios de separacion con distintas proporciones entre 2-10% (v/v).

Al realizar los primeros analisis en este medio 4acido se producia una caida en
la intensidad de la corriente. La tnica forma de solucionar este problema consistio
en disminuir el tiempo de inyeccion de 10 a 5 segundos.
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En los primeros registros obtenidos se pudo observar que no se detectaba el
mismo numero de sefiales electroforéticas como analitos habfa en las muestras. Para
solucionar esta situacion se puede optar por aumentar el tiempo de andlisis o bien,
por hacer un gradiente de potencial, ya que se podtia pensar que se pierde algin
analito al terminar el analisis en 25 minutos. Se eligi6é llevar a cabo escalones de

potencial para adelantar la migracién de los analitos mas retrasados.

Para optimizar la separacion electroforética inicialmente se aplica un unico
escalon de potencial. Este escaléon se lleva a cabo transcurridos 15 minutos de

analisis, aumentando el potencial de 20 a 30 kV, Figura 4.3.
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Figura 4.3. Electroferograma de una mezcla de 9 nucledsidos y nucleobases en el cuil se ha llevado a
cabo un escalén de potencial. Transcurridos 15 minutos de analisis el potencial pasa de 20 a 30 kV.

En el electroferograma mostrado en la Figura 4.3 se puede observar que hay
un tramo de 10 a 18 minutos en el cual no se detecta ningin analito. Por ello, se
aplica otro escalon de potencial para adelantar ain mas la migracion de los analitos,
con el propésito de poder reducir el tiempo de analisis. En este caso, transcurridos
12 minutos de analisis, se aumenta la diferencia de potencial de 20 a 25 kV y alos 15
minutos del inicio del analisis se incrementa hasta 30 kV, Figura 4.4.
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Figura 4.4. Electroferograma de una mezcla de 9 nucleésidos y nucleobases en el cual se han llevado a
cabo dos escalones de potencial: transcurridos 12 minutos de analisis el potencial pasa de 20 a 25 kV y

a los 15 minutos aumenta el potencial a 30 kV.

Como se puede observar se logra un acortamiento en el tiempo de analisis: de
22 minutos, que es el tiempo al que apatece el ultimo analito cuando se lleva a cabo
un escalén en el potencial, a 16 minutos cuando se realizan dos escalones de

potencial. Por lo que, en postetiores estudios se va a trabajar con dos escalones de

potencial.

4.2.2. OPTIMIZACION DEL MEDIO ELECTROFORETICO DE SEPARACION.

Concentracion del electrolito de separacién.

En los estudios iniciales la intensidad de la corriente resultd ser bastante alta,
del orden de los 100-150 pA. Un aspecto a tener en cuenta en el acoplamiento del
sistema electroforético a un detector por espectrometria de masas es que la
intensidad de la corriente no debe superar los 50 pA. Con vistas al acoplamiento de
la electroforesis capilar al espectrometro de masas se debe optimizar la

117



IV. DETERMINACION DE NUCLEOSIDOS MEDIANTE CE-ESI(+)-MS

concentracion del tampén de separacion para que la intensidad de corriente sea

inferior a ese valor.

Las concentraciones del medio electroforético de separacién estudiadas
fueron 50, 100, 150, 250 y 500 mM.

En la Tabla 4.2 se representan los valores del voltaje (kilovoltios) y de la
intensidad (microamperios) al variar la concentracién del medio de separacion.

Tabla 4.2. Influencia de la concentracién del medio electroforético de separacion en la intensidad de

corriente.

Acido Formico—

Formiato Aménico Voltaje aplicado Intensidad

(M) (V) (1A)
50 20-30 17-27
100 20-30 25-41
150 20-30 32-52
250 20-30 45-76
500 20-30 85-165

A la vista de los resultados obtenidos, en postetriores estudios, se trabajo
utilizando una concentracién del tampén de separacion entre 50 y 100 mM. Como
el perfil de los picos empeora para la concentracién de 50 mM se eligié una
concentraciéon de BGE de 100 mM.
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Presencia de disolvente organico en el medio de separacion.

La presencia de disolvente organico en el medio de separacién puede tener un
efecto importante en la resolucién de los picos electroforéticos ademas de modificar
la velocidad del flujo electroosmdtico, debido a su influencia en la viscosidad del
medio electroforético de separacion, lo que producira variaciones en los tiempos de

migracién de los compuestos.

Con el fin de determinar la influencia que el porcentaje de disolvente organico
ejerce sobre la separacion electroforética se realizé un estudio adicionando MeOH
al medio de separacion. Se trabajé con porcentajes de MeOH comprendidos entre
el 2y el 10% (v/v). Para este estudio se empled una muestra con 6 analitos: 7mGua,
1mGua, 9ImGua, A, ImA y G.

Se observé un aumento en los tiempos de migracion de los nucledsidos y
nucleobases modificados al modificar el porcentaje de MeOH, debido al aumento
de la viscosidad del medio y a la consiguiente disminucién de la velocidad del flujo

electroosmotico. Los electroferogramas se muestran en la Figura 4.5.

En estudios posteriores se decidi6 trabajar en ausencia de medio organico, es
decir, utilizando como medio de separaciéon una disolucién acuosa tamponada de
acido férmico—formiato amoénico 100 mM, pH 2.5, ya que no se observan mejoras

apreciables con la presencia del disolvente organico.
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Figura 4.5. Influencia de la adicién de metanol

4.2.3. ESTUDIO DE LA MODALIDAD

]‘5 40 min

(MeOH) al medio de separacion.

DE INYECCION.

La inyeccién de muestra en un sistema de electroforesis capilar se puede
realizar siguiendo dos modalidades diferentes:

= Inyeccién hidrodindmica: Implica la aplicacién de un gradiente de

presion entre los extremos del capilar.

= Inyeccién electrocinética:
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En ambos casos el volumen de muestra que se introduce en el capilar se
controla mediante el tiempo de inyecciéon. A mayor tiempo de inyeccién mayor
cantidad de muestra introducida y por lo tanto, mayor sensibilidad. Sin embargo, al
aumentar el tiempo de inyeccion se produce un ensanchamiento de la zona inyectada
que puede influir negativamente en la eficacia y en la resolucion. Por ello hay que
llegar a una situacién de compromiso que implica encontrar un tiempo de inyeccién
para obtener una buena sensibilidad sin perjudicar la resolucién entre los picos

electroforéticos.

En este trabajo se investigaron ambas modalidades de inyeccién con objeto
de encontrar cudl de ellas es la mas adecuada para la separacién de los analitos de
interés.

Inveccion hidrodinamica.

La inyeccién hidrodinamica se realizé por aplicacion de una presion positiva
de 50 mbar con aire durante tiempos de inyeccién comprendidos entre 4 y

12 segundos.

La muestra utilizada fue una mezcla patrén de los nucle6sidos y nucleobases
en agua UHQ, a una concentracién de 10.0 pg mL-1. El tampén de separacién
utilizado fue acido férmico—formiato amoénico 250 mM, pH 2.5. La separacion se

llev6 a cabo aplicando los escalones de potencial optimizados previamente.

Los resultados indican que tiempos de inyeccién entre 5 y 8 segundos
permiten obtener una sensibilidad y selectividad adecuadas.

Con esta modalidad de inyeccién hidrodinidmica se realizé una experiencia
posterior dirigida a estudiar la posibilidad de desarrollar fenémenos de focalizacién
durante el proceso de inyeccion. Por ello, se inyectd un pequefio bolo de disolucién
acida inmediatamente después de la inyeccién de la muestra acuosa. Los protones
del medio 4cido son iones de gran movilidad por lo que, al aplicar el voltaje de
separacion, se moveran hacia el bolo de muestra. Ello debera provocar un cambio
de acidez en la zona del bolo de muestra y, por tanto, que los analitos (inicialmente
neutros por estar en medio acuoso) adquieran una fraccién de carga positiva que
aumente su movilidad electroforética. La focalizacién deberfa producirse en la
interfase de separacion entre la zona de muestras y el tampoén electroforético, de

mayor fuerza ionica.
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Este estudio se realizé inyectando la muestra en un medio acuoso durante
4 segundos y posteriormente inyectando una disolucién 4acida durante 1, 2 o
3 segundos. Ademads se modificé la concentraciéon del medio 4cido variando las
concentraciones de dcido férmico entre 0.1, 1, 2 y 5% (v/v). En los
electroferogramas de la Figura 4.6 se puede observar un ejemplo de la inyeccién
hidrodinamica convencional comparada con una inyeccién en la que se ha
introducido un bolo de una disolucién acida, es decir, en la que se pretende llevar a

cabo la focalizacidén de los analitos.
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Figura 4.6. Electroferogramas para (a) una inyeccién hidrodinamica de muestra durante 4 segundos, (b)
igual que (a) pero con inyeccion postetior de un bolo de medio acido, acido férmico al 1% (v/v) durante

1 segundo, (c) 2 segundos y (d) 3 segundos.
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No se observa ninguna mejorfa en la resolucién de la sefial cuando se
incrementa el porcentaje de medio 4cido hasta el 5% (v/v) con respecto a la que se
obtiene con inyeccién hidrodinamica simple.

Cuando se comparan los electroferogramas obtenidos al inyectar una misma
concentracién de acido, 1% de acido férmico, variando solo los distintos tiempos de
inyeccion del bolo de disolucion 4cida (Figura 4.6.b, ¢ y d) se puede observar que
tampoco hay mejorfa en la sensibilidad ni en la resolucion.

Todo ello indica que no se consigue efecto de focalizacién con la inyeccién
de un bolo de disolucion acida.

Inveccion electrocinética.

En la inyeccién electrocinética la introduccion de los analitos en el capilar
depende tanto del flujo electroosmoético como de la carga y movilidad de los analitos,
ya que ésta se lleva a cabo mediante la aplicacion de un voltaje entre los extremos
del capilar.

Esta modalidad de inyeccion es mas selectiva que la inyeccion hidrodinamica,
ya que se basa en el mismo principio que la separacién electroforética, es decir, en la
migracion diferencial de los iones bajo el campo eléctrico aplicado. Asi, una muestra
inyectada electrocinéticamente estard enriquecida en especies catidnicas, cuya
movilidad electroforética se suma a la del flujo electroforético; mientras que estara
empobrecida en compuestos anidnicos, cuya movilidad electroforética tiene sentido
opuesto al flujo electroosmotico. Las especies neutras entraran en el capilar

unicamente dirigidas por el flujo electroosmético.

Por ello, en este modo de inyeccion debemos introducir los analitos ya
cargados con objeto de favorecer su entrada en el capilar, por tanto, la muestra
ademas de estar en un medio acuoso tiene que contener un porcentaje de medio
icido, en nuestro caso un 5% (v/v) de acido férmico.

Se estudiaron distintos voltajes de inyeccién: 5, 8, 10 y 15 kV y a su vez, para
cada voltaje de inyeccidén se ensayaron distintos tiempos de inyeccién: 5, 15 y
25 segundos. En todas las experiencias realizadas se obtuvieron registros con picos
mucho menos sensibles que los obtenidos con inyecciéon hidrodindmica para
muestras de la misma concentracién. Ademas, se comprobd que la utilizacién de

tiempos de inyeccién mayores de 5 segundos provocaba una notable deformacion
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de los picos electroforéticos, que presentaban una apariencia casi rectangular. Por
otra parte, el aumento del tiempo de inyeccién origina una clara disminucién de la

resolucion.

Un ejemplo de los resultados obtenidos al llevar a cabo una inyeccién

electrocinética a 10 kV se muestra en la Figura 4.7.
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Figura 4.7. Electroferogramas de una inyeccién electrocinética con un voltaje de inyeccién de 10 kV

para tiempos de inyeccién de 5, 15 y 25 segundos.

A la vista de los resultados obtenidos se decidi6 trabajar posteriormente con
inyeccion hidrodinamica, por aplicaciéon de una presion de 50 mbar durante
8 segundos, ya que la inyeccién electrocinética no supuso ninguna mejora ni en

sensibilidad ni en resolucion.
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4.3. ACOPLAMIENTO ELECTROFORESIS CAPILAR -

ESPECTROMETRIA DE MASAS.

El acoplamiento de un sistema de electroforesis capilar a un detector de
espectrometria de masas (CE—M.S) mejora notablemente la capacidad de deteccion
de la técnica, al disponer para ello de un sistema de gran selectividad y poder de

identificacion.

El equipo de MS utilizado en este trabajo tiene un analizador de cuadrupolo
sencillo, conectado a una fuente de ionizacién de electrospray (electrospray ionization,
EST). La interfaz con el equipo de electroforesis capilar es de tipo “liquido adicional
o envolvente”, es decir, consta de un dispositivo coaxial por donde circula un liquido
adicional responsable de cerrar el circuito eléctrico y a su vez, de favorecer el proceso

de electronebulizacion.

En todo el estudio se trabajé con la interfaz EST en modo positivo, ya que la
identificacion de todos los analitos se realizo registrando el ion correspondiente a la
molécula protonada [M+H]*. En la Tabla 4.3 se muestran los iones [M+H]*
empleados en la identificacion y cuantificacién de cada analito y los correspondientes

a los patrones internos.
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Tabla 4.3. Iones [M+H]* empleados en la identificacién y cuantificacion, asi como el peso molecular

de los analitos en estudio.

CAnalio M [M+H]*(m/2) |
| Guanina (Gua) 151 152 '
7—metilguanina (7mGua)

\ 1-metilguanina (ImGua) 165 166
9—metilguanina (9ImGua)

| Citidina (Cyt) 243 244
Adenosina (A) 267 268
1-metiladenosina (1mA) 281 282
Guanosina (G) 283 284

| 7-metilguanosina (TmG) 298 299

| 8-5C_guanina (9C-Gua) 152 153
Ribosa—2—-13C—adenosina('*C-A) 268 269

4.3.1. OPTIMIZACION DE L.OS PARAMETROS QUE AFECTAN AL ELECTROSPRAY.

En este estudio se han utilizado algunos parametros optimizados previamente

en el grupo de investigacién y se comprobé su eficacia a la vista de los registros

obtenidos de los analitos de interés mediante inyecciones directas de patrones

individuales. Los parametros que se tomaron como 6ptimos fueron los siguientes:

= Composicién del  liquido

adicional:

1:1 (v/v) con 4cido acético 7.5 mM.

= Caudal del liquido adicional: 0.78 uL min-1.
= Voltaje del capilar: +3500 V.

= Presion del gas de nebulizacion: 10 psi.

= Caudal del gas de nebulizaciéon: 6 L min.

agua UHQ:isopropanol

= Temperatura del gas de nebulizacién: 150 °C.

126



IV. DETERMINACION DE NUCLEOSIDOS MEDIANTE CE-ESI(+)MS

En la Figura 4.8 podemos observar el electroferograma de ion total (T1E)
obtenido en estas condiciones.
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Figura 4.8. Electroferograma de ion total (TIE) de una mezcla de nucledsidos y nucleobases
modificados utilizando como liquido adicional una mezcla de agua UHQ:isopropanol 1:1 (v/v) con

acido acético 7.5 mM.

También se realizaron otros estudios encaminados a la optimizacion de la
composicién del liquido adicional variando el tipo de acido con el que se acidifica el
liquido. Se realizaron estudios con acido férmico en la misma concentracion de
7.5 mM. Los resultados obtenidos mostraron unos tiempos de migraciéon y unas
alturas muy parecidas a las obtenidas para el dcido acético, por lo que se decidid
seguir trabajando con una mezcla agua UHQ:isopropanol 1:1 (v/v) con 4cido acético
7.5 mM.

Optimizacién del potencial de cono.

Se decidi6 estudiar la influencia del potencial de cono sobre la sensibilidad de
las sefiales obtenidas (y sobre la posible fragmentacién de los compuestos
analizados).
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representacion de la sefial obtenida para cada compuesto, en funcién del potencial
de cono aplicado, se muestra en la Figura 4.9. En esta figura se aprecia una mayor
sensibilidad en la respuesta en ESI(+) cuando el potencial de cono aplicado es de

El potencial de cono fue variando patra una mezcla de ocho nucleésidos, Gua,
7mGua, 1mGua, ImGua, A, ImA, Cyt y 7mG, en el margen de 40-150 V

(no observandose fragmentacién en el margen de potenciales aplicados). La

100 V, por ello, en estudios posteriores se aplico este potencial de cono.

Figura 4.9. Representacion grafica de las areas obtenidas frente a los valores diferentes de potencial de
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En la Figura 4.10 se muestra el electroferograma de ion total (T1E) y el ion
extraido de los nucleésidos y nucleobases modificados estudiados cuando se trabaja
en las condiciones 6ptimas encontradas.
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Figura 4.10. Electroferograma de ion total (TIE) y de ion extraido para una mezcla patrén de
9 nucleésidos y nucleobases en las condiciones 6ptimas. Se incluyen los compuestos utilizados como
patrones internos, 13C—Gua y 3C-A.
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4.4. APLICACION DEL METODO DESARROLLADO: MUESTRAS DE

ORINA.

En los apartados anteriores se han puesto a punto las condiciones adecuadas
para la separacion electroforética en medio acido mediante electroforesis capilar
zonal (CZE) y la posterior deteccién, mediante espectrometria de masas, de un
conjunto de nueve nucledsidos y nucleobases modificados de interés clinico por su

utilidad como marcadores biolégicos de una gran variedad de patologias.

En este apartado se aborda la problematica del analisis de estos analitos en
muestras reales. La dificultad que conlleva el analisis de estos metabolitos endégenos
esta relacionada, por una parte, con los distintos niveles de concentracién en que
esta presente cada analito de forma natural en la orina y ademas, hay que contar con
la gran variabilidad que presentan dichos compuestos de un individuo a otro. Por
ello, en el estudio que se describe a continuacion, se va a trabajar con seis muestras
de orina de voluntarios sanos.

La recogida de las muestras se lleva a cabo siguiendo el procedimiento descrito
en la parte experimental. Todas las muestras se almacenan a -18 °C en frascos topacio
hasta su utilizacioén para evitar cualquier tipo de alteracién en las muestras de orina.
En primer lugar, antes del analisis, hay que llevar a cabo la descongelacién de las
muestras. Para ello se mantienen a temperatura ambiente. En las muestras de orina
descongeladas se observa un residuo sélido, por lo que la muestra se toma del
sobrenadante y se procede a su filtrado para eliminar el precipitado generado en el
proceso de congelacién, fundamentalmente proteinas. Una vez que se han filtrado
las  seis muestras de orina se adiciona 8-13C—guanina (*C-Gua) vy
ribosa—2—13C—adenosina (13C—A) utilizados como patrones internos en una
concentracién final de 5.0 ug mL-1. Para ello se toman 1500 pL de orina y se
adicionan 25 uL de una disolucién patrén de 3C—Gua y BC—A de concentracién
300.0 pg ml-'. A continuacién se procede a su inyeccién en el equipo de
electroforesis capilar con detector de espectrometria de masas, CE—M.S.

En este estudio se van a detectar 9 analitos y los 2 nucledsidos que han sido
afiadidos a las muestras de orina para su uso como patrones internos, 3C—Gua y
BC-A.

En las figuras siguientes, Figura 4.11 y 4.12, se pueden observar los
electroferogramas de ion total (TIE), para dos de las muestras de orina, junto con el
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ion extraido de los nucledsidos analizados. Las flechas indican el tiempo en el que

aparecen identificados los picos de los analitos de interés.

50000

40000+

30000 | rnr

q |

: ‘ f/\‘ N“ A A A AN
q [ YARRY H (W
20000 | | V.
] A /
] | \
10000 | ‘ |
] U
— — . : . — — .
5 10 15 20 min
100009 Gua
5000 m/z 152
60007 |
4000 1
zunofv"ﬁf\_/hwwww
5 0 15 20 min
25000 7mGua 30009 | 7mG
200009 1mGua 2500 (\ m/z 299
150004 9ImGua 2000 l% l}m!\ ﬁbwm./ ‘\
100004 Hli m/z 166 15004 ‘ {'\w Mrv- M ‘vm /r*"“’\/'v—/v
3 1 1000
5003; P Y S 500 U ! \/‘
5 10 5 30 min 5 10 15 20 min
30009 G
Cyt 1600
zzggi i m/z 244 14003 ’ ﬁ m/z 284
¥ 12004 A
15004 1000—% " | ‘m /\ i ; \/\/\
10004 8003 | "‘ ¥ Mepsd b M7 N,
5004 6001 U Vo
5 10 15 20 min 4004
5 10 15 20 min
! TmA |
35000 | m/z 282
30000 “‘ i / 25000 BC-Gua
25000 I E
| o | e
15000 i 5000
10000 [N \//\f"‘.‘“ ROV 100004
5000 U v 50003 H
5 10 15 20 min 0 — L~ A
5 10 15 20 min
1200 r A |
m/z 268
1000 “ / 17500 ’ BCA
| 15000
$00 " ‘ 12500 ‘ m/z 269
600 a I\ N A 10000
J /| N ] AV 7500
400 A P e L M o
5 0 5 0 min 2500 , JL L
0 e
5 0 5 20 min

Figura 4.11. Electroferograma de ion total (TIE) para una orina (H2) inyectada directamente y los
electroferogramas de ion extraido para los analitos estudiados. Las flechas indican el tiempo en el que

aparecen identificados los picos de los analitos de interés.
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Figura 4.12. Electroferograma de ion total (T1E) para una orina (H3) inyectada directamente y los
electroferogramas de ion extraido para los analitos estudiados. Las flechas indican el tiempo en el que
aparecen identificados los picos de los analitos de interés.
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En los electroferogramas obtenidos se puede observar que los nucledsidos
modificados, metabolitos endogenos en individuos sanos, estin a niveles de
concentraciéon muy diferentes en las muestras analizadas. Asi, compuestos como
7mGua, ImA y A se encuentran en concentraciones elevadas, mientras que Gua,
1mGua, ImGua, Cyt, G y 7mG estan en niveles mas bajos. Ademas, en las
Figuras 4.11 y 4.12, se puede comprobar la variabilidad en la sefial de cada analito de
interés para cada individuo.

4.4.1. CUANTIFICACION MEDIANTE ADICION ESTANDAR.

Para efectuar la cuantificacion se debe tener en cuenta que los nucleésidos y
nucleobases son compuestos endégenos, presentes de forma natural en la orina, por
lo que no es posible encontrar una mattiz natural que se pueda utilizar como blanco.
Por todo esto, la forma 6ptima para llevar a cabo la calibracién es el método de

adicion estandar.

El método de adicion estandar se emplea cuando existe la posibilidad de que
se produzca efecto de matriz, es decir, cuando se produce un aumento o una
disminucion de la sefial debido a la presencia de otros componentes. Este efecto es
especialmente importante en el caso de la deteccion por espectrometria de masas
con electrospray (ESI), dado que se ha demostrado que esta fuente de ionizacién
sufre severas pérdidas de sensibilidad por la presencia de otros compuestos que

coeluyan con los analitos de interés.

El método de la adicién estandar se llevé a cabo dopando las muestras de
orina, previamente descongeladas y filtradas, a tres niveles de concentracion.
El primer nivel fue de 0.5 pg mL-1, el segundo nivel de 1.0 ug mL-1 y el tercer nivel
de 2.0 pg mI-1. Por su parte los patrones internos se adicionaron siempre en la misma
concentracién de 5.0 pg mLL.

Al tratar los datos para cada muestra de orina se obtuvieron unas rectas de
adicién estandar cuyas pendientes, calculadas mediante regresién lineal, estan
recogidas en la Tabla 4.4 y representadas en la Figura 4.13.
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Tabla 4.4. Pendientes del calibrado por el método de adicién estandar para seis muestras de orina.

| Analito o 2 o

: Pendiente (mL-pg) Pendiente (mL-pg) Pendiente (mL-pg)
. Gua 0.35£0.03 0.41 £ 0.04 0.34 £ 0.01
7mGua 0.41 £0.02 0.32 £ 0.01 0.38 + 0.01
. 1mGua 0.33 £ 0.01 0.31 £ 0.01 0.29 £ 0.01
ImGua 0.83 £0.03 0.77 £ 0.01 0.73 £ 0.01
. Cyt 0.11 £ 0.01 0.13 £0.01 0.13 £ 0.01
1mA 0.74 £0.16 1.00 £ 0.03 1.00 £ 0.05
. A 0.06 £ 0.01 0.09 £ 0.01 0.08 £ 0.01
7mG 0.06 £ 0.01 0.07 £ 0.01 0.07 £ 0.01
G 0.12 £ 0.01 0.13 £0.01 0.11 £ 0.01
Analito . e : e i o

: Pendiente (mL-pg) Pendiente (mL-pg) Pendiente (mL-pg)
. Gua 0.39 £ 0.01 0.41 £0.01 0.39 +0.01
7mGua 0.34 £ 0.02 0.30 £ 0.07 0.26 £ 0.02
. 1mGua 0.32 £ 0.01 0.30 £ 0.01 0.37 £ 0.02
ImGua 0.78 £0.02 0.71 £ 0.02 0.76 £ 0.03
Cyt 0.15 + 0.01 012+ 0.01 0.10 £ 0.01
1mA 0.98 £ 0.04 0.59 £ 0.09 0.78 £0.08
. A 0.08 £ 0.01 0.08 £ 0.01 0.08 £ 0.01
7mG 0.08 £ 0.01 0.06 £ 0.01 0.03 £ 0.01
G 0.11 £ 0.01 0.10 £ 0.01 0.11 £0.02
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Figura 4.13. Representacién de los datos de las pendientes obtenidas por el método de adicién estandar

para las seis muestras de orina estudiadas.

En la Figura 4.14 pueden observarse los valores obtenidos para los
nucledsidos y nucleobases en unidades de concentracién, pg mL-1, en las orinas de
seis donantes sanos (H1-HO0). Se observa la gran variabilidad en la concentracién
para cada muestra de orina.

En el primer grupo, Figura 4.14.a, se encuentran 7mGua, ImA y A. Estos tres
analitos aparecen en una elevada concentracién en las orinas de los donantes sanos.
En el segundo grupo, Figura 4.14.b, se representan aquellos analitos que se
encuentran en una concentracion media y baja. En este grupo se encuentran Gua,
1mGua, 9ImGua, Cyt, G y 7mG. Para estos analitos seria conveniente desarrollar un

método de preconcentracién, dada su baja presencia en la orina de forma natural.
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Figura 4.14. Valores encontrados en la orina de donantes sanos en unidades de pg ml-! para cada
nucledsido y nucleobase.

En la Tabla 4.5 se recogen los valores obtenidos para cada analito de interés
en las orinas analizadas. La concentracion se expresa en unidades de pg mL! y
nmol/pmol de creatinina.

Se debe detallar cémo obtener la normalizacién con la creatinina a partir del
valor en pg mL! obtenido mediante el método de adiciéon estandar. Para ello se
emplea la férmula indicada a continuacion. La concentraciéon normalizada (Cxorm.)
en unidades de nmol/pmol de creatinina es igual al producto de la concentracién sin
normalizar (Cgin Norm., g mL1) y el peso molecular de la creatinina (Mcrea., S€ toma
el valor de 113.12 g mol!), dividido por la concentraciéon de la creatinina,
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caracteristica de cada individuo (Ccrea, mg dL1) y por el peso molecular del

nucledsido o nucleobase.

( nmol ) Csinnorm. (g mL™h)
Norm.

= X M, X 100
pmol creat. Cerear.(mg dL™1) X M analito Creat.

En la Tabla 4.6 se indican las concentraciones de creatinina (en unidades de

mg dL-1) de las muestras de orina de los donantes sanos.
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Tabla 4.5. Concentracion de los analitos de interés, presentes en seis muestras de orina, en unidades de

pg mL-1 y nmol/umol de creatinina.

H1 H2 H3

fnalle ug-mL" nm:rle/ :t’.ml pgrmL W::;? Zzat, pgrmlL pn?; :Zat. i
Gua 0.36 028%0.09 i 030 044£018 | 1.04 154 £0.14
TmGua 3.40 236023 | 268 3.61£0.16 1.45 1.96 £ 0.05
1mGua 0.18 0124002 i 019 026%0.05 i 016 0.22 % 0.04

. 9ImGua nd nd nd

Cyt 0.21 010004 i 016 0.15 % 0.01 0.12 0.11%0.03
1mA 3.85 1.57 £0.33 1.19 0.94%005 | 091 0.72 £ 0.06
A 353 1514027 | 0.63 0.52 % 0.01 1.07 0.89 £ 0.06
TmG 0.28 0.11 % 0.02 nd nd

G nd nd 0.08 0.06 % 0.02
H4 H5 H6

Analito - nmol/ wgemiA nmol/ ug-mLA nmol/ :
i umol creat. pmol creat. pmol creat. !
Gua 0.21 0.14 £ 0.03 0.31 0.13 +0.02 0.35 0.35 £ 0.04
TmGua 343 216014 | 1419  542%028 6.39 5.95 £ 0.63
1mGua 0.17 0.11 £ 0.01 0.37 0.14 £ 0.03 0.26 0.24 £ 0.06
9mGua nd nd 0.03 0.03 £ 0.04
Cyt 0.10 0.04 £ 0.01 nd 0.34 021 £0.08
1mA 337 1.25 £0.11 7.07 1.59 £0.14 3.75 2.05%0.25

A 2.05 0.80 + 0.04 3.03 0.72 £ 0.04 1.98 114 £0.15
TmG 0.21 0.07 £ 0.01 0.15 0.03 % 0.01 0.35 0.18 £0.05
G 025 0.09 £ 0.01 0.26 0.06 % 0.01 0.35 0.19 £ 0.17

138




IV. DETERMINACION DE NUCLEOSIDOS MEDIANTE CE-ESI(+)MS

Tabla 4.6. Concentracién (mg dIL-!) de creatinina en las seis orinas de donantes sanos utilizados en este

trabajo.
Orina Concentracion
i (mg dLY)
H1 99
H2 51
H3 51
H4 109
H5 179
H6 74

En la Tabla 4.5 se muestran los niveles encontrados para los nucledsidos y
nucleobases estudiados en las muestras de orina. En la Tabla 4.7 se recogen los
margenes de concentraciones experimentales encontrados en bibliografial y los
valores encontrados con nuestro método para individuos sanos.

Tabla 4.7. Concentracién de los nucledsidos y nucleobases en sujetos sanos descritos en bibliografiall4
y en el presente trabajo. Concentraciones expresadas en nmol/pmol de creatinina.

Niveles de nucledsidos
. Niveles de nucledsidos
descritos en

. te t . E
bibliografia™ para obtenldos'en este trabajo
. en su]etos sanos
sujetos sanos

| Cyt 0.01-0.78 0.04-0.21
1 1

' 1mA 2.02-2.90 0.72-2.05
! I

FA 0.18-4.70 0.52-1.51
I i

' G 0.01-10.70 0.06-0.19
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Con todo esto, se pudo comprobar que los datos obtenidos para nuestras
muestras de orina de individuos sanos estan dentro de los valores normales indicados
en bibliografia.

4.4.2. VALIDACION MEDIANTE LC—MS/MS.

Una vez obtenidas las concentraciones de los nucledsidos y nucleobases
modificados en las muestras de orina, se validé el método propuesto comparando
las concentraciones encontradas con el método electroforético y las encontradas por
otra técnica. La técnica utilizada fue la cromatografia liquida con detector de
espectromettia de masas en tindem (LC-MS/M.).

De forma concreta, la metodologia utilizada se basa en una fase estacionatia
de interacciones hidrofilicas de tipo “gwitteridnico” (ZIC-HILIC) acoplada a un
detector de espectrometria de masas en tindem de triple cuadrupolo (OgQ) con una
fuente de ionizaciéon por electrospray (ESI). El sistema cromatografico lleva
incorporado una etapa de tratamiento de muestra mediante la utilizacién de un
material de acceso restringido (restricted access material, RAM) acoplado “on—/ine” a la
columna cromatogrifica. El método RAM-ZIC-HILIC-MS/MS ha sido
previamente validado para la cuantificacién de diversos nucledsidos y nucleobases
en orina® segun la Guia Europea de Validacién para Métodos Bioanaliticos !0,

La validacion se llevo a cabo para las mismas muestras de orina (H2, H4 y
HO0) y para cuatro de los nucledsidos y nucleobases modificados estudiados en el
presente trabajo: 7mGua, 1mA, A y 7mG. Todas las experiencias se llevaron a cabo
simultineamente en los equipos de CE-MS'y LC-MS/MS.

En la Tabla 4.8 se pueden observar las concentraciones en unidades de
nmol/pmol de creatinina obtenidas mediante las dos técnicas de separacion,
CE-MS y LC-MS/MS. La cuantificacién se llevé a cabo por el método de adicion
estandar. Se realiza la comparacion de los resultados obtenidos aplicando un test—t
de dos colas.

Se puede concluir que los resultados obtenidos mediante ambas técnicas no
son significativamente diferentes.

166 European Medicines Agency (EMEA), Guideline on validation of bioanalytical methods, CHMP/EWP/ 192217/ 2009.
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Tabla 4.8. Comparacion de las concentraciones (nmol/pmol creatinina), obtenidas mediante CE-MS'y
LC-MS/MS, a través de un test—t de dos colas para los analitos 7mGua, ImA, A y 7mG.

7mGua (nmol/pmol creatinina)

R L mrua e e e . i
. Muestra CE-MS LC-MS/MS p* .
- H2 3724022 3.82 % 0.19 061 |
. H4 216+ 0.14 2.67 +0.14 0.02 .
' Ho 5041059 682£059 01 |

1mA (nmol/pmol creatinina)

R e e i
Muestra CE-MS LC-MS/MS p*
. 2 0.89 + 0.04 1334017 0.02 .
. H4 125+ 0.11 134+ 0.17 0.50 .
' HG 2.14 +0.24 170 £ 0.22 010 |

A (nmol/pmol creatinina)

FO— A i
' Muestra CE-MS LC-MS/MS — p
H2 0.52 % 0.02 0.51 + 0.04 0.66 |
14 0.80 + 0.04 0.98 + 0.08 004 |
| Ho 120£017 1102009 044 |

7mG (nmol/pmol creatinina)

R — A i
' Muestra CE-MS LC-MS/MS — p* |
2 nd 0.10 £ 0.01 -
e 0.07 + 0.02 0.09 + 0.01 042 |
| He 0184005 0104001 006 |

3, p: Probabilidad en tanto por uno, segin un test—t de dos colas, de que no existen diferencias
significativas (p> 0.05) entre las concentraciones.
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En la Figura 4.15 se muestran los resultados obtenidos.
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Figura 4.15. Concentraciones, en unidades de nmol/umol de creatinina, obtenidas mediante las dos
técnicas de separacion, CE-MS y LC-MS/MS, para orinas de donantes sanos.
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4.4.3. CALIBRACION EXTERNA: PATRONES ACUOSOS Y MATRIZ SINTETICA.

El método de adicién estindar permite obtener buenos resultados, sin
embargo, aunque es una aproximacion eficaz al problema comun de los “efectos de
matriz” tiene varias desventajas. La principal es que cada muestra analizada requiere
su propia grafica de calibrado, en contraste con los experimentos de calibraciéon en
matriz externa donde una misma recta de calibrado puede proporcionar valores de
concentracion para varias muestras. En términos estadisticos, el método de adicion
estandar es un método de extrapolacién y en principio menos preciso que las técnicas

de interpolacién.

Debido a estos inconvenientes se decidié evaluar la posibilidad de realizar una
calibracién externa en matriz acuosa. Para este estudio se prepararon muestras de
distintas concentraciones en un intervalo de 0.5 a 2.0 pg mL-'. Las curvas de
calibrado, obtenidas al representar el area normalizada con el patrén interno frente
a la concentracion de cada analito, muestran un comportamiento lineal en el margen

estudiado.

A partir de los analisis de regresion de dichas curvas se hace un estudio sobre
la posible eleccién de la matriz acuosa como matriz dptima para la calibracion. Para
ello se compararon los valores medios de las pendientes, obtenidas en matriz real
mediante adicién estindar, frente a las respectivas pendientes obtenidas en las
mismas condiciones experimentales pero analizando estandares en agua UHQ. Para
la comparacién se aplicé un test—t de dos colas cuyos resultados se muestran en la
Tabla 4.9.

En dicha tabla se puede observar que los valores de probabilidad (p) son
menores de 0.05 para dos de los analitos (7TmGua y 9ImGua), por lo tanto existe

efecto de mattiz.
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Tabla 4.9. Comparacién de las pendientes obtenidas en orina mediante el método de adicién estindar

con las obtenidas en medio acuoso a través de un test—t de dos colas.

Analito a dir()értloe(:t)éiiiar“ Calibrado acuoso p°

| Gua 0.38 £ 0.02 0.34 £ 0.01 0.05 |
| 7mGua 0.34 £ 0.02 0.40 £ 0.01 0.02 |
| 1mGua 0.32 £ 0.03 0.33 + 0.01 0.62 |
| ImGua 0.76 £ 0.04 0.50 + 0.01 <0.01 |
| Cyt 0.12 £ 0.02 0.15+0.01 0.10 |
| 1mA 0.89 £ 0.09 0.99 £ 0.03 0.17 |
| A 0.08 = 0.02 0.06 £ 0.01 0.22 |
| TmG nd nd - |
G 0.11 = 0.02 0.13 £ 0.01 0.22

2, Valor medio de las pendientes obtenidas por el método de adicion estandar en las seis orinas
analizadas.

b p: Probabilidad en tanto por uno, segin un test—t de dos colas, de que las pendientes no sean
significativamente diferentes y, por tanto, no exista un efecto de matriz significativo.

Estos resultados sugieren la existencia de efectos de matriz en las muestras de
orina, lo que afecta a la sefial analitica. Por ello, para poder cuantificar los analitos en
muestras de orina de forma adecuada debe utilizarse un método que cortija este
efecto de matriz como la calibracién en mattiz teal (“matrix—matched calibration™).
Debido a que los analitos estan presentes de forma enddgena en la orina no es
posible obtener una matriz libre de analitos, necesaria para realizar un calibrado en

la matriz real. Se optd, por tanto, por realizar la calibracién en matriz sintética.

La composicion de la orina sintética se obtuvo a partir de datos bibliograficos
y aparece en la parte experimental del presente trabajo, Tabla 3.1.

El siguiente paso a seguir fue llevar a cabo la calibraciéon con matriz sintética.
Las concentraciones variaban en un intervalo de 0.5 a 2.0 ug mL-1. Las curvas de

calibrado, obtenidas al representar el area normalizada con el patrén interno frente
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a la concentracién de cada analito, vuelven a mostrar un comportamiento lineal en

el margen estudiado.

Para comprobar la validez de la matriz sintética como matriz éptima para la
calibracion se compararon, mediante un test—t de dos colas, las pendientes obtenidas
en matriz real frente a las obtenidas en las mismas condiciones experimentales, pero
analizando estandares en orina sintética. En la Tabla 4.10 se muestran los valores de
probabilidad, p. Analizando los valores obtenidos se observa que para la mayoria de
los analitos “p” presenta un valor mayor de 0.05. Sélo el analito 9mGua presenta
una probabilidad menor de 0.05. Por lo tanto, se propone realizar una calibracién en
matriz ajustada (“wmatrix—matched calibration”) en orina sintética como alternativa al

método de adicion estandat.

Tabla 4.10. Comparacién de las pendientes (mL pg'!) obtenidas en orina, método de adicién estandar,

con las obtenidas en orina sintética a través de un test—t de dos colas.

o Método de Calibrado orina

' adicion estandar? sintética

| Gua 0.38 £ 0.02 0.32 £ 0.03 0.06 |
| 7mGua 0.34 £ 0.02 0.34 £ 0.02 1.00 |
| 1mGua 0.32 £ 0.03 0.26 + 0.03 0.09 |
| 9ImGua 0.76 = 0.04 0.37 £ 0.03 <0.01 |
. Cyt 0.12 £ 0.02 0.13 + 0.02 0.58 .
| 1mA 0.89 £ 0.09 0.65 £ 0.09 0.05 |
| A 0.08 £ 0.02 0.07 £ 0.01 0.47 |
| TmG nd nd - i
G 0.11 £ 0.02 0.08 £ 0.02 0.16

2, Valor medio de las pendientes obtenidas por el método de adicion estandar en las seis orinas
analizadas.

b, p: Probabilidad en tanto por uno, segin un test—t de dos colas, de que las pendientes no sean
significativamente diferentes y, por tanto, no exista un efecto de matriz significativo.
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4.4.4, CALIBRADO EN MATRIZ SINTETICA: PREDICCION.

Finalmente, y con objeto de comprobar la validez de utilizar la calibracién en
orina sintética como forma de cuantificacién alternativa al método de adicién
estandar, se compararon los resultados obtenidos por ambos métodos para aquellos
analitos que son cuantificados con mayor fiabilidad. Como se ha indicado
anteriormente, la presencia de estos metabolitos endégenos en orina de individuos
sanos tiene niveles de concentraciéon muy diferentes: compuestos como 7mGua,
ImA y A estan en concentraciones elevadas mientras que 9mGua, 7mG y G son
dificiles de detectar debido a que estan presentes en niveles de concentracién muy

bajos.

EnlaTabla4.11 se muestran los resultados obtenidos para una de las muestras
de orina analizada mediante el método de adicién estandar y los obtenidos mediante

prediccién a través de un calibrado en orina sintética.

Tabla 4.11. Comparacién de los resultados obtenidos para una de las muestras de orina analizada
mediante el método de adicién estandar con los obtenidos mediante prediccién a través de un calibrado
en orina sintética.

: Método de Prediccion mediante

Analito adicion estandar calibrado de orina p?

: (pg mL1) sintética (pg mL1) :
| Gua 0.14 = 0.02 0.10 = 0.08 0.46 |
| 7TmGua 1.83 £ 0.10 1.34 £ 0.27 0.06 |
| 1mGua 0.15 = 0.05 0.11 = 0.09 0.55 |
| Cyt 0.10 £ 0.05 0.12 £ 0.09 0.44 |
| 1mA 1.68 £ 0.18 1.57 £0.12 0.76 |
A 0.88 = 0.06 0.69 £ 0.10 0.07

a, p: Probabilidad en tanto por uno, segin un test—t de dos colas, de que no existen diferencias
significativas (p> 0.05) entre las concentraciones obtenidas mediante el método de adicién estandar y

las obtenidas mediante prediccién a través de un calibrado en orina sintética.
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Se puede comprobar que para los analitos que se encuentran en
concentraciones altas y son cuantificados con mayor fiabilidad, como son 7mGua,
ImA y A, los resultados obtenidos por ambos métodos no difieren
significativamente. Por tanto, la calibracion en orina sintética puede considerarse una
forma adecuada de calibracion, lo cual simplifica considerablemente la laboriosidad
del procedimiento mediante adicién estaindar. En cambio, para los analitos que se
encuentran a niveles de concentracién muy bajos, como ImGua, 7mG y G, esta
comparacién es dificil de realizar ya que los resultados obtenidos por adicién
estandar presentan un intervalo de confianza que engloba el cero, es decir, que la
concentracion es tan pequefia que no es posible distinguirla de forma significativa
del valor cero de concentracién.

A la vista de los resultados obtenidos se confirma de nuevo la necesidad de
utilizar una etapa de preconcentracién que permita determinar aquellos analitos que
se encuentran presentes en la orina en niveles de concentracién muy bajos, los
analitos 9mGua, 7TmG y G.

4.5. DESARROLLO DE UNA ETAPA DE PRECONCENTRACION

MEDIANTE EXTRACCION EN FASE SOLIDA.

Como ya se ha sefialado en el Capitulo I, Apartado 1.4.1, el analisis mediante
CE-MS de compuestos a nivel de trazas presenta ciertas limitaciones en la deteccion
debido a la falta de sensibilidad provocada pot el pequefio paso Optico, limitado al
diametro interno del capilar, y sobre todo por el pequefio volumen de muestra

inyectada. Por todo ello se deben desarrollar técnicas de preconcentracién previas al
analisis CE-MS.

La técnica de extraccién en fase solida (SPE) permite la retenciéon de los
analitos de interés, su enriquecimiento y la limpieza de los interferentes presentes en
la orina, por todo ello, se considerd la mejor técnica para la deteccidén y cuantificacién
de nucleésidos mediante CE-ESI(+)M.S.
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4.5.1. ELECCION DEL SORBENTE Y DEL MEDIO DE ELUCION.

Con el fin de disponer de un método mds sensible para la cuantificacién de
nucledsidos y nucleobases modificados se realizé un estudio utilizando extraccion
en fase sélida (SPE) con distintos sorbentes, como etapa de preconcentracion previa

a la determinacién electroforética.

El procedimiento global que se lleva a cabo en la etapa de preconcentracién
mediante extraccion en fase sélida (SPE) se muestra en la Figura 4.16.

o e -
i Muestra I
N e e ———

_______________ ~
|r Filtracion I
N e e )
(o epr T (Cm T T s s s )
! Extraccion SPE ! - : Acondicionamiento del cartucho |
%
| Eluciéon I
N e e ———
(T TTTTTT T T T N
I Evaporaciéondel 1
I . I
1 disolvente ]
| Y ——— P4

S SR -
[ Redisolucion del residuo }
: seco a 500 pL : e -
1 : ’ N
1 aguaollll—olféisl() OH ,' I Condiciones CZE: ‘I
Ve s | BGE: HCOOH/NH,HCOO 100 mM, pH 2.5 |
mm————— !_ ______ - : Inyeccion: 50 mbar, 8 seg :

s . 1 I Voltaje: 25 kV !

I
1 Analisis mediante : -: Temperatura capilar: 25 °C :
L CZE-ESI(+)MS ] - I

Figura 4.16. Esquema del procedimiento global de andlisis para la determinacién de nucledsidos y
nucleobases modificados.
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Inicialmente se procedi6 a evaluar la capacidad de distintos sorbentes para

retener los compuestos de interés. Los sorbentes estudiados se enumeran a

continuaciéon:

Isolute® ENT 4+, copolimero de estireno hidroxilado y divinilbenceno.
Oasis® MCX, copolimero de divinilbenceno sulfonado vy
N—vinilpirrolidona.

Oasis® HLB, copolimero de divinilbenceno y N—vinilpirrolidona.
LiChrolntEN®, copolimero de estireno divinilbenceno.

Se utiliz6 una muestra de agua UHQ (1.0 mL) con 8 analitos a un nivel de

concentracion de 10.0 pg mI1. Para efectuar la elucién de los analitos retenidos en
los cartuchos se empleé 1.0 mL de una mezcla ACN:NHj3 90:10 (v/v). El residuo
seco obtenido se redisolvié en 500 pL. de agua UHQ acidificada con 4cido férmico

0.1% (v/v).

Las recuperaciones obtenidas estin representadas en la Figura 4.17 y se

muestran en la Tabla 4.12.

Recuperacion (%)

B ENV+ MCX W HLB B LICHROLUTEN

140
120

100

60

40 g -

: i AR

0 : i I
A 7mG

Gua 7mGua 1TmGua 9ImGua Cyt TmA

Figura 4.17. Recuperaciones (%) obtenidas en muestras de agua UHQ tras un paso previo de SPE en
funcién del sorbente empleado.
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Tabla 4.12. Recuperaciones (%) obtenidas al analizar muestras de agua UHQ después de una etapa de
preconcentraciéon mediante SPE en funcién del sorbente empleado.

Analito gj\f‘t’;ﬁ ]?;2; Z"‘Lsg LiChrolutEN
' Gua 80+ 15  45+5 _ 29+4 |
TmGua 93420  65+7  38+9 50 +9
ImGua 5318 4945  12+4 3747
§9mGua 50+9  48+5 2745 38+5
ECyt 95+20  32+2 342 25+3
ElmA 95+9 4543 8 +2 3345
EA 90+9  36+3  30+1 3743
7mG 67TH17 2744 1242 6t2

A la vista de los resultados se puede hacer una eleccién del sorbente 6ptimo
para la preconcentracion de los analitos de interés. En este caso se decidié continuar
los estudios posteriores con los cartuchos Iso/ute EN1"+ y Oasis MCX.

Para el sorbente Oasis MCX, estudios previos realizados en el grupo de
investigacién habian puesto de manifiesto que, el eluyente éptimo era la mezcla
MeOH:NH; con una relacién 95:5 (v/v). Para el sorbente Isoiute ENT+ se
estudiaron dos eluyentes: una mezcla MeOH:HCOOH 0.1% (v/v) y una mezcla
ACN:NH;3 90:10 (v/v). Los resultados obtenidos nos muestran que el eluyente mds
adecuado es una mezcla de ACN:NH; 90:10 (v/v). Con el Oasis HLB se evaluaron
otros dos eluyentes: MeOH y ACN. Para el L:ChrolutEEN se investigaron: una mezcla
de ACN:HCOOH y ACN:NHj3 obteniéndose en todos los casos valores de

recuperacién mas bajos.

Un esquema de los eluyentes estudiados se muestra en la Figura 4.18.
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Isolute ENV+ | . ACN:NH, 90:10 (v/v) Isolute ACN:NH, 90:10 (v/v)
+ MeOH:HCOOH 0.1% (v/v) ENV+

Copolimero de estireno
hidroxilado y divinilbenceno

Oasis HLB | « ACN
+ MeOH

Copolimero de divinilbenceno
y N-vinilpirrolidona

Oasis MCX | . veor:NH, 955 (v/v) Ouasis | MeOH:NH, 955 (v/v)
MCX

Copolimero de divinilbenceno
sulfonado y N-vinilpirrolidona

LiChrolutEN | . ACN-HCOOH
« MeOH:NH,

Copolimero de estireno
divinilbenceno

Figura 4.18. Esquema resumen de la optimizacién del eluyente y del sorbente.

Otra variable a optimizar en un procedimiento de preconcentracion en fase
solida es el volumen de muestra que puede ser preconcentrado. La mejora del factor
de preconcentracién basada en aumentar el volumen de muestra presenta algunas
limitaciones. Por un lado, existe la posibilidad de la elucién de los analitos en la
propia matriz al pasar por el cartucho, fenémeno que se denomina “breakthrongh” y
que afecta fundamentalmente a los analitos de mayor polaridad, aunque dicho
fenémeno es poco probable dado los bajos volimenes que se van a optimizar. Existe
también un limite practico que es el tiempo de demora que supone el paso de
volimenes altos de muestra a flujos relativamente bajos para conseguir que se

produzca la retencién de los analitos.

Con el fin de establecer el volumen maximo de muestra que puede pasar por
el sorbente se prepararon cuatro muestras, de volimenes comprendidos entre 1.0 y
10.0 mL de orina filtrada, que contenia aproximadamente la misma cantidad de

analito, 5.0 ug.
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Esta etapa de optimizacién del volumen de muestra se llevé a cabo con los
cartuchos con los que se obtuvieron mejores recuperaciones, Isolute ENT+ y
Oasis MCX.

Con los sorbentes indicados se realizé un estudio detallado del volumen de
muestra a preconcentrar. Al ser los analitos compuestos enddgenos se ha realizado
el estudio con muestras de orina sin dopar y dopadas. En la Tabla 4.13 se encuentran
recogidos los valores de las sefiales analiticas (%) para cada volumen dependiendo
del tipo de sorbente empleado. La sefial analitica en % se obtiene relacionando dicha
sefial con la de un patrén acuoso de 10.0 pg mL-1.

Tabla 4.13. Sefales analiticas (%) obtenidas para una orina sin dopar en funcién del volumen de muestra
preconcentrado utilizando como sorbente los cartuchos Iso/ute EN1/+ y Oasis MCX.

T Sehal analitica® (%) de orina sin dopar i
T " molute ENV# T Oasis MCX ;
" Analito Volumen (mL) Volumen (mL)

00 50 20 10 100 50 20 10
Gua 23 18 8 3 9 11 6 2
7mGua 158 153 136 37 157 153 70 47
' 1mGua 4 4 7 4 3 5 5 3
' 9mGua 2 1 2 1 2 2 2 1
Cyt 75 40 21 26 13 101 60 25
C1mA 177 153 113 64 356 200 8 68
A 163 135 112 50 184 152 69 45
| TmG 13 14 10 3 2 24 20 2
e 3 2 1 2 4 2 1 1

2, Sefial en tanto por ciento (%) con respecto a la de un patrén acuoso de 10.0 pg mI-1.
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También se muestra la representacion en diagrama de barras en la Figura 4.19,
donde se pueden observar las sefiales analiticas, areas de pico, obtenidas al pasar una
orina sin dopar a través de los cartuchos empleados, Iso/ute ENT+y Oasis MCX. En
la representacion se observa claramente la diferente presencia de los nucleésidos en

muestras de orina, siendo elevada para los analitos 7mGua, ImA y A.

Isolute ENV+ Orina sin dopar

4500000
4000000
3500000
3000000
2500000
2000000
1500000

1000000 B 10.0 mL

500000
Il R I.__ II I

U n__ L
Gua 7mGua ImGua9mGua Cyt 1mA A  7mG G 5.0 mlL

Oasis MCX Orina sin dopar M 20mL

Sefial analitica

7000000
6000000 B 1.0mL
5000000
4000000
3000000
2000000

1000000 I
0 - Il - Bau_ I I-_ -

Gua 7mGua ImGua9mGua Cyt 1mA A 7mG G

Figura 4.19. Sefial analitica, drea de pico, de cada analito estudiado presente en una orina sin dopar

obtenida mediante una etapa de preconcentracién con Isolute ENTV'+y Oasis MCX.

En la Tabla 4.14 se muestran las sefiales (%), pero en este caso, de una orina
dopada con 5.0 pg de cada analito, para cada volumen, dependiendo del tipo de
sorbente empleado, Iso/ute EN1/+ u Oasis MCX.

153



IV. DETERMINACION DE NUCLEOSIDOS MEDIANTE CE-ESI(+)-MS

Tabla 4.14. Sefial (%) obtenida, en funcién del volumen de muestra preconcentrada, utilizando como
sorbentes Iso/ute ENT+ y Oasis MCX para una orina dopada con 5.0 pg de cada analito de interés.

. Sehal (%) deotina dopada i
P Isolute ENV+ | OssisMCX '
| Analito Volumen (mL) Volumen (mL)

10.0 5.0 2.0 1.0 10.0 5.0 2.0 1.0
Gua 67 63 71 47 26 29 39 29
7mGua 170 169 206 76 198 129 79 60
1mGua 18 23 81 86 12 19 32 39
9ImGua 27 28 48 31 37 34 28 22
Cyt 125 60 123 99 137 90 71 66
1mA 170 183 183 147 398 249 90 93
A 221 210 238 159 237 194 120 98
TmG 24 41 17 17 51 46 31 12
G 54 53 53 13 31 27 69 44

2, Sefial (%) con respecto a la de un patrén acuoso de 10.0 pg mL-1.

Como se puede comprobar en la Figura 4.19, hay analitos de los que se
obtienen grandes sefiales analiticas, como son 7mGua, ImA y A. Esto se debe a la
cuantificacion de lo presente en la orina mas lo que se adiciona de forma externa en
una cantidad aproximada de 5.0 pg. Por lo que, aquellos analitos que se encuentran
en mas baja concentracién de forma enddgena, se visualizan peor en el diagrama de
barras. Por ello, en la Figura 4.20 sélo se han representado aquellos analitos que
tienen una concentracion relativamente baja. En la figura se muestran las sefiales
relativas obtenidas al pasar una orina, dopada con analitos a un nivel de
concentraciéon en torno a 5.0 ug, a través de los cartuchos Isolute ENI/+ y
Oasis MCX.
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Isolute ENV+ Orina dopada con 5.0 pug
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ImGua 9ImGua
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Figura 4.20. Sefial relativa de los nucledsidos y nucleobases modificados presentes en una orina dopada

con 5.0 pg obtenidos mediante una etapa de preconcentracion.

A la vista de los resultados se eligié un volumen de 2.0 mL como compromiso
entre los valores de recuperacion mas satisfactorios y los limites de deteccién mas
bajos que se pueden conseguir. Ademas, se eligié éste, ya que el volumen del
reservorio del cartucho es de 3.0 mL, por lo que el paso de 2.0 mL es relativamente

facil de realizar.

Como conclusién al estudio de la influencia del volumen de muestra
preconcentrada se puede indicar que el cartucho 6ptimo elegido para estudios
posteriores serd el Isolute ENT "+ y que es necesaria la utilizacion del patréon interno

para corregir las fluctuaciones en las sefales.
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4.5.3. ADICION DEL PATRON INTERNO DURANTE LA ETAPA DE EXTRACCION

EN FASE SOLIDA.

Uno de los problemas que surge al trabajar con la técnica de electroforesis
capilar acoplada a un espectrémetro de masas es la fluctuacién en las sefiales, por lo
que se plantea la necesidad de emplear uno o varios patrones internos.

En este trabajo se ha optado por trabajar con dos patrones internos:
8-13C—guanina ('*C—Gua) y ribosa—2—13C—adenosina (13C—A). Esta decision se debe
a que los compuestos analizados, nucledsidos y nucleobases, poseen estructuras
diferentes. Las nucleobases son compuestos que presentan una base nitrogenada
mientras que los nucledsidos ademas de la base nitrogenada tienen acoplado a ella
un azucar. Por todo ello se decidié escoger un patrén interno cuya estructura se
asemejase a los nucledsidos y otro que se asemejase a la estructura de las nucleobases.
A continuacion, en la Tabla 4.15 se indica qué patrén interno, de los dos empleados,

se utiliza para corregir la sefial de los compuestos en estudio.

Tabla 4.15. Patrones internos empleados en el presente trabajo y los analitos relacionados a los que

corrigen su sefial.

i Patron interno Analito relacionado

Guanina (Gua)
| 8—13C—guanina 7—metilguanina (7mGua)
| (PC-Gua) 1-metilguanina (1mGua)

9—metilguanina (9ImGua)

Citidina (Cyt)

: 1-metiladenosina (1mA)
1

i Ribosa—2-13C-adenosina .

| (BC_A) Adenosina (A) |
5 7—metilguanosina (7TmG) :

Guanosina (G)

156



IV. DETERMINACION DE NUCLEOSIDOS MEDIANTE CE-ESI(+)MS

Debido a la necesidad de emplear patrén interno se debe estudiar como
compatibilizarlo con la etapa de preconcentracion y la influencia de adicionarlo antes
o después del proceso de SPE.

Cuando se emplea una etapa de preconcentracion en fase sélida siempre
existen dos posibilidades, afadir el patrén interno antes de la etapa de
preconcentracion, por lo que, en este caso, los patrones internos sufren retenciones
similares al resto de los analitos estudiados, o también se pueden afiadir los patrones
internos en el ultimo paso, después de haber reconstituido el residuo sélido que se
obtiene tras el proceso de evaporacion. En este caso se tiene la seguridad de que los
patrones internos no sufren ninguna retencién en el sorbente. En la mayorfa de las
metodologias se afiade el patrén interno al final del proceso de SPE, cuando lo que
se quiere es corregir la variabilidad de la sefial obtenida en el detector de

espectrometria de masas.

En este trabajo se ha estudiado el posible efecto de adicionar el patrén interno
antes o después de la etapa de preconcentraciéon propiamente dicha. Para estudiar la
influencia de la adicién de los patrones internos durante la etapa de SPE se procedié
a dopar orina sintética, previamente filtrada, con los nucleésidos y nucleobases
modificados siguientes: Gua, 7mGua, 1mGua, ImGua, Cyt, ImA, A y 7mG. El
estudio se realizé en cinco niveles de concentracion: 0.3, 0.5, 0.8, 1.0 y 1.5 pg mL-1,
haciéndose pasar un volumen de 2.0 ml de orina sintética por un cartucho
Isolute ENT +. Como la muestra de orina sintética preconcentrada es de 2.0 mL y se
redisuelve en un volumen final de 500 ulL, procedimiento especificado en la

Figura 4.21, se trabaja con un factor de preconcentraciéon de 4.

Por otra patte, los patrones internos 3C—Gua y 3C—A fueron adicionados en
dos concentraciones distintas, 1.0 pg mL1, si son adicionados antes de la etapa de
preconcentracion y 4.0 pug mL?' si se adicionan después de la etapa de
preconcentracion en fase sélida.

En la Figura 4.21 se muestra un esquema del estudio de la recuperacién en
matriz sintética. En la parte izquierda se muestra el proceso cuando la adicién de los
patrones internos se lleva a cabo al final de la etapa de preconcentraciéon. En este
caso se adicionan a la vez que se redisuelve el solido obtenido tras la etapa de
evaporacion, antes del analisis mediante electroforesis capilar zonal acoplado a un
espectrometro de masas. Mientras que en el esquema de la derecha, los patrones
internos se adicionan antes del proceso de extraccion en fase sdlida, es decir, la
adicion de los patrones internos se lleva a cabo a la vez que se hace la adicién externa

de los nucleésidos y nucleobases modificados estudiados.
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Muestra:
Orina sintética
dopada (2.0 mL)

Muestra:
Orina sintética
dopada (2.0 mL)

2 2

L 2

1 B
ADICION DE LOS |

| PATRONES I»
| INTERNOs !

I_ (@0pgmL?) |

SPE SPE
Isolute ENV+ Isolute ENV+
Elucion: Elucion:
ACN:NH; 90:10 (v/v)| |ACN:NH; 90:10 (v/v)
(2.0 mL) (2.0mL)
Evaporacion Evaporacion

L 2

L 2

Redisolucién en:
500 pL agua UHQ
+HCOOH 0.1% (v/v)

Redisolucién en:
500 pL agua UHQ
+HCOOH 0.1% (v/v)

R 2

R 2

CZE-ESI(+)MS

CZE-ESI(+)MS

Figura 4.21. Esquema del estudio de recuperaciones en matriz sintética.

—
1

.

ADICION DE LOs !
PATRONES !
INTERNOS

Las recuperaciones se calculan relacionando la sefial obtenida con la que

origina una inyeccién directa de muestras de orina sintética dopadas con los mismos

analitos con los que se doparon las muestras anteriores, en este caso, en cinco niveles
de concentraciéon: 1.2, 2.0, 3.2, 4.0 y 6.0 pg mL-". Para cada nivel de concentracién
se utilizan dos cartuchos Iso/ute ENT "+ y el extracto final se inyecta por triplicado.
Los resultados se muestran en las Figuras 4.22.a y 4.22.b.
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Figura 4.22.a. Recuperaciones (%) en muestras de orina sintética dopadas en cinco niveles de

concentracion, con un paso previo de SPE y con la adicién de los patrones internos antes del proceso
de preconcentracion.
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Figura 4.22.b. Recuperaciones (%) en muestras de orina sintética dopadas en cinco niveles de
concentracion, con un paso previo de SPE y con la adicién de los patrones internos después del proceso
de preconcentracion.

Como se puede observar en las Figuras 4.22.a y 4.22.b, para las tres réplicas
de los dos cartuchos se obtienen resultados reproducibles, por lo que el uso de los
patrones internos puede considerarse adecuado como forma de compensar las
fluctuaciones de sefial que se obtienen en el detector de espectrometria de masas.

Los valores medios de recuperacion se calcularon a partir de la regresion entre
la sefial obtenida después de la etapa de preconcentraciéon con el sorbente
Isolute ENT "+ y la concentracion inicial en orina sintética. La pendiente de esta recta
de regresion, meni+, se compard con las obtenidas en un calibrado de orina sintética
obtenido por inyeccién directa, mip. La relacién de las pendientes en ambas
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experiencias, es decir, meny+/mip, proporciona el valor de la recuperacion media en

todo el intervalo de concentraciones estudiado.

La Tabla 4.16 recoge los valores obtenidos para las experiencias realizadas
adicionando el patrén interno antes y después de la etapa de preconcentracion.
Los resultados obtenidos en la comparaciéon de las pendientes con y sin

preconcentracién, meny+/mip, estin comprendidos entre el 65-113%.

Tabla 4.16. Recuperaciones (%) obtenidas en orina sintética. Relacion entre las pendientes obtenidas
con y sin etapa de preconcentracion. Adicién de los patrones internos antes y después de la etapa de

preconcentracion.

7 bendiente mLpg?) | Recuperacion (%)
i Analito i
myp? MENV+ Pe®  MENVE Pos® | MENV+ Pre/MID  MENV+ Pos/ MID
' Gua 175 1.61 1.42 92 81
' TmGua 1.17 1.32 112 13 96
' 1mGua 0.59 0.65 0.53 110 90
' 9mGua 136 1.28 0.81 94 70
g 0.66 0.55 0.60 83 91
' 1mA 2.48 2.65 2.00 107 81
A 0.31 0.28 0.31 90 100
| 7mG 0.22 0.12 0.13 65 68

2, Calibrado en orina sintética, sin preconcentrar, obtenido por inyeccién directa (ID).

b, Calibrado en orina sintética con preconcentracion en cartucho Isolute ENT/+ (dos cartuchos
diferentes, Isolute EN1/+1 e Isolute EN1/+2, analizados por triplicado) adicionando el patrén interno
antes de la etapa de SPE.

¢. Calibrado en orina sintética con preconcentraciéon en cartucho Isolute ENT/+ (dos cartuchos
diferentes, Iso/ute EN1/+1 e Isolute EN1/+2, analizados por triplicado) adicionando el patrén interno
después de la etapa de SPE.

En la Figura 4.23 se muestran las rectas de regresion para algunos de los

analitos en estudio.
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Figura 4.23. Rectas de tegresion para los analitos ImGua y 7mG.

A la vista de las recuperaciones obtenidas se deduce que la adicién del patrén
interno, antes o después de la etapa de preconcentracién, no produce resultados

significativamente diferentes.

Trabajando en las condiciones 6ptimas encontradas (preconcentraciéon de
2.0 mL de orina sintética y adicién del patrén interno después de la etapa de
preconcentracion) se determinaron las caracterfsticas analiticas del método. En la
Tabla 4.17 se muestran los parametros del andlisis de regresion, sefial analitica
normalizada con el patrén interno frente a la concentracién en pg ml-1. La precision
del método se determiné a partir de los valores de desviacién estandar relativa en
porcentaje (%), calculada para dos niveles de concentraciéon, 0.3 y 1.5 pg mL-1. Se
observa que para ambas concentraciones los valores para el coeficiente de variacién
estan comprendidos entre 22 y 4%. Estos valores pueden considerarse aceptables
teniendo en cuenta que el procedimiento engloba una etapa de preconcentraciéon que
precisa de un cambio de disolvente por evaporacion del extracto eluido del cartucho
y posterior redisolucién del residuo seco en el medio adecuado para la separacién
clectroforética.
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El limite analitico CCa se determiné a partir de las curvas de calibracién segin
el criterio de Verdon y col!67. Dicho critetio, conforme a la Decision 657/2002/CE,

propone calcular dicho limite utilizando la siguiente expresion:

233X S,
CCa=———*

Donde b es la pendiente del calibrado y S, la desviacién estandar de la

ordenada en el origen.

Los valores encontrados estain comprendidos entre 0.04 y 0.17 ug mL-! para
Cyty 7TmG.

Tabla 4.17. Caracteristicas analiticas del método CE-MS con preconcentracion.

- e oo o RSDCY
Analito (::L 1:;; en;::g:n R e mo;;l) 0.30 150
pgmLt  pgmld ¢
Gua 1.44+004  -0.03+006 0992 0.06 11 9
7mGua 1194004  -0.03+0.04 0.988 0.07 14 14
1mGua 0.53 £ 0.02 -0.01 £0.02  0.988 0.07 12 4
9mGua 090002  -0.03+0.02 0994 0.05 18 12
Cyt 071 £0.02  -0.05+001 0997 0.04 12 17
1mA 2.00 £ 0.09 -0.03 £0.08  0.989 0.09 5 9
A 0.30 = 0.01 0.00 + 0.01 0.987 0.08 7 7
TmG 0.13 £ 0.01 0.01 £ 0.01 0.931 0.17 22 17

2, CCo:: Limite de decision.
b RSD: Desviacion estandar relativa.

167 K. Verdon, D. Hurtaud—Pessel, P. Sanders, Acred. Qual. Assur.11 (2006) 58. “Evaluation of the limit of performance of
an analytical method based on a statistical calenlation of its critical concentrations according to iso standard 11843: Application to
routine control of banned veterinary drug residues in food according to Enrgpean Decision 657/2002/ EC”.
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4.5.4,. APLICACION DEL METODO A UNA MUESTRA DE ORINA.

El procedimiento de preconcentracién propuesto ha sido aplicado a la

determinacién de estos metabolitos en una muestra de orina seleccionada.

Debido a la naturaleza endégena de estos compuestos se analizé una muestra
de orina sin dopar junto con una muestra de orina dopada a dos niveles de
concentracion, 0.5 y 1.0 pg ml-'. A todas las muestras se adicioné la misma
concentracién de los patrones internos, ?C—Gua y 13C-A, 1.0 ug mL-1. Se aplico el
procedimiento de preconcentracién con sorbente Isolute ENI/+ tal como se
optimizé6 anteriormente, es decir, una muestra de 2.0 mL se pasa por el cartucho y
después del lavado los analitos se eluyen en una mezcla ACN:NH; 90:10 (v/v).
Se evapora y se redisuelve en 500 pLL de agua UHQ acidificada con 4cido férmico
0.1% (v/v). Los extractos obtenidos se inyectan en el equipo CE-MS' y las sefiales
obtenidas, una vez normalizadas respecto al patrén interno, se introducen en un
calibrado en orina sintética.

Finalmente, para completar el estudio, se compararon las concentraciones
obtenidas para muestras sin dopar con la concentracién endégena de los nucledsidos
estudiados, utilizando el método de adicion estindar. Puede observarse como los

resultados obtenidos estan en buena consonancia, Tabla 4.18.

Para los analitos 9mGua y 7mG no fue posible efectuar su cuantificacion en
las muestras sin dopar. Para el analito G, debido a su bajo nivel en la muestra de
orina analizada, el procedimiento de preconcentracién deberfa modificarse
utilizando un mayor volumen de muestra.
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Tabla 4.18. Determinacién de nucledsidos y nucleobases modificados en orina mediante un calibrado
en matriz sintética a partir de las sefiales obtenidas tras la etapa de preconcentracion.

Concentracion encontrada (pg-mL1)

! Analito Concentracion )

i puesta (pg-mL7) Calibrado en Adicién Estandar

i orina sintética

' 0.00 0.08 0.09 i
' Gua 0.50 0.61 :
1.00 1.08

' 0.00 2.30 2.33 :
' 7mGua 0.50 2.83 i
1.00 347

' 0.00 0.11 0.12 i
' 1mGua 0.50 0.63 :
1.00 1.15

' 0.00 - - i
' ImGua 0.50 0.41 :
1.00 0.82

' 0.00 0.06 0.06 :
' Cyt 0.50 0.55 i
1.00 1.11

' 0.00 1.09 1.15 :
1mA 0.50 1.58 :
1.00 1.91

' 0.00 4.46 4.50 i
' A 0.50 5.14 :
1.00 5.50

' 0.00 — _ '
' TmG 0.50 0.39 i
e L0 080 :

165



IV. DETERMINACION DE NUCLEOSIDOS MEDIANTE CE-ESI(+)-MS

4.6. CONCLUSIONES.

El trabajo descrito en este capitulo consiste en el desarrollo de un método
basado en electroforesis capilar acoplada a espectrometria de masas para la
separacién, identificacién y cuantificacién de un conjunto de nucledsidos,

nucleobases y derivados metilados en muestras de orina.
En este capitulo se pueden distinguir tres partes:

e Estudio de la separacién electroforética.
e Determinacién en muestras de orina.

e Desarrollo de un procedimiento de preconcentracion.

De los resultados obtenidos en cada una de ellas se pueden extraer las

siguientes conclusiones:

ESTUDIO DE LA SEPARACION ELECTROFORETICA.

Mediante la modalidad de electroforesis capilar zonal (CZE) se estudié el
comportamiento electroforético de nucledsidos libres y modificados con diferentes

medios de sepatracion: acido y bésico.

Para este estudio se utilizé un conjunto inicial de 13 analitos entre los que se
incluyen nucledsido como, adenosina, guanosina, inosina e uridina; nucleobases
como guanina; derivados metilados como 7-metilguanina, 1-metilguanina,
9—metilguanina, 1-metiladenosina, 7—metilguanosina y 5—metiluridina; y derivados

hidroxilados como 8—hidroxi—2’—deoxiguanosina.
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En medio 4cido los analitos susceptibles de migrar electroforéticamente son:

Guanina (Gua) 1-metiladenosina (ImA) |
7—metilguanina (7mGua) Citidina (Cyt)

1-metilguanina (1ImGua) 7—metilguanosina (7mG)
9—metilguanina (ImGua) Guanosina (G)

Adenosina (A)

Mientras que en medio alcalino es posible separar:

' Guanina (Gua) - 7-metilguanosina (7mG) |
7-metilguanina (7mGua) 2’—deoxiguanosina (2dG)

1-metilguanina (1mGua) Guanosina (G)

9—metilguanina (9mGua) Inosina (INN)

- Adenosina (&) ' S-medluridina (SmU)

1-metiladenosina (1mA) 8-hidroxi—2’—deoxiguanosina (SOH2dG)

' Citidina (Cyt)

Los estudios posteriores se centraron en desarrollar un método mediante
electroforesis capilar zonal en medio acido con los analitos susceptibles de migrar en

estas condiciones.
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La optimizacién de la separacion electroforética en este medio acido implica
las siguientes conclusiones:

= Medio electroforético de separacion: acido férmico—formiato aménico
100 mM, pH 2.5.

= Voltaje aplicado: 20 kV hasta 12 minutos, 25 kV de 12 a 15 minutos y
30 kV a partir de 15 minutos.

= Inyeccién hidrodinamica: 8 segundos a 50 mbatr.

= Deteccion MS:

— Analizador de cuadrupolo sencillo.

— Interfaz de electrospray (ESI), modo positivo; voltaje del
capilar: +3500 V; caudal liquido adicional: 0.78 pL. min!; presién
del gas de nebulizacion: 10 psi, caudal del gas de nebulizacion:
6 L min'! y temperatura del gas de nebulizacién: 150 °C.

— Liquido adicional: agua UHQ:isopropanol 1:1 (v/v) con acido
acético 7.5 mM.

DETERMINACION EN MUESTRAS DE ORINA.

La aplicacion a muestras de orina pone de manifiesto los distintos niveles de

concentracién en que se encuentran estos analitos de forma natural.

Para los analitos que se encuentran a niveles de concentracién altos, 7mGua,
ImA y A, se propone un método de cuantificacion mediante calibrado en orina
sintética, como alternativa al método de adicién estandar, ya que proporciona
resultados comparables. Estos resultados se confirmaron mediante LC-MS/MS.

Para los analitos que se encuentran a niveles de concentracién medios y bajos,
Gua, 1mGua, ImGua, Cyt, 7mG y G, se desarrolla un procedimiento de
preconcentracion basado en extraccién en fase soélida (SPE) que se describe a
continuacion.
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DESARROLLO DE UN PROCEDIMIENTO DE PRECONCENTRACION.

Se describe un procedimiento para la extraccién—preconcentracioén de estos
analitos, en muestras de orina, basado en la utilizacién de un sorbente polimérico,
ENT/+, un copolimero hidroxilado de poliestireno—divinilbenceno.

El procedimiento propuesto implica un volumen de orina de 2.0 mL. La
elucién de los analitos se realiz6 con 2.0 mL de ACN:NH; 90:10 (v/v) que se evapora
y se redisuelve en 500 pL. de agua UHQ acidificada con 4cido férmico 0.1% (v/v)
antes de su inyeccién en el sistema electroforético.

Debido a la necesidad de emplear patrén interno para cuantificar, se
comprueba que su adicion antes o después de la etapa de preconcentraciéon no
produzca resultados significativamente diferentes.

La recuperacién obtenida para los analitos en estudio oscilé entre 68% y 100%
en muestras de orina.

De forma general, se puede concluir, que la metodologfa desarrollada en este
trabajo, basada en el acoplamiento de electroforesis capilar zonal con espectrometria
de masas, CZE-ESI-MS, es ripida y robusta, resultando apropiada para la
determinacién de nucledsidos y nucleobases modificados en orina.
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V. DETERMINACION DE NUCLEOSIDOS MEDIANTE CE-ESI(-)MS

Hasta el momento se ha logrado obtener una metodologia rapida y eficaz, por
la cual, podrian ser detectados y cuantificados un amplio conjunto de nucleésidos,
nucleobases y nucleésidos modificados, utilizando como técnica de separacién la
electroforesis capilar acoplada a un detector de espectrometria de masas con
ionizaciéon por electrospray en modo positivo ESI(+)MS. Para aquellos nucleésidos
que no pudieron ser detectados con esta metodologia en modo positivo, el siguiente
objetivo a conseguir en el presente trabajo es desarrollar un nuevo método basado

en ionizacion por electrospray en modo negativo ESI(-)MS que facilite su deteccion.

5.1. ELECCION DE LOS ANALITOS Y LAS CONDICIONES DE

SEPARACION Y DETECCION MEDIANTE CE—ESI(-)MS.

En primer lugar se llevé a cabo la eleccion de los analitos que iban a ser
estudiados. Para ello se parte de los resultados obtenidos en la Tabla 4.1 del Capitulo
IV de este trabajo, donde se comprob6 que mediante ESI(+)MS en modo positivo
no era posible la identificacién de los siguientes analitos: 5-metiluridina (5mU),
inosina (INN) y 8-hidroxi—2’—deoxiguanosina (8OH2dG). Este es, por tanto, el
grupo de analitos de interés a estudiar mediante ESI(-)MS. También se incluyeron
aqui otros compuestos importantes relacionados con indicadores de estrés oxidativo,
como son 8-hidroxiguanosina (8OHG) y 8-hidroxiguanina (8OHGua) y el
nucleésido 2’—deoxiguanosina (2dG).

En este caso, la separacion electroforética se llevé a cabo utilizando un medio
de separacion (BGE) con pH basico, para que estos analitos puedan migrar en forma
ani6nica. Teniendo en cuenta los valores de pKa que presentan los compuestos
estudiados (Capitulo I) se eligié un pH de 11.0 en el que todos ellos se encontraban

con carga negativa.

Para seleccionar el modo de deteccién Optimo, compatible con esta
separacién electroforética en medio basico, se realizé un estudio de la respuesta
analitica obtenida para ambas modalidades de deteccion, ESI(+)MS y ESI(-)MS.
Para ello se emple6 una muestra patrén de los analitos de interés, en concentracion
de 10.0 pg mL!, en un medio de separacién BGE formiato aménico—amoniaco de
concentraciéon 30 mM, pH 11.0, inyectada a una presion de 50 mbar durante
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8 segundos mediante una inyecciéon hidrodindmica. El estudio se llevé a cabo en un

capilar de 75 pm de didmetro interno aplicando un voltaje de separacion de 25 kV.

Los resultados obtenidos muestran, en el caso de la separacién en medio
basico y deteccion en ESI(+), que era posible detectar todos los analitos menos
8OHG y 8OHGua. En cambio, para la separacion en medio basico y detecciéon en
ESI(-) se detectaron todos los nucleésidos menos SOHGua.

La eleccién de un modo de deteccién positivo o negativo se llevo a cabo
también atendiendo a la relacién sefial/ruido. A la vista de los resultados recogidos
en la Tabla 5.1, se comprueba que los mejores valotes para la relacién sefial/ruido
se obtienen con la detecciéon ESI(+), mientras que con la deteccion ESI(-) se
detectaba un mayor nimero de analitos. Se decidi6 sacrificar un poco la sensibilidad
para los analito INN y 5mU, para los cuales se obtuvieron mejores resultados con la
deteccién ESI(+), a favor de poder identificar y cuantificar 8OHG, analito
importante, ya que esta relacionado con los procesos de estrés oxidativo.

Tabla 5.1. Relacién sefial analitica/ruido obtenida mediante separacion electroforética en medio alcalino
(pH 11.0) y deteccion en modo ESI(+) y ESI(-) para una muestra patrén de nucledsidos
(10.0 pg mL-1) disueltos en el medio BGE de separacién.

Sefial analitica /Ruido

. CE medio alcalino, CE medio alcalino,
Analito :
ESI(+) ESI()
L 5mU 33 13
L 2dG ) 65
L INN 73 33
| SOHG _ 73
| 8OH2dG 24 31
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Se selecciond, para estudios postetiores, separacion electroforética en medio
basico, pH 11.0, y deteccion por espectrometria de masas mediante ionizacioén por
electrospray en modo negativo, ESI(-)MS, para los siguientes analitos: 5mU, 2dG,
INN, 8OHG y 8OH2dG.

5.1.1. SEPARACION ELECTROFORETICA.
En este nuevo estudio, se utilizaron algunos de los parametros optimizados

en el capitulo anterior. A continuacién se van a describir las variables que afectan

tanto a la separacién, como aquellas que afectan a la introduccién de la muestra.

Variables que afectan a la separacion electroforética.

Entre las variables que afectan a la separacion electroforética se encuentran la
composicion del medio de separacion (naturaleza y concentracién del electrolito

soporte, pH, presencia de disolventes organicos) y el voltaje aplicado.

Con respecto a la composicion del medio de separacién, en este caso, se llevo
a cabo en medio basico, tampdn formiato amoénico—amoniaco a pH 11.0. La eleccién
de esta composicion se debe a la volatilidad del formiato aménico y del amoniaco,
siempre con vistas al acoplamiento entre el equipo de electroforesis capilar y el
detector de espectrometria de masas.

La siguiente variable que afecta a la separacion electroforética es la
concentracion del electrolito de separacién. En este caso se llevé a cabo la
optimizacién de la concentracién de la disoluciéon tampén formiato amoénico—
amoniaco, siempre teniendo en cuenta que en el acoplamiento del sistema
electroforético a un detector de espectrometria de masas, la intensidad de la cortriente
no debe superar los 50 pA por lo que esto delimita mucho el rango de
concentraciones estudiadas. En los apartados siguientes se va a estudiar la
concentraciéon del BGE de separacién, durante la optimizacion de los pardmetros

dependiendo del diametro interno del capilar utilizado.

La adicién de disolventes organicos no se volvié a considerar, debido en parte

a los resultados obtenidos en los estudios realizados en medio acido, Capitulo IV,
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donde no se observaron mejoras apreciables con la presencia del disolvente

organico.

Por ultimo, el voltaje aplicado para la separacion electroforética fue de 25 kV,
pero este valor puede variar a lo largo del estudio, y en especial cuando se analicen
muestras de orina, debido a las interferencias que presenta una matriz compleja
como es la orina. Aqui no se plante6 la aplicacién de escalones de potencial ya que
la separacion electroforética transcurre en un tiempo aceptable.

Variables que afectan a la introducciéon de la muestra.

Entre las variables que afectan a la introduccion de la muestra se encuentran,
la modalidad de inyeccion (electrocinética e hidrodindmica) y el tiempo y medio de

inyeccion.

En la inyeccién electrocinética la introduccion de la muestra se lleva a cabo
mediante la aplicacién de un voltaje entre los extremos del capilar que provoca la
migracion de los iones bajo el campo eléctrico aplicado. Esta modalidad de inyeccion
no ofreci6 ninguna mejora significativa, todo lo contrario, producia una disminucién
de la sensibilidad, en comparacién con lo obtenido mediante la inyeccién
hidrodinamica, y ademas se apreciaba una notable modificacion en la morfologfa de
los picos electroforéticos, por lo que se desestimé el estudio del modo de inyeccién
electrocinético.

El modo de inyeccion seleccionado pata introducir la muestra en el capilar
fue la inyeccién hidrodinamica, en la cual se aplica un gradiente de presién entre los
extremos del capilar que permite la introduccién de la muestra. La inyeccidén
hidrodinamica se llevé a cabo aplicando una presién positiva de 50 mbar con aire
durante tiempos de inyeccién que variaron dependiendo de la naturaleza de la
muestra analizada. Cabe destacar que no es lo mismo inyectar patrones acuosos que
muestras de orina, por lo que a medida que progrese el estudio puede ser necesatrio
modificar el volumen de inyeccién en cada caso.
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5.1.2. ACOPLAMIENTO ELECTROFORESIS CAPILAR—ESPECTROMETRIA DE

MASAS.

Como se ha seflalado previamente, el acoplamiento de un sistema de
electroforesis capilar a un detector de espectrometria de masas mejora notablemente
la capacidad de deteccién al disponer de un sistema que aporta una elevada
selectividad. El equipo de espectrometria de masas utilizado en este trabajo consta
de un analizador de cuadrupolo sencillo, conectado a una fuente de ionizacién de
electrospray (ES]). La interfaz con el equipo de electroforesis capilar es de tipo
coaxial por donde circula un liquido adicional responsable de cerrar el circuito
eléctrico y a su vez de favorecer el proceso de nebulizacion.

Sefialar que la diferencia entre esta parte del trabajo y el capitulo anterior se
encuentra en el modo de la interfaz EST en el que se llevo a cabo la determinacién
de los analitos de interés. En este caso se trabajé con la interfaz en modo
EST negativo, registrando el ion correspondiente a la molécula desprotonada
[M-HJ-. En la Tabla 5.2 se muestran los iones [M-H]- empleados en la identificacién
y cuantificacién de cada analito y el patrén interno empleado (Adenosina—13Cyo!'5Ns
5’—monofosfato (13Cyo "N5s—AMP).

Tabla 5.2. Iones [M-H]- empleados en la identificacion y cuantificacion, asf como las masas moleculares
de los analitos en estudio.

Analito M [M-H]- (m/z) E
5—metiluridina (5mU) 258 257
2’—deoxiguanosina (2dG) 267 266
Inosina (INN) 268 267
8—hidroxiguanosina (SOHG) 299 298
8—hidroxi—2’-deoxiguanosina (8OH2dG) 283 282

Adenosina— 13C(!°Ns5 5>-monofosfato
© (13Cy N5 —AMP)
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Parametros que afectan al electrospray.

Los parametros que afectan al electrospray son los descritos anteriormente
para la determinacién y cuantificaciéon de nucledsidos y nucleésidos modificados en
modo ESI(+)MS' y se describen a continuacion.

= Composicion del liquido adicional: posee la misma proporciéon y
composicion que el descrito anteriormente, agua UHQ:isopropanol
1:1 (v/v), pero en este caso no se adicioné acido acético.

= Caudal del liquido adicional: 0.78 pL. min-.

= Voltaje del capilar: -3500 V.

= Caudal del gas de nebulizacion: 7 L min.

= Temperatura del gas de nebulizacién: 350°C.

Hay que indicar que la presién del gas de nebulizacion es un parametro que
se estudiard posteriormente, en funcién del capilar utilizado, puesto que se ha
comprobado que es un parametro cuya magnitud puede afectar a la separacion y
deteccion en sistemas CE—MS que implica la separacién de especies anidnicas. En el
siguiente apartado se describen los estudios desarrollados con capilares de silice
fundida con distintos didmetros internos.
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5.2. ELECCION DEL CAPILAR EMPLEADO EN LA SEPARACION

ELECTROFORETICA EN FUNCION DE SU DIAMETRO INTERNO.

Los capilares estudiados fueron de silice fundida con didmetros internos de
50, 75 y 100 um, todos ellos con la misma longitud, 87.5 cm, hasta el detector MS.

5.2.1. CAPILAR CON DIAMETRO INTERNO DE 75 uM.

El primer capilar estudiado fue el de didmetro interno de 75 um por ser el
utilizado en la determinacién de nucledsidos mediante CE-ESI(+)MS.

Para llevar a cabo la separacion electroforética, el voltaje aplicado fue de
25 kV y el BGE empleado fue un tampén formiato amoénico—amoniaco,
concentracion 30 mM, ajustado a pH 11.0. La inyeccién de la muestra se realizé con
la modalidad de inyeccién hidrodindmica aplicando una presiéon de 50 mbar durante
8 segundos y la muestra inyectada fue una mezcla de los nucledsidos estudiados en
una concentracién de 10.0 pg mL-! disueltos en un medio de inyeccién de la misma
composicion que el medio BGE de separacion.

En estas condiciones se llevd a cabo un estudio de la presiéon del gas de
nebulizacién para evaluar su posible influencia en la deteccién de especies anidnicas.

Estudio de la presiéon del gas de nebulizacién.

En un acoplamiento CE-ESI-MS la presién del gas de nebulizacion es un
parametro importante por su efecto en la formacion y estabilidad del spray que entra
en el espectrometro de masas, como por su efecto en la separacion y resolucion que

tiene lugar en el capilar electroforético.

Inicialmente se estudiaron distintos valores de presion del gas de nebulizacion,
4, 6, 8 y 10 psi. La decision acerca de cual de estos valores era el mas adecuado se
tomo teniendo en cuenta su efecto tanto en el tiempo de migracién como en el area
de pico de cada analito. Se consideré como Optima aquella presién del gas de
nebulizacién que permitia obtener tiempos de analisis mds cortos y una mejor

respuesta para la mayorfa de los analitos de interés.
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Los tiempos de migracién obtenidos con una presién de nebulizacion de 4 psi
se encuentran comprendidos en un intervalo de 14 a 16 minutos, mientras que para
presiones de 8 y 10 psi los tiempos de migracion disminuyen ligeramente, estando
comprendidos entre 12 y 14 minutos, Tabla 5.3. Por tanto, en funcién del tiempo de
migracion, los mejores resultados se obtenian con estos valores de presion de
nebulizacién, 8 o 10 psi. Con respecto a las sefiales obtenidas en cada caso, se
observé que las areas de pico obtenidas para una presion de 4 psi resultaron
inferiores en comparacién con los otros valores de presion. Los mejores resultados
se obtenfan con la presién de 8 psi, a excepcién del analito 2dG, para el cual se
obtenia un valor de area mas alto cuando se trabajaba a 10 psi. Finalmente, se eligio
una presion de nebulizacion de 8 psi como la presién optima a utilizar para capilares

de 75 pm de didmetro interno.

Tabla 5.3. Influencia de la presion del gas de nebulizacion en el tiempo de analisis y en la sefial analitica.

4 6 8 10
i Ti PP
. Tiempo andlisis |, | 13-15 13-14 12-13
i (min)
i Sefial analitica 10-16 12-21 14-23 13-25
i (x10% ua) :

Estudio de la aplicacién de una presién programada del gas de nebulizacién.

Una vez optimizada la presion del gas de nebulizacion se estudié también la
posibilidad de aplicar la presién de nebulizacion de una forma programada (programed
nebulizing—gas pressure, PNP) durante el analisis, en lugar de mantener constante una
presion de 8 psi. Esta modalidad ha sido desarrollada recientemente en el grupo de
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investigacion y consiste en aplicar diferentes presiones de nebulizacién durante la
separacioén electroforética y durante la entrada de los analitos en la fuente de
electrospray para su deteccion en el espectrometro de masas. El programa empieza
con valores de presion del gas de nebulizacion bajos (proximos a cero), durante el
tiempo en que se produce la separacion electroforética de los analitos en el capilar
de separacion, evitando asi que se produzca la succion de la muestra por la fuente de
ESI. Al pasar un tiempo determinado, antes de la entrada de los analitos en la fuente
de ESI, 1a presion del gas de nebulizacion se eleva a un valor adecuado que favorezca

la nebulizacién de la muestra y la ionizacién de los analitos.

En este caso se trabajé con escalones de presion de nebulizacién que fueron
1-4, 1-8 y 1-10 psi. El analisis se inicia con una presiéon de nebulizacion de 1 psiy
después de 7 minutos, antes de la llegada de los analitos a la interfaz EST, se eleva la
presién a un valor de 4, 8 y 10 psi respectivamente. En la Figura 5.1 se muestra el
esquema basico de la modalidad PNP ensayada.

- I I - I I
7 %
& | | 10 psi & | | 10 psi
I 1
g 2 8 psi
3 | | S | |
—5 —§ ' 4 psi
2 I I z I |
5§ 5
2 | I 2 I I
£ I I £ l |
| 1 ]
Inyeccién Separacion Deteccién Inyeccién Separacién  Deteccion

Figura 5.1. Representacion de la aplicacién de una presién de nebulizacion constante (izquierda) y de
los programas de presién de nebulizaciéon programada ensayados: 1-4, 1-8 y 1-10 psi (derecha).

En todos los casos, los resultados obtenidos, mostraron un ligero incremento
de los tiempos de migraciéon cuando se aplica la presién de nebulizacion programada
(PNP). También se observa, como ocurre en el estudio anterior, que a valores de
presion de nebulizacién bajos, 1-4 psi, los tiempos de migracién son mayores que

los obtenidos para valores mas elevados de presién de nebulizacion. Sin embargo,
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en este caso, con el escalon de 14 psi se obtuvieron mejores valores de area de pico

electroforético que para el resto de escalones de presion de nebulizacién estudiados.

La comparaciéon entre ambas formas de aplicar la presion del gas de
nebulizacién de forma constante, 8 psi, o mediante el programa de presioén
programada, 1—4 psi, permite decidir entre ambas modalidades a la hora de escoger
las mejores condiciones de deteccién. Los resultados mas favorables se obtuvieron
en el primer caso, esto es, cuando la presion del gas de nebulizaciéon se aplica de
forma constante durante todo el andlisis. Por tanto, en este caso y con capilares de
75 micras de didmetro interno, la aplicacion de la presion del gas de nebulizacién de
una forma programada no suponfa ninguna mejora en la detecciéon de los
nucleésidos estudiados.

Estudio del tiempo v medio de inyeccién de la muestra.

Inicialmente se estudié el tiempo de inyeccidon para una muestra patrén
disuelta en medio BGE y posteriormente se realizé un estudio de la influencia del

medio de inyeccion en que se introduce la muestra en el capilar electroforético.

Se estudié el tiempo de inyeccién para una muestra patrdén de los cinco
analitos de interés, en concentraciéon 10.0 ug mL-1, disueltos en un medio de igual
composicion que el utilizado en el medio de separacion (BGE), es decir, en tampén
formiato amoénico—amoniaco, 30 mM, pH 11.0. Los tiempos de inyeccién estudiados

fueron de 8, 10 y 15 segundos mediante inyeccién hidrodindmica a 50 mbatr.

Los resultados obtenidos mostraron un incremento de las areas al aumentar
el tiempo de inyeccion, algo por otro lado esperado, ya que a mayor tiempo de
inyecciéon mayor cantidad de muestra inyectada y mayor sefial analitica. Debido a
estos buenos resultados con tiempos de inyeccion elevados se decidié seguir con este

estudio aumentando los tiempos de inyeccion.

Para el tiempo de 15 segundos se comparé la sefial obtenida para tres medios
de inyeccién distintos: (a) medio 100% acuoso (agua UHQ), (b) medio 30 mM
formiato aménico—amoniaco, pH 11.0 (BGE) y () una dilucién 1:10 (v/v) BGE:agua
UHQ, es decir, un medio de la misma composicién y pH que el BGE inicial, formiato

amonico—amoniaco de pH 11.0, pero en concentraciéon 3 mM.
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Los tesultados expresados como relacién sefial/tuido se muestran en la
Tabla 5.4. En este caso se puede obsetrvar que los valores de relacién sefial/ruido
obtenidos en medio 1:10 (v/v) BGE:agua UHQ estan préximos a los que se obtienen
en medio 100% acuoso, agua UHQ, y son superiores a los que se obtienen cuando
el medio de inyeccion de la muestra es igual al medio de separacién, BGE. Se elige
este medio 1:10 (v/v) BGE:agua UHQ pata estudios postetiotes.

Tabla 5.4. Influencia del medio de inyeccion en la relaciéon sefial analitica/ruido para los tres casos
estudiados: (a) 100% agua UHQ, (b) medio BGE (30 mM formiato aménico—amoniaco), y (c) medio
1:10 (v/v) BGE: agua UHQ.

Sefial analitica/Ruido

[aain | apa UHG  BGE 110 /ey Been DG |
5mU 41 21 45 I
2dG 191 93 189
INN 130 76 120
8OHG 161 86 112
| 80H24G 110 69 88 -

Se estudi6 la posibilidad de aumentar los tiempos de inyeccion por encima de
15 segundos puesto que con los valores estudiados no se observaba una clara
tendencia a la saturacién.

En este caso se ensayaron tiempos de inyeccién de 8, 15, 20, 30, 50 y
70 segundos. Al evaluar los resultados obtenidos se observé que todos los analitos
estudiados presentaban una respuesta lineal y en ningin momento se observé una
saturacion en la sefial obtenida en el detector de espectrometria de masas. Estos
resultados se muestran en la Figura 5.2 donde queda patente la respuesta lineal.
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X 5mU ® 2dG A INN ¥ 8OHG ¢ 80H2dG
R2 = 0.9984 R?=0.9996 R2=0.9978 R2 =0.9994 R2=10.9977
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Figura 5.2. Influencia del tiempo de inyeccién en la respuesta analitica (area de pico). Se incluyen

también los valores de R2 de las rectas obtenidas.

El aumento del tiempo de inyeccién a valores superiores, 100 y 150 segundos,
no resultaron satisfactorios. Para algunos de los analitos en estudio, como 5mU y
8OHG, los valores de la sefial analitica obtenidos para estos tiempos de inyeccion
de 100 y 150 segundos son inferiores a lo esperado, lo que se puede interpretar como
una tendencia a la saturacién. Por ello, el tiempo de inyecciéon éptimo se considerd

70 segundos.

Calibrado con el capilar de diametro interno de 75 um.

Para completar este estudio se llevé a cabo un calibrado en las condiciones
experimentales optimizadas para este didmetro interno en particular. El medio de
separaciéon BGE empleado fue formiato amoénico—amoniaco 30 mM a pH 11.0, la
deteccién se realizé en modo ESI(-)MS con una presion del gas de nebulizacion de
8 psi. Se utilizaron muestras patrén de los cinco analitos en concentraciones de 0.05
a 5.0 pg mL-! en medio acuoso UHQ. La introduccién de la muestra se llevo a cabo
mediante inyecciéon hidrodindmica aplicando una presién de 50 mbar durante 70
segundos. La deteccién se llevé a cabo en modo SIM, siguiendo el ion [M-H]- de
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cada uno de los analitos de interés. En la Tabla 5.5 se muestran los parametros del

analisis de regresion, sefial analitica frente a la concentracién en ug mL-1.

Para el estudio de la reproducibilidad del método se prepararon ocho
muestras patrén en medio acuoso UHQ de los nucledsidos a un nivel de
concentracién de 0.05 pg ml1, inyectados por triplicado. Los valores de desviacion
estandar relativa (RSD%) obtenidos para este nivel de concentracién estin
comprendidos entre 9.6 y 11.3%.

En la Tabla 5.5 también se muestran los valores de limite de deteccion, LOD,
determinados a partir de las curvas de calibracién segun el criterio propuesto por la
Conferencia Internacional de Coordinacién o Armonizacién (International Conference
on Harmonisation, ICH) %8, el cual propone tres métodos para la determinacion de los
limites de deteccion (LOD):

e Basado en una evaluacién visual.
e Basado en la relacion sefial/ruido.

e Basado en la desviacién estandar de la respuesta y la pendiente.

Esta conferencia internacional determina que los limites de deteccion pueden
ser calculados mediante la férmula:

siendo o la desviacién estindar de la respuesta y S la pendiente de la recta de
calibrado. En nuestro caso o se ha evaluado mediante la desviacion estandar residual
de la linea de regresién obtenida a niveles proximos al limite de cuantificacion.

Los limites de deteccion obtenidos estan comprendidos entre 0.02 ng mL-!
para el compuesto 2dG y 0.05 pg mI! para el analito 5SmU.

168 International Conference on Harmonisation, <1 alidation of Analytical Procedures: Text and Methodology, Q2 (R1)”, Nov.
2005.

185



V. DETERMINACION DE NUCLEOSIDOS MEDIANTE CE-ESI(-MS

Tabla 5.5. Caracteristicas del calibrado realizado en un capilar de 75 um para patrones acuosos. Intervalo
de concentraciones de 0.05 a 5.0 pg mI-.

ey vt * gy P00
5mU 0.81 £ 0.02 0.31 + 5.29 0.997 0.05 -
2dG 1.17 £ 0.04 -2.46 + 7.81 0.996 0.02 10
INN 1.07 £ 0.04 -2.77 £7.90 0.995 0.03 11
SOHG 0.89 £ 0.02 -0.51 £ 5.11 0.997 0.04 11
8OH2dG 1.07 £ 0.03 -1.64 £ 5.64 0.997 0.03 10

a, LLOD: Limite de deteccion segun la ICH.
b, RSD: Desviacién estandar relativa (n==8) para un nivel de concentracién de 0.05 pg mL-1.

5.2.2. CAPILAR CON DIAMETRO INTERNO DE 100 pum.

Se realiz6 un estudio similar para capilares con didmetro interno de 100 um.
Para las pruebas iniciales se utilizaron los parametros de inyeccién optimizados para
el capilar de 75 um (inyeccién hidrodinamica a 50 mbar, 70 segundos; presion del
gas de nebulizacién de 8 psi). Sin embargo, hay que sefialar que debido al aumento
del diametro interno del capilar de separacién, fue necesario disminuir la
concentracién del medio de separacion de 30 mM a 3 mM, manteniendo el valor de
pH 11.0. La utilizacién de este BGE diluido en proporcién 1:10 (v/v) esta
condicionado por el limite en la intensidad de corriente a un valor maximo de 50 pA,

impuesto por el acoplamiento con el detector de espectrometria de masas.

Los resultados obtenidos para este medio de separacién mostraron una nula
separacién entre los analitos cuando se aplicaba un potencial de 25 kV, ya que
migraban todos al mismo tiempo. Por ello se decidié optimizar algunos de los
parametros que afectan tanto a la separacién como a la deteccién, como son el
potencial aplicado, el tiempo de inyeccién y la concentracion del BGE de separacion.
Por ultimo se estudié la posibilidad de aplicar un programa de presion de
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nebulizacién con el propédsito de conseguir una mejor separacion entre los analitos

estudiados.

Estudio del potencial de separacién aplicado.

La influencia del potencial de separacioén aplicado se estudié para valores de
potencial de 10, 15y 20 kV. En la Figura 5.3 se muestran los valores de sefial analitica
y area de pico electroforético obtenidos en cada uno de los casos. Los valores de la
sefial analftica no difieren significativamente, para los tres valores ensayados, pero
para un potencial de 15 kV se obtiene una buena separacion de los analitos sin alargar
demasiado el tiempo de andlisis. Por lo que serd este valor de 15 kV el potencial

aplicado en estudios postetiores.
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Figura 5.3. Sefial analitica, drea de pico, frente al voltaje de separacién aplicado, 10, 15y 20 kV, en un
capilar de 100 pm de diametro interno.
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Estudio del tiempo de inveccion de la muestra.

Los tiempos de inyeccion estudiados fueron 10, 20, 30, 50 y 70 segundos con
una muestra patrén en medio acuoso. En la Figura 5.4 se representan los valores de
la respuesta analitica, area de pico, frente a los tiempos de inyeccion estudiados. Se
puede observar un comportamiento lineal para todos los analitos. Por ello, desde el
punto de vista de la sensibilidad, se podtia trabajar con tiempos de inyeccién largos
que proporcionan una mayor seflal analitica. Sin embargo, centrandose en la
separacioén electroforética, los tiempos de inyecciéon largos proporcionan una
separacion deficiente. Asi, para un tiempo de inyeccién de 70 segundos, los analitos
presentan tiempos de migracién comprendidos entre 7.53 y 7.57 minutos, mientras
que para tiempos de inyeccion de 10 segundos, los tiempos de migracién estaban
comprendidos entre 9.65 y 10.32 minutos.

Se puede observar como al aumentar el tiempo de inyeccién disminuye la
separacion electroforética, por lo que, se decidi6 trabajar con tiempos de inyeccion
cortos, de 10 segundos, que proporcionan una mejor separacion electroforética a

costa de sacrificar un poco la sefial analitica obtenida.

= 5mU = 2dG < INN 4 80HG * 80H2dG
R2=0.9885 R2=0.9816 R2=0.9985 R2=0.9813 R2=0.9969

1000000
900000 P
800000
700000
600000
500000 =
400000
300000
200000
100000

0

Seiial Analitica

0 10 20 30 40 50 60 70 80

Tiempo de inyeccion (segundos)

Figura 5.4. Influencia del tiempo de inyeccién en la sefial analitica, area de pico. Se incluyen también
los valores de R? de las rectas obtenidas.
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Optimizaciéon de la concentraciéon de electrolito en el medio de separaciéon
(BGE).

Se llevd a cabo el estudio de la influencia de la concentracion de electrolito
presente en el medio de separacion, BGE, pata tres niveles, 3, 6 y 15 mM, de una
disolucién formiato amoénico ajustada con amoniaco a pH 11.0.

En la Figura 5.5 se representa la respuesta analitica, area de pico y tiempo de
migracion, frente a las distintas concentraciones estudiadas. Como se puede
observar, con el medio mas diluido, BGE 3 mM, se obtuvieron los valores de area
mas elevados y los tiempos de migracién mas bajos, sin embargo, cuando se emplea
un BGE de concentracién 6 mM se obtienen mayores tiempos de migracién pero
con una mejor resolucién entre los analitos. Se seleccion6 6 mM como
concentraciéon de compromiso del medio de separacion (BGE), debido a que es la

que ofrece una mejor separacion electroforética.
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Figura 5.5. Influencia de la concentracién del medio de separacion, BGE, en la sefial analitica (parte
superior) y en los tiempos de migracién (parte inferior) para los nucleésidos de interés.
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Aplicaciéon de una presiéon programada del gas de nebulizaciéon (PNP).

En este estudio con capilares de didametro interno de 100 um surge
continuamente el problema de la separacion de los picos electroforéticos, que es,
mucho mas critica que con capilares mas estrechos (75 wm), como los utilizados
anteriormente. Con objeto de mejorar la separacion y resolucion electroforética se
ensayo la aplicacion de una presién de nebulizacién programada (PINP) puesto que
se ha comprobado que afecta positivamente a la separacién de picos de especies que
migran con posterioridad al flujo electroosmético, como es el caso de las especies
anionicas.

Los programas de presiéon de nebulizacion estudiados fueron 1-4, 1-6 y
1-8 psi. En la Figura 5.6 se muestran los resultados obtenidos, los valores de sefial
analitica y tiempo de migracion. En ella se puede observar que, para un programa de
1-4 psi, se obtienen sefiales analiticas un poco mas altas, que para el resto de los

programas estudiados aunque no es un aumento muy significativo.
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Figura 5.6. Influencia de la aplicacién de una presién de nebulizacién programada (PNP) en la sefial
analitica (parte superior) y en los tiempos de migracion (parte inferior) para los nucleésidos de interés.
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En cuanto al efecto sobre los tiempos de migracion se considera que los
resultados mas favorables corresponden al PNP de 1—4 psi. Se obtenfan tiempos de
migracion mas altos, asociando esta respuesta a una migracién de los analitos en un
intervalo de tiempo mas amplio, y por tanto, a una mejor separacion electroforética,

Figura 5.7.

\ - PNP_1-4

PNP_1-8

Figura 5.7. Electroferogramas de ion total para una muestra acuosa de concentracién
5.00 pg mL-! de los analitos de interés aplicando diferentes programas de presién del gas de
nebulizacién (PNP).

Por tanto, el programa de presién de nebulizacién 1-4 psi se presenta como

el mas adecuado en un capilar de 100 um de didmetro interno.

Para este capilar de 100 pm también se realizé un estudio comparativo del
efecto de la presion del gas de nebulizacién aplicado de forma constante o mediante
este programa de presiones (PNP). En este caso se compararon los resultados
obtenidos para una presiéon de 8 psi y los que se obtuvieron con el programa PNP
de 14 psi. Si se tenfa en cuenta la respuesta analitica, area de pico, los mejores
resultados se obtuvieron cuando se aplicaba una presién del gas de nebulizacion
constante de 8 psi. Pero teniendo en cuenta la resolucion electroforética se podia
observar una gran diferencia entre ambas modalidades, siendo en este caso, el
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programa de presiones de nebulizacién de 1-4 psi el que proporcionaba resultados
mas favorables, con una mejora en la separacién de los analitos de interés, que sin

embargo no llegaba a ser totalmente satisfactoria, como se observa en la Figura 5.7.

Calibrado con el capilar de didmetro interno de 100 um.

Una vez que se ha llevado a cabo la optimizacién de los parametros que
afectan a la separacion y a la deteccion, el dltimo paso fue realizar un calibrado para
obtener las caracteristicas del método, utilizando los parametros optimizados a lo

largo de este apartado.

Como se ha indicado el voltaje 6ptimo aplicado es de 15 kV, con inyeccion
hidrodinamica a 50 mbar durante 10 segundos. Como medio electroforético de
separacion, BGE, se utiliz6 formiato aménico—amoniaco en concentraciéon de 6 mM
con un pH de 11.0. Con respecto a los parametros que afectan a la deteccién, se
empled un programa de presiones de nebulizacién, PNP, con un escaléon de 1-4 psi
en modo SIM y se sigui6 el ion [M-H] de los analitos de interés. Se inyectaron
muestras patrén de los cinco nucledsidos de interés en medio acuoso UHQ con
concentraciones comprendidas entre 0.05-5.0 pg mL-1.

En la Tabla 5.6 se encuentran recogidos los parametros del analisis de

regresion, sefial analitica (area de pico) frente a concentraciéon (ug mL-1).

La precision se determiné a partir de los valores de desviacién estandar
relativa (RSD) obtenidos para seis muestras, a un nivel de concentracién de
0.05 ng mL-1, inyectadas por triplicado. Se observa que los valores para el coeficiente
de variacién estan comprendidos entre 2.1 y 5.0%. Los valores de los limites de
deteccién, LOD, segun la ICH, estan comprendidos entre 0.01 y 0.03 pg ml-! para
los compuestos 8SOH2dG y 5mU, respectivamente.
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Tabla 5.6. Caracteristicas del calibrado realizado en un capilar de 100 um para mezclas patrén en medio
acuoso, UHQ. Intervalo de concentracién 0.05-5.0 pg mL-1.

ey vt % geaty P00
5mU 0.88 + 0.09 -1.67 + 5.66 0.980 0.03 5.0
2dG 1.20 + 0.09 3.65 + 4.74 0.986 0.02 2.5
INN 0.96 + 0.04 -0.20 +2.03 0.996 0.02 3.7
8OHG 0.89 + 0.03 -1.02 + 1.41 0.998 0.02 2.1
8OH2dG 1.06 % 0.03 -0.20 + 1.44 0.998 0.01 2.2

a, LLOD: Limite de deteccion segun la ICH.
b, RSD: Desviacién estandar relativa (n=0) para un nivel de concentracién de 0.05 pg mL-1.

5.2.3. CAPILAR CON DIAMETRO INTERNO DE 50 um.

Una vez estudiado el comportamiento electroforético en capilates de 75 y de
100 wm de didmetro interno, se decidié hacer un estudio similar con capilares de

menor didmetro, 50 pm.

Como se realizé en ocasiones anteriores, el estudio comenz6 a partir de las
condiciones optimizadas previamente, en este caso para el capilar de 100 um,
haciendo alguna leve variacién debido a la diferencia en el tamafio del didmetro
interno. Por tanto, se parte de un voltaje aplicado de 15 kV, tiempo de inyeccién de
30 segundos y una mezcla formiato amoénico—amoniaco 30 mM, pH 11.0, como
medio de separacién, BGE. Para la deteccion se aplicé un programa de presiones de
nebulizacién, PNP, 1-4 psi. Estos estudios se llevaron a cabo con una muestra
patrén de los analitos de interés, 5mU, 2dG, INN, 8OHG y 8OH2dG, en medio
100% acuoso UHQ, en una concentracion de 5.0 pg mL-1.

Los primeros registros obtenidos mostraron una mejora muy significativa en
la resolucién y la morfologia de los picos, obteniéndose picos mucho mas estrechos
y mejor separados que los obtenidos anteriormente con capilares de 75 y de 100 pm.
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Optimizaciéon de la concentraciéon de electrolito en el medio de separaciéon
(BGE).

Se ensayaron distintas concentraciones de formiato aménico—amoniaco con
pH 11.0, 30 mM y 50 mM. En la Figura 5.8 se muestra la representacién mediante
diagrama de barras de los resultados obtenidos en el estudio de la concentracion del
BGE de separacién para los nucledsidos estudiados. Se representa el efecto sobre (a)
la sefial analitica, area de pico electroforético, (b) anchura de pico y (¢) tiempo de
migracion para las dos concentraciones estudiadas, 30 y 50 mM.
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Figura 5.8. Influencia de la concentracion del medio de separacion (BGE) en (a) la sefal analitica, area
de pico electroforético, (b) anchura de pico y (c) tiempo de migracion para las dos concentraciones
estudiadas, 30 y 50 mM.
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Los resultados muestran que las sefiales analiticas, area de pico electroforético,
presentan valores mas elevados para una concentracion de BGE de 30 mM
(Figura 5.8.a) mientras que, los valores de anchura de pico electroforético no
presentan variaciones significativas (Figura 5.8.b). Con respecto a los tiempos de
migracion (Figura 5.8.c) si se observan diferencias importantes con las
concentraciones estudiadas. Se obtienen valores de tiempo de migracién mucho mas
bajos cuando se emplea, como BGE de separacion, el medio de concentracion de 30
mM que cuando se emplea el de 50 mM. Por ello, se decidié trabajar con una
concentraciéon de 30 mM como concentracion 6ptima del BGE de separacion.

Optimizacién del tiempo y medio de inyeccién de la muestra.

El tiempo y el medio de inyeccién se estudiaron de forma conjunta. Se estudio
el efecto de inyectar la muestra disuelta en medio 100% acuoso, agua UHQ, o bien

cuando se disuelve en el mismo medio de separacién, pero diluido en proporcion

1:10 (v/v) con agua UHQ, medio 1:10 (v/v) BGE:agua UHQ.

En la Figura 5.9 se muestra la representaciéon mediante diagrama de barras de
los resultados obtenidos para los cinco nucledsidos de interés. Se representa la sefial
analitica y la anchura de pico para los tiempos de inyeccién estudiados, 10, 30 y
50 segundos en cada uno de los medios de inyeccion ensayados, agua UHQ o medio
1:10 (v/v) BGE:agua UHQ. Como cabtia esperar, a mayor tiempo de inyeccion
mayor sefial analitica, area de pico, Figura 5.9.a, y un aumento, aunque ligero, en los
valores de anchura de pico medidos a mitad de altura, Figura 5.9.b. Por ello, una
solucién de compromiso es la que supone utilizar un tiempo de inyeccién de
30 segundos. Con respecto al medio de inyeccion, se escogié como medio éptimo
de inyeccién la dilucién 1:10 (v/v) BGE:agua UHQ, es decir formiato aménico—
amoniaco 3 mM.
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Figura 5.9. Estudio del tiempo y del medio de inyeccidn para los nucledsidos de interés. Se representan
(a) la sefal analitica y (b) la anchura de pico en funcién del tiempo de inyeccién para cada uno de los
medios en que va disuelta la muestra, agua UHQ o 1:10 (v/v) BGE:agua UHQ.

Optimizacién de la presion del gas de nebulizacién.

Los valores de la presion de nebulizacién estudiados fueron 4, 6, 8 y 10 psi,
manteniendo todas las condiciones optimizadas previamente.

La representaciéon de los resultados obtenidos se muestra en la Figura 5.10
para la sefial analitica, area de pico, y la anchura de pico para cada uno de los analitos
de interés, 5mU, 2dG, INN, SOHG y 8OH2dG.

Para todas las presiones se obtuvieron resultados similares de respuesta

analitica y solo en el caso de una presion de nebulizacién de 10 psi los valores
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obtenidos disminuian significativamente con respecto a los obtenidos para las otras
presiones de nebulizacion, Figura 5.10.a. Teniendo en cuenta los valores de anchura
de pico electroforético, los picos mas estrechos se obtuvieron para los valores mas
altos de presién de nebulizacién, siendo muy similares los picos obtenidos a
presiones del gas de nebulizacién de 6 y 8 psi. Por ello, al no observarse diferencias
muy significativas entre los resultados obtenidos para ambas presiones, se tomé el

valor de 6 psi como valor adecuado de presion del gas de nebulizacién para estudios

posteriores.
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Figura 5.10. Influencia de la presioén del gas de nebulizacion en (a) la sefial analitica, area de pico y (b)
la anchura de pico para cada uno de los analitos de interés.

A diferencia de los estudios anteriores, en los cuales se baraj6 la posibilidad
de, ademds de optimizar la presioén del gas de nebulizacién, comparar esos resultados
con los obtenidos al aplicar un programa de presiones de nebulizacién, esto no se
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llevé a cabo con capilares de 50 um de didmetro interno. Ello se basa en los
resultados obtenidos con capilares de 75 pm de didmetro interno, para los que se
comprobé que la aplicacién de la presion de nebulizacién de forma programada
(modalidad PNP) no presentaba ninguna ventaja significativa en capilares
suficientemente estrechos.

Optimizacién del voltaje aplicado durante la separacién electroforética.

Por dltimo, en la optimizacién de los parametros que afectan a la separacion
electroforética en un capilar de 50 um de didmetro interno, se llevé a cabo el estudio

del voltaje aplicado entre los extremos del capilat.

Los voltajes estudiados fueron 15, 20, 25 y 30 kV. El estudio se realiz6 con
un patrén de los nucledsidos de interés, 5mU, 2dG, INN, SOHG y 8OH2dG, en
una concentracién de 5.0 pg mL-! disueltos en medio 1:10 (v/v) BGE:agua UHQ.

Los resultados obtenidos se recogen en la Figura 5.11 donde se representa,
para cada uno de los analitos en estudio, la influencia del voltaje aplicado en la sefial

analitica (area de pico) y en la anchura de los picos electroforéticos.
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Figura 5.11. Influencia del voltaje aplicado durante la separacién electroforética. Se representa (a) sefial
analitica y (b) anchura de pico, para cada uno de los analitos de interés, para los distintos valores de
voltaje de separacion estudiados.
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Se puede observar coémo, para cada uno de los analitos en estudio, las sefiales
analiticas son similares para los cuatro voltajes estudiados (Figura 5.11.a). En cambio,
si se tiene en cuenta la anchura del pico electroforético (Figura 5.11.b) si se observan
diferencias significativas dependiendo del voltaje aplicado, en este caso los picos mas
estrechos se obtienen cuando el voltaje de separacién aplicado tiene un valor de
30 kV, por lo que se toma este valor como valor éptimo en la separacion
electroforética de los analitos en estudio.

Para este voltaje de separacion, 30 kV, los tiempos de migracién se adelantan
notablemente, por lo que el tiempo total de analisis se acorta, pasando de 16 minutos
con 15 kV a un tiempo de 9 minutos con el voltaje de 30 kV.

Calibrado con el capilar de diametro interno de 50 pm.

Una vez que se ha llevado a cabo la optimizacién de los pardametros que
afectan a la separacion y a la deteccidn, el dltimo paso es llevar a cabo un calibrado
para obtener las caracteristicas del método, utilizando los parametros optimizados a

lo largo de este apartado.

Como se ha indicado el voltaje éptimo fue de 30 kV, la inyeccion fue de tipo
hidrodinamica mediante una presion de 50 mbar durante 30 segundos, el tampoén de
separacién (BGE) optimizado consistié en formiato amoénico—amoniaco en una
concentraciéon de 30 mM y pH 11.0. Con respecto a los parametros que afectan a la
deteccibn, se aplico una presion constante del gas de nebulizacién de 6 psi. La toma
de datos se realizé en modo SIM y se sigui6 el ion [M-H]- de cada uno de los analitos
de interés. Las muestras analizadas eran patrones de los cinco nucleésidos. El medio
de inyeccién fue en todos los casos 1:10 (v/v) BGE:agua UHQ con concentraciones
comprendidas entre 0.1-5.0 ug mL-1.

También se realizé un estudio de la reproducibilidad del método optimizado
de separacion y deteccion de los analitos de interés en un capilar de 50 pm; en este
estudio se prepatraron seis muestras patrén en concentracion 0.1 pg ml-! en el medio
de inyeccién indicado anteriormente. El tiempo de inyeccion, la presioén del gas de
nebulizacién, el BGE y los demas parametros son los mismos con los que se realizo
el calibrado.

En la Tabla 5.7, se encuentran recogidos los parametros del analisis de

regresion, sefial analitica frente a concentracion expresada en pg mL-1. Los valores
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obtenidos de limite de detecciéon, LLOD, estin comprendidos entre 0.01 vy
0.04 pg mL! para los compuestos INN y 8OH2dG, respectivamente.

Los valores de precisiéon obtenidos, expresados como desviacion estandar
relativa (RSD%) estan comprendidos entre 6 y 14%. Estos valores pueden
considerarse aceptables teniendo en cuenta que se obtienen para el nivel de

concentracion inferior del calibrado, 0.1 pg mL-1.

Tabla 5.7. Caracteristicas del calibrado realizado en un capilar de 50 um para patrones de los analitos
disueltos en 1:10 (v/v) BGE:agua UHQ. Intetvalo de concentraciones de 0.1 a 5.0 pg mI-1.

A Crintan % gpary RO
5mU 4.57 £ 0.26 0.52 £ 5.95 0.990 0.03 10
2dG 5.21 +0.16 -0.03 +3.79 0.997 0.02 11
INN 405+ 0.10 1474239 0998 0.01 12
8OHG 3.11 % 0.08 1.42+1.97 0.998 0.03 6
8OH2dG 3.91 +0.12 1.61 +2.79 0.997 0.04 14

2. L.OD: Limite de deteccién segin la ICH.
b, RSD: Desviacion estandar relativa (n=0) para un nivel de concentracién de 0.1 ug mL-1.
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5.2.4. RESUMEN DE LOS ESTUDIOS REALIZADOS EN CAPILARES DE DISTINTO

DIAMETRO INTERNO.

Para finalizar este apartado del estudio de capilares de tres didmetros internos

diferentes, 50, 75 y 100 um, se muestra en la Figura 5.12 un resumen de las

condiciones optimizadas para cada uno de ellos.

CAPILAR 75 um

* BGE separacion:
30 mM NH,HCOO/NHj,
pH 11.0

=Inyecci6n:

Tipo: hidrodinamica, 50 mbar

Tiempo: 70 s

Medio inyeccion: agua UHQ

=Voltaje de separacion:
25kV

=Presion de nebulizacion:
8 psi

CAPILAR 100 um

= BGE separacion: =Voltaje de separacion:

6 mM NH,HCOO/NHj, 15kV

pH11.0

=Inyeccién: =Presi6n de nebulizacién:
Tipo: hidrodinamica, 50 mbar PNP 1-4 psi

Tiempo: 10 s

Medio inyeccion: agua UHQ

CONDICIONES COMUNES:

= Liquido adicional: CAPILAR 50 pm

agua UHQ:2-propanol 1:1 (v/v)
Flujo: 0.78 uL min’ * BGE separacion:
30 mM NH,HCOO/NH;

= Voltaje del capilar: I
-3500 V
= Inyeccion:
Tipo: hidrodinamica, 50 mbar
=Gas de nebulizacion: Tiempo: 30 s
Flujo: 7 L min Medio inyeccién: 1:10 (v/v)

Temperatura: 350 °C BGE:agua UHQ

= Voltaje de separacion:
. - A
CZE-ESI(-)MS e
=Presi6n de nebulizacion:
6 psi

Figura 5.12. Resumen de las condiciones optimizadas para los tres diametros internos de capilar, 50, 75

y 100 pm, para la determinacién de nucledsidos en medio alcalino mediante CE-ESI(-)MS.
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A la vista de los resultados obtenidos para estos tres didmetros internos se
decidi6 escoger como 6ptimo el capilar de 50 um, puesto que con él se obtiene una
mejor resolucién electroforética, algo que también conlleva mejoras en la deteccion
postetiot.

En la Figura 5.13 se muestra la diferente resolucién que se obtiene para cada
uno de los capilares si se trabaja en las mismas condiciones (izquierda), as{ como el
electroferograma de ion total (TTE) e ion extraido obtenidos con el capilar de 50 pm
(derecha).

Los estudios posteriores se realizaran por tanto, con el capilar de 50 um de
didmetro interno, en las condiciones optimizadas en el apartado anterior para este
tamafio de didmetro interno.

500] 4500 2dG | NN TIE
4250
4000 8OHG
37501
35001
50 32501
50 um 3000 ]
2750 4
2500 4
1000 2250 , .
7 8 9 10 min
200 5mU 1500 2dG 1600
1600 m/z 257 1400 m/z 266 1200
75 um
F 1200 1000 800
800 600
400 200 400
5l min
2500 |
2000
1600
1200
o100 pm 500
T T T T - 400
8 10 12 14 min 5 o min 3 0 min

Figura 5.13. Electroferogramas de ion total obtenidos con los capilares ensayados (izquierda). En la
parte derecha se detallan los resultados obtenidos con el capilar de 50 um de didmetro interno, en las
condiciones optimizadas.
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5.3. APLICACION AL ANALISIS DE MUESTRAS DE ORINA.

Las condiciones optimizadas para el sistema CE-ESI(-)MS corresponden al
analisis de patrones acuosos de los nucleésidos de interés. El siguiente objetivo fue
su aplicacion al analisis de muestras de orina procedentes de donantes sanos.

El primer tratamiento al que se vieron sometidas las muestras de orina,
después de su recogida, fue un proceso de congelacién a -32°C en ausencia de luz
favoreciendo la precipitacion de las proteinas. Antes de llevar a cabo el analisis
mediante CE-ESI(-)MS se deben descongelar las muestras de orina a temperatura
ambiente. Una vez que las muestras han sido descongeladas se separa una alicuota y
se lleva a cabo una etapa de filtrado, con filtros de PI”DF de tamafio de poro de
0.22 um, para eliminar posible materia en suspension. La muestra asi ya puede ser
inyectada en el equipo CE-ESI(-)MS.

En estos estudios iniciales se empled la orina de un mismo donante sano. Una
alicuota de esta orina fue filtrada e inyectada directamente en el equipo
CE-ESI(-)MS con las condiciones experimentales ya optimizadas para un capilar de
50 um. En la Figura 5.14 se recoge el electroferograma obtenido al inyectar, de forma
directa, la muestra de orina sometida Gnicamente a una etapa previa de filtracion.

INN
m/z 267
400 | o
\ \
— A i a)
‘“A/M‘\/
. A N D)
— —_ —
_ 9
2 4 6 8 10 12 min

Figura 5.14. Electroferogramas de ion extraido, para el analito INN, obtenidos al inyectar de forma
directa la muestra de orina de donante sano sometida (a) a una etapa previa de filtraciéon y
posteriormente dopada a dos niveles de concentracion, (b) 1.0 y () 5.0 ug mI-1.
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En la Figura 5.14 se puede observar la ausencia de picos electroforéticos
individuales, en su lugar, aparecen sefiales anchas en las que quedarian enmascaradas
las sefiales electroforéticas de los analitos en estudio, por lo que se estudid la
posibilidad de realizar diluciones de la muestra de orina por si esto producia una
mejora en los perfiles de la respuesta analitica, lo que permitirfa el analisis directo de
muestras de orina.

Para ello, se tomaron diferentes alicuotas de orina filtrada que fueron dopadas
a dos niveles de concentracion, 1.0 y 5.0 ug mL-'. Cada una de estas alicuotas dopadas
fue dividida, a su vez, en alicuotas que permitieron, por un lado realizar la inyeccion
directa en CE-ESI(-)MS y por otro, llevar a cabo diluciones a dos proporciones,
1:1y 1:5 (v/v), para su postetior inyeccion en CE-ESI(-)MS.

En la Figura 5.15 se muestra el comportamiento observado para dos analitos
representativos, INN como ejemplo de analito cuya concentracién endégena es mas
elevada, y SOHG, uno de los compuestos que de forma enddgena se encuentra a
bajas concentraciones en la orina de un individuo sano.

INN
m/z 267

W
400] H

I
tvend]

e

8 10 1y " min 8 0 1o min 3 i {2~ min

Figura 5.15. Efecto de la dilucién de una muestra de orina 1:1 (v/v) sobre el comportamiento de dos
de los analitos en estudio, INN y 8OHG. Electroferogramas de ion extraido: (a) inyeccién de una
muestra de orina filtrada y dopada a una concentracién de 2.5 pg mL-1, (b) muestra filtrada y dopada,
diluida con agua UHQ en proporcion 1:1 (v/v), y (c) muestra de otina sin dopat, diluida con agua UHQ
en proporcion 1:1 (v/v). En este caso (c) solo se observa sefial para los compuestos enddgenos de
concentraciéon mas elevada.
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Se observé que al llevar a cabo el proceso de dilucién se producia una
disminucién de la sefial, comportamiento esperado, pero a su vez se producia una
mejora en los perfiles de las sefiales analiticas obtenidas. Sin embargo, esta mejora
era significativa Gnicamente para aquellos analitos que de forma enddgena estan
presentes en la orina en una concentraciéon mas elevada, como es el caso de INN y
5mU. Para los analitos que se encuentran a bajas concentraciones, como SOHG y
8OH2dG, la dilucién afecta negativamente a su deteccién y continuaba siendo dificil

o imposible su identificacién y cuantificacion.

Por ello, se decidi6é continuar el estudio de nuevas etapas de tratamiento de
muestra (extraccion/limpieza/preconcentraciéon) que faciliten la determinacién de
estos compuestos minoritarios en orina.
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5.4. ETAPAS DE TRATAMIENTO DE MUESTRA PREVIAS AL

ANALISIS.

5.4.1. DESARROLLO DE UNA ETAPA MEDIANTE EXTRACCION EN FASE SOLIDA.

Los resultados obtenidos en el apartado anterior, al analizar una muestra de
orina unicamente filtrada, confirmaron la necesidad de realizar un tratamiento
adicional que implique tanto la extraccion de los analitos de la matriz como una
eficaz limpieza y preconcentracion, de forma que, se obtenga un extracto adecuado

para su posterior analisis mediante CE—ESI(-)MS.

Para esta etapa se recurrio a la extraccion en fase sélida (SPE) con sorbentes
de tipo polimérico. Concretamente, en este apartado se ensayaron dos sorbentes
poliméricos, Iso/ute ENT "+ (copolimero de estireno hidroxilado y divinilbenceno), ya
utilizado previamente en la extraccion y preconcentracioén descrita en el Capitulo IV,
y se afladi6 el sorbente Iso/ute ABN, copolimero de estireno y divinilbenceno con

diversos grupos funcionales, de reciente incorporacién al mercado.

El procedimiento global que se llevaba a cabo mediante SPE se muestra en la
Figura 5.16.
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Figura 5.16. Esquema del procedimiento global de anilisis para la determinacién de nucledsidos
mediante CE-ESI(-)MS.
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Eleccién del sorbente y medio de elucién.

Gracias al estudio desarrollado con anterioridad ya era conocido que un
sorbente adecuado, que permitia la retencién de los nucledsidos, era el sorbente
denominado Iso/ute EN1/+, de tipo polimérico. En este estudio se incorpora también
otro sorbente polimérico, Isolute ABN, que como se ha indicado anteriormente
también esta basado en un copolimero de estireno y divinilbenceno, pero con
diversos grupos funcionales, de forma que esta recomendado por el fabricante para

la retencién de compuestos acidos, basicos y neutros.

El estudio se realiz6 de forma paralela con ambos tipos de sorbentes
utilizando como muestra un patrén acuoso de los analitos de interés, a un nivel de
concentracion de 5.0 ug ml-!, para un volumen de muestra de 2.0 mL. El
acondicionamiento del cartucho se llevé a cabo de forma secuencial con volumenes
de 2.0 mL de disolvente organico (acetonitrilo o metanol) y 2.0 mL de agua UHQ.
El paso de la muestra a través del cartucho se llev6 a cabo por gravedad y la etapa
de lavado posterior con 2.0 mL de agua UH(Q. Una vez finalizada la etapa de
retencién los cartuchos se secan durante 30 minutos con una bomba de vacio a
-15 mmHg (ImmHg = 133.322 Pa).

Los medios de elucién estudiados para ambos cartuchos fueron:
100% metanol, 100% acetonitrilo y mezclas de cada uno de ellos con amoniaco
concentrado (NH3) en una relacion 90:10 (v/v). En todos los casos, la elucion de los
componentes retenidos se llevé a cabo con un volumen de 2.0 mL. La fase organica,
obtenida tras la elucion, se evapora hasta sequedad en el dispositivo de concentracién
de muestras que emplea una corriente de Nitrégeno (Nz). El residuo seco se
reconstituye en 1.0 mL de un medio 1:10 (v/v) BGE:agua UHQ. Con este
procedimiento se pretende obtener una eficaz etapa de limpieza y a la vez efectuar
una preconcentracién de la muestra dirigida a obtener mejores sefiales al analizar por

CE-ESI(MS.

Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 5.8 y se representan en la
Figura 5.17 para todas las combinaciones sorbente—cluyente ensayadas. En todos los
casos las experiencias se realizaron por duplicado y se trabajé de forma simultinea
con los dos tipos de sorbente, es decit, con 4 cartuchos. El extracto de cada uno de
los cartuchos fue inyectado por triplicado en el equipo electroforético. Los valores
de recuperacién se calculan por comparacién de las sefiales obtenidas con respecto

a un patrén acuoso, de la concentracion final esperada, inyectado directamente en el

equipo CE-ESI(-)MS.
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Tabla 5.8. Recuperaciones (%), de los cinco nucledsidos estudiados, obtenidas al analizar patrones
acuosos tras una etapa SPE en funcién del sorbente empleado, Iso/ute ENT '+ o Isolute ABN y del medio

de elucién empleado.

Medio de

i Sorbente .,
H elucion

Recuperacion (%)

' '
o 1
H

5mU 2dG INN S8OHG 8OH2dG

ACN (100%)
MeOH (100%)

| ABN ACN:NH;
i 90:10 (v/v)

MeOH:NH;
90:10 (v/v)

9%6+2 8*t4 513 69F2 71+3

MeOH (100%)

g ACN:NH;
: ENI+ 90:10 (v/v)

MeOH:NH3;
90:10 (v/v)

'
S S Sy

93+2 74%£3 86+3 89%1 942

91+2 923 89%£2 109+2 115%3

e eecccsssssscemcssssssssssssEssssssssssssssssssssssssssssmesssssssssssssssed

A la vista de los resultados obtenidos se puede comprobar que cuando se

utiliza el sorbente Iso/ute ABN la INN es el analito que presenta recuperaciones mas

deficientes, mientras que con sorbentes de tipo ENI/+ es 2dG el que presenta

peores recuperaciones. También se comprueba que las mezclas con amoniaco,
MeOH:NH; 90:10 (v/v) y ACN:NH; 90:10 (v/v), propotcionan resultados mas
favorables que cuando se utilizan los disolventes puros.
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a)
120
< 100
g 60
&
g 40
o
g 20
0 B 5mU
ENV+_MeOH ENV+_ACN:NH,  ENV+_MeOH:NH,
m 2dG
b) B INN
H S8OHG
120
100 B 80H2dG

Recuperacion (%)
> [oN} [0
(==} (=} (=}

N
(=}

ABN_ACN ABN_MeOH  ABN_ACN:NH; ABN_MeOH:NH;

Figura 5.17. Valores de recuperacioén (%), de los cinco nucledsidos estudiados, obtenidos al analizar
patrones acuosos tras una etapa SPE para los sorbentes, (a) Isolute ENT/+y (b) Isolute ABN, para los
diferentes medios de elucidén estudiados: 100% ACN, 100% MeOH y mezclas de ACN:NH; y
MeOH:NHj3 en ambos casos en proporcion 90:10 (v/v).
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Aplicacion a muestras de orina.

Para el estudio de las recuperaciones de estos analitos en muestras de orina se
opté por continuar con ambos sorbentes, utilizando la mezcla MeOH:NHj3
90:10 (v/v) como medio de elucién en ambos casos, ya que es el eluyente con el que
se obtienen valores mas constantes para todos los analitos.

Ademas, se decidi6 hacer un estudio comparativo entre las condiciones
optimizadas en este trabajo y las facilitadas por el fabricante para su aplicacion
general en muestras de orina.

Las condiciones indicadas por el fabricante para el sorbente Iso/ute EN1 "+
implican emplear una mezcla 80:20 (v/v)1¢ MeOH:ACN como medio de elucion.
Para el sorbente Isoiute ABN las condiciones facilitadas por el fabricante emplean
como eluyente 100% ACN. Las condiciones optimizadas en este trabajo para ambos
sorbentes implican utilizar como medio de elucién una mezcla de MeOH:NH; en
una proporcion 90:10 (v/v).

La muestra empleada en este estudio fue una muestra de orina de un donante
sano, filtrada, dopada a un nivel de concentracién de 1.0 pg mL-! y diluida con agua
UHQ en una propotcion 1:1 (v/v).

La dificultad que conlleva el andlisis de estos metabolitos endégenos en
muestras de orina estd relacionada no solo con el desconocimiento de la
concentracion existente, sino con los distintos niveles de concentracién en que estan
presentes cada analito de forma natural en la orina. Ademas hay que contar con la
gran variabilidad que presentan dichos compuestos entre individuos distintos.

La Figura 5.18 muestra los resultados obtenidos en una muestra de orina, para
los cinco analitos en estudio, al comparar las distintas condiciones de elucion, para
los dos tipos de sorbentes ensayados. En esta figura se representan valores de sefial
normalizada con respecto al valor maximo de area de pico obtenido para cada
compuesto, al que se le asigna el valor de 100%.

19 “Extraction of §—oxdG from biological fluids nsing ISOLUTE ENVA". Literature. Application notes. Part N AN759.
Published: 2012. Biotage.

P. M. W. Lam, V. Mistry, T. H. Marczylo, J. C. Konje, M. D. Evans, M. S. Cooke, Free Radical Bio. Med. 52 (2012)
2057. “Rapid measurement of 8—oxo—7,8—dilydro—2"—deoxyguanosine in human biological matrices using ultra—bigh—performance
ligquid chromatography—tandem mass spectrometry”
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Como puede observarse en la Figura 5.18, para los analitos en estudio, los
mejores resultados se obtuvieron con las condiciones de elucién optimizadas en este
trabajo y con el sorbente de tipo polimérico Lsolute ENT/+.

B ENV+_Cond. Fabricante @ ENV+_Cond. Opt. ~ ® ABN_Cond. Fabricante B ABN_Cond. Opt.

100

5mU 2dG INN

8OHG 80H2dG

P = @
o =) =}

Sefial normalizada (%)

[
=)

Figura 5.18. Influencia del sorbente y de las condiciones de elucién en la eficacia de la etapa SPE
aplicada a una muestra de orina. Se representa la sefial analitica normalizada frente a la sefial maxima
obtenida para cada compuesto. Sorbentes, Isolute EN1+ e Isolute ABN, utilizando las condiciones
indicadas por el fabricante o las optimizadas en este trabajo.

Estudio del volumen de elucidn.

Una vez estudiadas las condiciones de elucién, empleadas en la etapa de
extraccion en fase solida, se comprobé la correcta elucion de los analitos de interés.
Esto permitié verificar que no se producia su retencién de forma permanente en el
sorbente polimérico. Lo que se hizo fue recoger dos fracciones durante la etapa de
elucién, una primera fracciéon de 2.0 mL en la que se esperaba la presencia de los
analitos en estudio y una segunda fracciéon de 1.0 mL en el que debfa ser minima o
inexistente la presencia de los analitos. Los resultados se muestran en la Figura 5.19.
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l Fraccion 2.0 mL
8OHG 100}
m/z 298

b2l Ml

W’\W

S8OH2dG ] Fraccion 2.0 mL
m/z 282 500 Fraccion 1.0 mL

S s ) A BN
2 4 6 8 10 12 14 min

Figura 5.19. Electroferogramas de ion extraido de los nucleésidos hidroxilados, SOHG y 8OH2dG,
para una muestra de orina dopada a una concentracién de 1.0 ug mI-1. Se representa la sefial obtenida
para la fraccién de elucién de 2.0 mL (en azul y verde oscuro) y la sefial obtenida de la fraccion
consecutiva de 1.0 mL (en azul y verde claro).

A la vista de los electroferogramas mostrados en la Figura 5.19 se comprobd
que la elucion de los analitos se producia mayoritariamente en la primera fraccién de
2.0 mL ya que en la fraccién de 1.0 mL la sefial obtenida era muy pequeria, por lo
que se consideré que se producia una efectiva elucién de los analitos al utilizar un

volumen de 2.0 mL.
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Estudio del contenido de metanol del medio de elucién.

El siguiente estudio con muestras de orina fue la optimizacién del contenido
de metanol, MeOH, en la mezcla utilizada en la etapa de elucién. Para este estudio
se utilizé el sorbente Isolute EN1/+ que con muestras de orina proporcionaba
mejores resultados.

Los medios de elucidon ensayados fueron mezclas MeOH:NH;3; con
proporciones 80:20 y 95:5 (v/v). El estudio se realiz6 con la misma muestra de orina
descrita anteriormente, es decit, otina diluida en agua UHQ en proporcion 1:1(v/v)
y dopada a un nivel de concentraciéon de 5.0 pg mL-1.

En la Figura 5.20 se comparan los resultados con los obtenidos anteriormente
para una mezcla MeOH:NH; 90:10 (v/v). Como se aprecia en la figura no se
observaron modificaciones significativas, en las sefiales obtenidas, al variar el
contenido de metanol. Por tanto, en estudios posteriores se continué utilizando la
proporcion 90:10 (v/v) en el medio de elucion.

® MeOH:NHj; 95:5 (v/v) = MeOH:NHj;3_90:10 (v/v) ® MeOH:NH;_80:20 (v/v)

100.0

80.0
S
3

S 600
N
i)

g 40.0
=}
T
g

X 20.0

0.0

5mU 2dG INN 8OHG 80OH2dG

Figura 5.20. Representacién mediante diagrama de barras de los resultados obtenidos, sefiales
normalizadas (%) frente a la sefial mas alta, para cada uno de los analitos de interés al emplear tres
proporciones distintas de metanol en el medio de elucién. Sorbente, Isolute ENT/+.
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Optimizacién del tiempo de inyeccién.

A la vista de los registros obtenidos hasta el momento se comprobé la
necesidad de mejorar el perfil de los picos electroforéticos obtenidos. Para ello se
llevé a cabo un estudio del tiempo de inyeccion con el fin de mejorar los perfiles de
las sefiales electroforéticas. Hasta este momento se emplearon tiempos de inyeccién
de 30 segundos, ya que, con este tiempo se obtuvieron los mejores resultados para
capilares con didmetro interno de 50 um. Pero como ya se sefialé anteriormente,
alguno de los parametros optimizados en el apartado de “Optimizacion del tamafio
del didgmetro interno del capilar” iban a tener que ser estudiados de nuevo, debido a
los problemas asociados al andlisis de muestras de orina, dada la complejidad de esta
matriz.

Este estudio se llevé a cabo con una muestra de orina de un donante sano.
Las muestras que se prepararon para estudiar diversos tiempos de inyeccion fueron
vatias alicuotas de esta muestra de orina, orina filtrada y orina filtrada y diluida en
dos relaciones 1:5 y 1:10 (v/v). Estas muestras se sometieron a un proceso de
extracciéon en fase solida empleando sorbente Iso/ute ENT/+. El volumen de muestra
empleado fue de 2.0 mL y la elucién se llevo a cabo con 2.0 mL de una mezcla de
MeOH:NH3; en una proporcion 90:10 (v/v). El residuo seco fue reconstituido en
1.0 mL de BGE 30 mM diluido en una proporcién 1:10 (v/v) dopado, con los
analitos de interés, en una concentraciéon de 2.5 ug mI-1. Una vez que se obtuvo la
muestra ya reconstituida se analiz6 mediante CE-MS, con las condiciones
optimizadas para el capilar de 50 um, variando solo el tiempo de inyeccion.

Los tiempos de inyeccion estudiados fueron 5, 10, 20, 30 y 50 segundos de

inyeccion de tipo hidrodinamica aplicando una presién de 50 mbat.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 5.21. En ella se recogen los
clectroferogramas de una orina diluida en una proporcién 1:5 (v/v), dopada después
de la etapa de SPE, para los tiempos de inyeccién estudiados. Solo se recogen los
electroferogramas de uno de los analitos de interés, SOH2dG. Indicar que el resto

de nucledsidos estudiados se comportaban de forma similar.

De los resultados mostrados en la Figura 5.21 se puede concluir que a medida
que aumenta el tiempo de inyeccién se produce un empeoramiento de los perfiles
de los picos electroforéticos. Mas concretamente, para tiempos de inyeccién
superiores a 10 segundos, se observaba un empeoramiento de la morfologia de las
sefiales, se empezaba a producir un ensanchamiento de las sefiales y la consiguiente
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indefinicién de los picos electroforéticos de los analitos de interés. Por lo que, en

estudios posteriores, se decidi6 trabajar con tiempos de 10 segundos de inyeccion.

80OH2dG
m/z 282
a00] |
AN py .t Bseg
J U RSy S N (Y Ayw,\,wﬂxﬁ/wﬁ t,_10seg
o B - . £ _20seg
w””“
o gt Nt _30seg
wm t;_50 seg
4 5 6 7 8 9 10 11 min

Figura 5.21. Electroferogramas de ion extraido, del nucleésido 8OH2dG, para una muestra de orina
diluida con agua UHQ en propotcién 1:5 (v/v), sometida a una etapa de extraccion en fase solida con
Isolute ENT 7+, reconstituida en 1.0 mL de dilucién 1:10 (v/v) BGE:agua UHQ, dopada con los analitos
en estudio a un nivel de concentracién de 2.5 pg mI-1 y analizada mediante CE-ESI(-)MS con tiempos
de inyeccién de 5, 10, 20, 30 y 50 segundos.

Influencia del volumen de muestra.

Una de las variables a optimizar en el proceso de extraccién en fase sélida es
el volumen de muestra que puede ser utilizado. Ello es debido a que el aumento del
volumen de muestra puede conllevar algunas limitaciones ya que existe la posibilidad
de la eluciéon de los analitos en la propia matriz al pasar por el cartucho. Este
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fenémeno afecta a los analitos con mayor polaridad puesto que la orina es una matriz
hidrofilica.

El estudio de la influencia del volumen de muestra se llevé a cabo utilizando
una muestra de otina diluida en proporcion 1:5 (v/v) con agua UHQ. Se estudiaron
cuatro volumenes de muestra, 5.0, 10.0, 20.0 y 25.0 mL, aplicando el procedimiento
de SPE descrito en la Figura 5.16 con el sorbente Isolute EN1/+. Se emplean 5.0 mL
de MeOH y de agua UHQ para el acondicionamiento del cartucho. Para la etapa de
lavado se emplearon volimenes de agua UHQ cinco veces inferiores al volumen de
muestra pasado por el cartucho. La elucién se llevo a cabo con 2.0 mL de una mezcla
de MeOH:NHj3 en una proporcién 90:10 (v/v). La fase orginica obtenida fue
sometida a un proceso de evaporacion y el residuo seco resultante se reconstituyo
en 1.0 mL de disolucién 1:10 (v/v) BGE:agua UHQ. Ese volumen se dividié en dos
alicuotas, una se reservé para ser inyectada directamente en el equipo CE-ESI(-)MS
y la otra se dopé con los analitos de interés a un nivel de concentracién de

2.5 pg mL1 antes de su inyeccion.

En la Figura 5.22 se muestran los electroferogramas de ion extraido para el
nucleésido 8OH2dG obtenidos para los dos volimenes de muestra estudiados,
5.0 y 25.0 mL. Se representan los registros obtenidos para la muestra de orina
inyectada directamente y la muestra dopada. De esta forma se confirmé la

identificacion del pico electroforético.
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80OH2dG
m/z 282
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Figura 5.22. Electroferogramas de ion extraido, para el nucleésido 8OH2dG, obtenidos para los
volimenes de muestra estudiados de 5.0 y 25.0 mL. Se representan los registros obtenidos para la
muestra de otina sin dopar y dopada, después de la etapa de SPE, a un nivel de concentracién de
2.5 pg mlsL

Lo primero que se aprecia en los electroferogramas registrados en la
Figura 5.22 es que el aumento del volumen de muestra no proporciona un aumento
de la sefial analitica en la misma proporcién. Ello puede estar relacionado con una
saturacion del sorbente, por parte de la propia matriz de la orina, que dificulte la
retencién de los analitos de interés. También puede existir un efecto de elucion de
estos compuestos, debido a su caricter altamente hidrofilico, al pasar por el sorbente

un volumen elevado de orina.

La Tabla 5.9 recoge los valores obtenidos al normalizar la sefial analitica frente
al valor mas elevado obtenido para cada analito en cada volumen de muestra

estudiado.
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Tabla 5.9. Sefial normalizada (%) obtenida en el proceso SPE, para una muestra de orina filtrada y
diluida 1:5 (v/v), en el cual se estudiaron distintos volimenes de muestra, 5.0, 10.0, 20.0 y 25.0 mL.

Sefial normalizada (%)

' Analito 50mL  100mL 200mL 25.0mL |
- SmU 100 50 52 57
246 62 100 85 8
INN 97 100 100 63
' SOHG 100 25 1 2
| 80H2dG 100 39 31 27

Estos datos se representan en la Figura 5.23. Se observa que para todos los
analitos, menos para el nucleésido 2dG, los mejores resultados se obtenfan con el
volumen de 5.0 mL. De todas formas, para 2dG, se obtenfa un porcentaje de 62%
siendo un buen resultado en comparacién con los obtenidos para los analitos que
peor se retienen en el resto de volumenes estudiados. Para el volumen de 10.0 mL
el peor resultado se obtenia para el analito SOHG con un porcentaje de 25% y ese
mismo nucleésido hidroxilado presentaba un porcentaje de 11% para el volumen de
20.0 mL. Cuando se estudié el volumen de 25.0 mL el peor valor de sefial
normalizada obtenido fue para SOH2dG, 25%.
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Figura 5.23. Sefial normalizada (%), para los nucledsidos de interés, en funcién de los volimenes de
muestra estudiados, 5.0, 10.0, 20.0 y 25.0 mL.

Por tanto se considerd que un volumen de muestra de 5.0 mL era el adecuado
para estudiar muestras de orina, ya que, volimenes superiores no generaban seflales
analiticas mucho mayores y ademas, los picos electroforéticos presentaban un perfil
mal definido que dificultaba notablemente su medida. Por otra parte, el paso de
volimenes de orina elevados implicaba un paso de muestra mas costoso debido a la

compactacion de los sorbentes.

Se calcularon los valores de recuperacion obtenidos al utilizar como volumen
de muestra 5.0 mL. Estos valores de recuperacién se obtienen normalizando con un
patron acuoso de 2.5 pg mL" (Apausn) la resta de los valores de area de pico obtenidos
de la muestra dopada (Adopada) y sin dopar (Asin dopar), todos ellos inyectados
consecutivamente. Es decir:

[Adopada - Asin dopar]

R(%) = X 100

Apatrén

Los valores de recuperaciéon (%) obtenidos para los analitos en estudio fueron
6913 para 5mU; 89£2 para 2dG; 72£2 para INN; 84+1 para SOHG y 9313 para
8OH2dG.
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Estudio de la dilucién de la muestra empleada en la etapa de extraccién en fase sélida.

Como se ha ido indicando, el uso de una matriz como la orina lleva asociados
una serie de problemas que derivan de la complejidad de su composicién. Para
minimizar estos efectos se estudié la posibilidad de llevar a cabo diluciones de la
muestra de orina utilizada en el proceso de extraccion en fase solida.

Este estudio se llevo a cabo con una muestra de orina dopada a un nivel de
concentracion de 1.0 pg mI-1. La muestra se sometié al proceso de SPE sin diluir y

diluida con agua UHQ en proporciones 1:1, 1:2y 1:5 (v/v).

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 5.24. En ella se representa,
mediante un diagrama de barras, la sefial analitica (area de pico) obtenida para los
analitos de interés en los casos en los que la etapa de SPE se llev6 a cabo para la
muestra sin diluir y la muestra diluida en las propotciones 1:1, 1:2 y 1:5 (v/v). Como
se puede observar el comportamiento de todos los analitos en estudio fue muy
similar. Segtn lo esperado, a medida que aumenta la dilucién de la muestra utilizada
en la etapa de SPE, la sefial obtenida disminuye. Sin embargo, se comprobé que la
disminucién de la sefial no era proporcional a la dilucién efectuada en la muestra.
Esto puede observarse al comparar las diferencias entre las sefiales analiticas

obtenidas para una muestra de orina sin diluir y una muestra diluida 1:1 (v/v).

Por ello, se consideré una buena alternativa utilizar una muestra diluida
1:1 (v/v). Permititia la obtencién de sefiales sin una disminucion significativa a la vez
que favorecerfa a una mejor deteccién en el espectrometro de masas, ya que, se
reducira la introduccién de interferencias presentes en la orina que dificultan la

deteccién de los picos electroforéticos de interés.

M Orina Dop. Sin dilucién Orina Dop. Diluida (1:1) M Orina Dop. Diluida (1:2) B Orina Dop. Diluida (1:5)

40000
30000

20000

- I I | I I
5mU 2dG INN

8OHG 80H2dG

Seial analitica

Figura 5.24. Sefial analitica, area de pico electroforético, obtenida para los analitos estudiados en funcién
de la dilucién o no de la muestra de orina dopada (1.0 pg mL-') antes del proceso SPE. Las diluciones
estudiadas fueron diluciones con agua UHQ en proporciones 1:1, 1:2 y 1:5 (v/v).
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Optimizacién de la etapa de lavado del sorbente polimérico.

Una etapa importante en el proceso de extraccion en fase sélida es la etapa de
lavado que se lleva a cabo después del paso de muestra y antes de la elucién de los
analitos. Fsta debe llevarse a cabo con un medio y un volumen adecuado, que
permita eliminar de forma efectiva las especies interferentes y que a la vez no
provoque el arrastre de los analitos de interés por afinidad de estos con la naturaleza

del disolvente de lavado.

Para la etapa de lavado se utilizé agua UHQ como disolvente de lavado y los
voliumenes estudiados fueron 0.5, 1.0 y 2.0 mL. En este estudio se emple6 una
muestra de orina filtrada sin diluir y diluida con agua UHQ en propotcién 1:1 (v/v).
El volumen de muestra en el proceso de extraccion en fase sélida fue de 5.0 mL. La
elucién se llevé a cabo con 2.0 mL de la mezcla MeOH:NH3 en proporcion
90:10 (v/v). Después de la etapa de evaporacion el residuo seco se reconstituyo en

1.0 mL de 1:10 (v/v) BGE:agua UHQ, pH 11.0.

En la Figura 5.25 se representan los datos de sefial analitica (drea de pico)
obtenidos, para los analitos de interés, al estudiar el volumen de agua UHQ empleado

en la etapa de lavado previa a la elucion del sorbente.

® Lavado 0.5 mL Lavado 1.0 mL ® Lavado 2.0 mL
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5mU 2dG INN 8OHG 80OH2dG

Figura 5.25. Influencia del volumen de agua UHQ empleado en la etapa de lavado previa a la elucién
del sorbente. Los volumenes de agua UHQ estudiados fueron 0.5, 1.0 y 2.0 mL.
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A la vista de los resultados mostrados en la Figura 5.25 se comprueba que, a
medida que aumentaba el volumen utilizado en la etapa de lavado del sorbente
polimérico, disminufa la sefial electroforética obtenida para los analitos en estudio.
Por tanto, si se producia una pérdida de analito durante la etapa de lavado, por lo
que, se lavara el cartucho con el menor volumen de agua UHQ posible.

En estudios posteriores se emplearin volumenes de lavado comprendidos
entre 0.5 y 1.0 mL, pero nunca volimenes superiores debido a que la disminucién
de la sefial obtenida para estos analitos fue significativa. Se trabajard con este
intervalo de volimenes de lavado debido al efecto positivo que ejerce en la
eliminacién de otros compuestos retenidos en el sorbente polimérico, lo que se
traduce en una disminucién de las interferencias en la muestra final analizada
mediante CE-MS. Por ello, con un volumen de 1.0 mL se observa una mejora en la
deteccién de los analitos mediante espectrometria de masas aunque se produce una

cierta pérdida de sefial de los analitos estudiados.

Estudio del porcentaje de metanol presente en el medio de lavado.

El dltimo estudio relacionado con la etapa de lavado fue la posibilidad de
adicionar un porcentaje de metanol (MeOH) en el agua UHQ empleada en la etapa
de lavado.

Este estudio de optimizacion se realizé con una muestra de orina filtrada, de
donante sano, dopada a un nivel de 1.0 pg ml.-'. La orina dopada se diluy6 en una
proporciéon 1:1 (v/v) y fue sometida a una etapa de extraccién en fase solida
siguiendo el esquema recogido en la Figura 5.16. El volumen de muestra en la etapa
de SPE fue de 5.0 mL. Para la etapa de lavado del sorbente se emple6 un volumen
de 1.0 mL de agua UHQ con distintos porcentajes de metanol, objetivo de este

apartado.

La elucion se llevo a cabo con 2.0 mL. de una mezcla MeOH:NH3 90:10 (v/v)
y la reconstitucion del residuo seco, obtenido de la evaporacion, se realizé en 1.0 mL
de BGE formiato aménico—amoniaco 30 mM diluido con agua UHQ en una
proporcién 1:10 (v/v).

Los porcentajes de metanol presentes en el agua UHQ de la etapa de lavado
estaban comprendidos entre el 0% y el 100% de metanol.
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Los resultados obtenidos en este estudio fueron expresados (Figura 5.26) en
forma de sefal normalizada con respecto al valor maximo de area de pico obtenido

para cada compuesto, al que se le asigna el valor de 100%.

Las areas de pico obtenidas, para los nucledsidos estudiados, cuando la
muestra de orina, dopada y diluida, sufre un proceso SPE con una etapa de lavado
del sorbente polimérico en la cual se empleaba agua UHQ con distintos porcentajes
de MeOH, son comparadas con las de un patrén inyectado al inicio de la secuencia.
De esta comparacion se obtuvieron los datos que se recogen en la Figura 5.26. Se
puede observar como la sefial de los analitos disminuye apreciablemente a partir de
valores de 30% de metanol en el agua de lavado, hasta llegar a alcanzar valores muy
bajos.

A la vista de los resultados obtenidos se podria concluir que la presencia de
metanol, en la etapa de lavado del sorbente polimérico, no afecta de forma
significativa a las sefiales obtenidas cuando se mantiene en valores entre 5-10%.
Trabajar con estos porcentajes de metanol serfa considerado aceptable, debido a que,
no alteran la magnitud de la sefial y se obtienen electroferogramas un poco mas

limpios.

—o— 5mU 2dG —e— INN —— 80OHG —e— 80OH2dG

120

Senal normalizada (%)

Figura 5.26. Efecto de la presencia de metanol en la etapa de lavado del sorbente. Los porcentajes
MeOH:agua UHQ (v/v) estudiados fueron 0, 2, 5, 10, 20, 30, 50, 70, 85 y 100%.
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Centrandose en los nucledsidos hidroxilados, 8OHG y 80OH2dG, a
continuaciéon se muestran los resultados de sefial normalizada (%) obtenidos para

estos dos analitos. En este caso los datos se representan mediante un diagrama de

barras, Figura 5.27.

Se observa que tanto con ausencia como en presencia de metanol (hasta un

30% en el agua UHQ de lavado) los valores de sefial normalizada obtenidos son

aceptables para ambos analitos: en el caso del nucleésido SOHG las sefiales estin

comprendidas entre un 60 y un 100% de su sefial maxima y para el compuesto
8OH2dG entre un 80 y un 100% de su sefial maxima.

También se observa como a partir de un porcentaje de 30% de MeOH se

produce una disminucién muy acusada de los valores de sefial obtenidos y, patra

porcentajes del 70% y superiores, los analitos son mayoritariamente eluidos en la

etapa de lavado puesto que la respuesta analitica que se obtiene en la posterior etapa

de elucién es muy pequefia.
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Figura 5.27. Sefial normalizada (%) obtenida para los nucle6sidos hidroxilados, SOHG y 8OH2dG, en
funcién de los porcentajes de metanol presentes en el agua UHQ de la etapa de lavado del sorbente.
Los porcentajes estudiados fueron 0, 2, 5, 10, 20, 30, 50, 70, 85 y 100% de MeOH:agua UHQ.
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Dada la mala identificacién y cuantificacion de los analitos de interés obtenida
con la metodologia optimizada hasta el momento, que involucraba una etapa de
limpieza con SPE, se decidi6 realizar un dltimo intento para obtener unos registros
libres de interferencias. Para ello se realizaron modificaciones del potencial aplicado
durante la separacion electroforética con el fin de mejorar la separaciéon y a su vez,
mejorar la identificaciéon y deteccidon en el espectrometro de masas. En este estudio
se aplicaron escalones de potencial a una muestra patrén y a una muestra de orina
sometida a una etapa de limpieza mediante SPE en las condiciones optimizadas en
este trabajo. En la Figura 5.28 se muestran los electroferogramas de ion total para
un patrén acuoso de los analitos de interés y para la muestra de orina sometida a una
etapa de SPE. En ambos casos se hizo una inyeccién con un potencial constante de
30 kV y luego se llevo a cabo la aplicacion de escalones de potencial. Se estudiaron
dos escalones de 30 a 22 kV y de 30 a 25 kV.

A la vista de los resultados obtenidos se comprueba que la aplicacién de los
escalones de potencial provocaba un retraso en los tiempos de migraciéon y no
mejoraban la separacién electroforética de los analitos de interés. Por lo que se
decidi6 descartar la aplicacion de escalones de potencial para mejorar la separacion

electroforetica.
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Figura 5.28. Electroferogramas de ion total (a) para un patrén acuoso de los analitos de interés y (b)
para la muestra de orina sometida a una etapa de SPE. En ambos casos, el potencial para la separacién

se aplico de diferentes formas, constante o en escalon.
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Caracteristicas analiticas del método SPE/ CE—MS.

Una vez que se ha llevado a cabo el estudio de las etapas que engloban el
proceso de extraccién en fase sélida, el ultimo paso fue realizar un calibrado para
obtener las caracteristicas del método, utilizando los parametros optimizados a lo
largo de este apartado. El sorbente polimérico utilizado fue Isolute ENT'+. Las
muestras analizadas eran muestras de orina filtradas, diluidas en una proporcién
1:5 (v/v), dopadas con los cinco nucledsidos de interés en niveles de concentracion
comprendidos entre 0.1-5.0 pug ml-1. Las concentraciones finales, después del
proceso de preconcentracion, serfan de 0.5-25.0 pg mL! (debido a la dilucién
aplicada, estas concentraciones coinciden con las concentraciones en la muestra de
orina original).

La Tabla 5.10 muestra los parametros del analisis de regresion, sefal analitica
frente a la concentraciéon en pg mlL-!, para todos los analitos. La precisién se
determiné a partir de los valores de desviacién estandar relativa en porcentaje
(RSD%) calculada para un nivel de concentraciéon, 0.5 pg mL-1. Se observa que los
valores para el coeficiente de variacién estin comprendidos entre 8 y 23%. Estos
valores pueden considerarse aceptables considerando que el procedimiento
involucra una etapa de extraccion en fase solida que precisa de un cambio de
disolvente, por evaporacién del extracto eluido del cartucho, y postetior redisolucion
del residuo seco en el medio adecuado para la separacion electroforética.

Tabla 5.10. Catactetisticas del calibrado empleando una etapa de extraccién en fase sélida para una
muestra de orina filtrada, dopada en un intervalo de concentraciones desde 0.5 a 25.0 pg mL-! y diluida

1:5 (/).

e SR
. 5mU 1.99 + 0.06 1794058 0994 0.27 8 .
. 2dG 2.03 +0.08 048+0.77 0989 0.17 10 .
. INN 1.31 £ 0.07 038+076  0.980 0.25 17 .
. SOHG 0.99  0.05 014+056 0981 0.46 23 .
8OH2dG 1.39 £ 0.07 0824082 0979 0.44 23

2, L.OD: Limite de deteccién segun la ICH.
b, RSD: Desviacion estandar relativa (n=6) para un nivel de concentracién de 0.5 pg mL-1.
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Estudio de una mezcla de sorbentes poliméricos en la etapa de extraccién en
fase sélida (SPE).

Para completar el estudio de desarrollo de una etapa de limpieza mediante
extraccion en fase solida (SPE) se estudio la posibilidad de fabricar un cartucho de
forma manual, con una mezcla de los sorbentes poliméricos comerciales, sorbente
ENV/+ y sorbente ABN.

Este estudio surgi6 en base a dos premisas. La primera se basa en las buenas
recuperaciones obtenidas para el nucleésido 2dG con el sorbente polimérico ~4ABN.
La segunda, en que el grupo de investigacion ya ha estudiado la aplicaciéon de una
etapa de SPE en un cartucho fabricado manualmente, cuyo sorbente era mezcla de
tres sorbentes comerciales. Debido a que en este estudio mencionado se obtuvieron
buenos resultados y se logré desarrollar una nueva metodologia para la
determinacién de nucledsidos mediante cromatografia liquida acoplada a un
espectrémetro de triple cuadrupolo, se consideré conveniente utilizar aqui esta

posibilidad.

Se intenté, por tanto, aunar las buenas recuperaciones obtenidas con el
sorbente ENT/+ para los nucledsidos 5mU, INN, 8SOH2dG y SOHG con las buenas
recuperaciones obtenidas para el nucledsido 2dG con el sorbente ABN.

Se hizo un primer estudio con cantidades similares de cada uno de los
sorbentes comerciales, 50% de sorbente EN1/+ y 50% de sorbente .ABN. Los
cartuchos se prepararon con 200 mg de la mezcla de sorbentes, 100 mg del sorbente
EN1/+ y 100 mg del sorbente .4ABN, as{ se preparé un cartucho con la misma

cantidad de sorbente que la que contienen los cartuchos comerciales.

El estudio con este nuevo cartucho se llevé a cabo con una muestra de orina
diluida en una proporcioén 1:1 (v/v) y una orina dopada a 1.0 ug mL-! y diluida en
una proporcién 1:1 (v/v). El acondicionamiento del cartucho se lleva a cabo con
MeOH. El medio de elucion fue una mezcla 90:10 (v/v) de MeOH:NHs.

Los resultados obtenidos no fueron los esperados. No se observa ninguna
mejora en los perfiles de los picos electroforéticos para los analitos de interés, y mas
en particular para el analito 2dG, debido a la incorporacién del sorbente ABN.
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Debido a esto se plante6 el cambio de los porcentajes de sorbentes
poliméricos, aumentando el porcentaje de sorbente comercial ABN, para intentar
mejorar el perfil de la sefial obtenida para el nucledsido 2dG. La composicién del
nuevo cartucho quedatia constituida por un 30% de sorbente ENT/+ y un 60% de
sorbente ABN. Este estudio se llevé a cabo de forma similar al realizado para el

anterior cartucho preparado de forma manual.

Los resultados obtenidos con este nuevo cartucho tampoco fueron los
esperados. No mejoraban en ningin momento los perfiles de los picos
electroforéticos ni tampoco el perfil del nucleésido 2dG. Por tanto, se tomé la
decisién de abandonar esta metodologia debido en parte a que no suponia ninguna
mejora frente a los resultados obtenidos con los cartuchos comerciales de sorbente
EN17+, ademas suponia un aumento en el tiempo de preparacioén de los cartuchos,
ya que la etapa de preparacioén de la mezcla y la consiguiente preparacion del cartucho
para su postetior empleo en la etapa de extraccion en fase sélida suponia un consumo
importante de tiempo.

Resumen de los estudios realizados en el desarrollo de una etapa mediante
extraccion en fase sélida.

Una vez finalizado el estudio de la etapa previa mediante extraccién en fase
solida se considera adecuado realizar un resumen en el que se sinteticen las
condiciones 6ptimas con las que se obtuvieron los mejores resultados para esta
etapa. Fueron las siguientes:

= Sorbente: Iso/ute EN1/+.

= Volumen de muestra: 5.0 mL orina diluida en una proporcién 1:1 (v/v).
= Etapa de lavado: 1.0 mL de una mezcla 20% MeOH:agua UHQ.

= Elucién: 2.0 mL de una mezcla MeOH:NH3 90:10 (v/v).

= Evaporacién de la muestra hasta sequedad.

= Reconstitucion del residuo seco: 1.0 ml. de una mezcla 1:10 (v/v)

BGE:agua UHQ.
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En la Figura 5.29 se muestra el electroferograma de ion extraido, para los
analitos de interés, al someter a la muestra de orina al proceso de limpieza mediante
extraccién en fase solida con las condiciones optimizadas en este estudio. Se puede
observar que estas condiciones solo son buenas para la identificacién y
cuantificacién de los analitos hidroxilados estudiados, SOHG y 8OH2dG. Para el

resto de los analitos se deberia emplear otra etapa de limpieza de muestra.
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Figura 5.29. Electroferograma de ion extraido para una muestra de orina, sometida a una etapa de
extracciéon en fase sélida (SPE), aplicando las condiciones optimizadas en este estudio.
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5.4.2. DESARROLLO DE UNA ETAPA MEDIANTE MATERIAL DE ACCESO

RESTRINGIDO (RAM).

En este apartado se va a estudiar la utilidad de un material de acceso
restringido (RAM) como etapa de tratamiento de muestra previa a la inyeccién en el
equipo CE-MS. Esta decision se tom6 debido a los resultados obtenidos cuando la
etapa de limpieza se trealizaba con sorbentes poliméricos ya que, no permitian una
limpieza adecuada para lograr una buena identificacion de los analitos en estudio.

Como alternativa se propone la posibilidad de llevar a cabo la etapa de
limpieza con un RAM, basandose en los resultados obtenidos previamente con este
dispositivo en el grupo de investigacion. Los resultados obtenidos utilizando
distintos materiales de acceso restringido (KAM) han puesto de manifiesto que los
de tipo polimérico, MSpak PK, formados por un copolimero hidrofilico que
contiene N-vinilacetamida retienen adecuadamente a diversos nucledsidos
modificados34. Por ello, en este trabajo se ha utilizado este material, MSpak PK, en

el tratamiento de las muestras de orina.

La Figura 5.30 muestra el diagrama de la configuracién instrumental utilizada,
basada en el acoplamiento en serie de dos valvulas de seis vias, la primera valvula
sirve para cargar la muestra en un bucle de volumen fijo y la segunda valvula
incorpora el dispositivo RAM en el bucle de inyeccion.

El funcionamiento de este dispositivo implica tres etapas: (a) la muestra se
carga en el bucle de la primera valvula, (b) inyeccién de la muestra en el dispositivo
RAM, impulsada por la bomba A, a la vez que se produce la limpieza del mismo y
(¢) elucién del RAM (bomba B) y recogida de muestra, que finalmente es llevada al
equipo de CE—MS para su inyeccion y analisis. En el Capitulo 111, Apartados 3.3.5 y
3.5.4, se recoge una descripcion detallada de la metodologia empleada asi como de
las distintas etapas involucradas en este paso previo a CE-ESI(-)MS.
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a) Carga bucle de muestra

Bomba A:
agua UHQ
(0.25 mL min™)

Bucle de muestra
500 pL

Desecho

Desecho

Muestra: Orina:agua UHQ Recogida Bomba B:
1:1(v/v) ACN:BGE 3 mM
70:30 (v/v)
(0.50 mL min")

b) Inyeccion en el RAM y limpieza

Bomba A:
Bucle de muestra agua UHQ
500 pL (0.25 mL min)

Desecho

L

Desecho

Muestra: Orina:agua UHQ  Recogida Bomba B:
11 (v/v) ACN:BGE 3 mM
70:30 (v/v)
(0.50 mL min)

¢) Elucién del RAM y recogida de la muestra

Bomba A:
agua UHQ
(0.25 mL min)

Bucle de muestra
500 pL
P Desecho

Desecho

Muestra: Orina:agua UHQ Bomba B:

11 (v/v) Recogida ACN:BGE 3 mM
(250 pL, 30 s) 70:30 (v/v)
(0.50 mL min')
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Figura 5.30. Diagrama de la configuracién instrumental utilizada en la metodologia off/ine

RAM/CE-MS.
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Estudio del posible medio utilizado en la elucién de los analitos del RAM.

Teniendo en cuenta que los analitos se inyectaran en el equipo CE-MS en el
medio que son eluidos del dispositivo RAM, la situacion ideal serfa que este medio
fuese el adecuado para una correcta separacioén electroforética. De esta manera se
evitarfa la incorporaciéon de etapas de cambio de medio, lo que reduce la
manipulaciéon de la muestra, simplificando el analisis. Por ello, antes de iniciar la
optimizaciéon de algunas de las variables que afectan al proceso de limpieza con un
material de acceso restringido, se llevo a cabo el estudio de distintos medios en los
que los analitos podrian ser eluidos del RAM, comprobando la respuesta obtenida
en el equipo CE-MS.

Se ensayaron distintos posibles medios de elucién basados en mezclas
ACN:agua UHQ y en mezclas con el tampén de separacion (BGE) en distintas
proporciones. La presencia de BGE en este estudio se justifica por los beneficios que
supone la inyeccion de la muestra en un medio basico para favorecer la ionizacién
de los nucledsidos, lo que deriva en una mejor deteccion en ESI(-)MS.

A continuacién se enumeran los distintos medios ensayados:

e ACN:agua UHQ 70:30 (v/v).
e ACN:agua UHQ 50:50 (v/v).
e ACN:agua UHQ 30:70 (v/v).
e Agua 100%.

e BGE:agua UHQ 1:10 (v/v).

e ACN:BGE 3 mM 70:30 (v/v).

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 5.31, en la cual se
representa la sefial analitica (area de pico electroforético) obtenida, para los cinco
nucleésidos, con algunos de los medios ensayados. En ella se puede observar como
las mejores sefiales se obtienen para la mezcla ACN:BGE 3mM 70:30 (v/v) por lo
que, en estudios posteriores, se empleard esta mezcla acuoorganica como medio de
elucién de la muestra del RAM y como medio de inyeccién en el equipo CE-MS.
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B Agua UHQ ® ACN:agua UHQ 70:30 (v/v)

= BGE:agua UHQ 1:10 (v/v) B ACN:BGE 3mM 70:30 (v/v)
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Figura 5.31. Influencia del posible medio de elucién en la respuesta analitica, area de pico, de los cinco

nucledsidos en estudio.

Procedimiento en el dispositivo RAM.

La etapa de tratamiento de muestra con este dispositivo RAM implica tres

pasos:

= Etapa (a). Carga bucle de muestra.
Esta etapa implica el llenado del bucle de muestra con la disolucién a analizar.
Para los estudios de optimizacién se utilizé un patrén acuoso de 5.0 pg mL1 de los

analitos y un bucle de muestra de volumen fijo de 500 pL.
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= Etapa (b). Inveccion en el RAM v limpieza (controlada por la bomba A).

La inyecciéon de la muestra en el dispositivo RAM esta controlada por la
bomba A, que impulsa una disoluciéon de agua UHQ encargada de desplazar el
contenido del bucle de muestra hacia el RAM. A la vez, la fase mévil impulsada por
la bomba A actia como disolucién de lavado, eliminando los componentes de la
matriz no retenidos en el RAM. Ello implica que el tiempo de duracién de esta etapa
debe ser suficiente para cargar toda la muestra en el RAM y que el efecto de lavado

sea eficaz.

Por tanto, los parametros a controlar en esta etapa (b) son el caudal de la
bomba A y el tiempo de duracién de la etapa.

En primer lugar se estudi6 el caudal de la bomba A. Se ensayaron caudales de
0.25 y 0.50 mLL min!' manteniendo constantes todos los demds parimetros. Para el
caudal de 0.25 mL min-! se utilizaron dos tiempos de lavado, 1 y 2 minutos. Para el
caudal de 0.50 mL min"' se utilizé un tiempo de 1 minuto. Durante este tiempo se
recogi6 la disolucion percolada para comprobat si se producian perdidas de muestra
durante la etapa (b). Se recogié en cada caso fracciones de 1 minuto.

Una vez que se produce la inyeccion de la muestra en el RAM la siguiente
etapa es la elucion de los analitos del RAM vy la recogida de la muestra. Esta etapa
esta controlada por la bomba B que impulsa una disolucion ACN:BGE 3mM
70:30 (v/v) a 0.50 mL min!. Esta etapa se optimizara posteriormente.

En la Figura 5.32 se recogen los electroferogramas de ion total para estos
estudios realizados. Para el caudal de 0.50 mL min-!, Figura 5.32.c, se muestran los
electroferogramas obtenidos en la disoluciéon percolada en la etapa (b) y en las cuatro
fracciones recogidas en la elucién del RAM. Para los otros dos se obtenian resultados
similares, incluido el electroferograma del patrén acuoso inyectado de forma directa
en el equipo de CE-MS con la misma concentraciéon que la muestra, sometida a la

etapa de limpieza en el RAM.
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Caudal inyeccién: 0.25 mL min"! (1 min) by Caudal inyeccion: 0.25 mL min® (2 min) Caudal inyeccién: 0.50 mL min™ (Imin.)
) Caudal elucion: 0.50 mL min! ) Caudal elucién: 0.50 mL min™ ) Caudal elucién: 0.50 mL min™

5000

Patrén_5.0 pgmL?

Figura 5.32. Electroferogramas de ion total obtenidos en el estudio del caudal de inyeccién de la bomba
A involucrada en la etapa (b) denominada “Inyeccion en el RAM y limpieza”.

De este estudio de la etapa (b) de “Inyecciéon en el RAM y limpieza” se
obtuvieron los siguientes resultados:

e En primer lugar se comprueba la ausencia de analitos en la muestra
percolada, recogida en esta etapa (b), para los caudales de inyeccién
estudiados, Figura 5.32, por lo que se verifica que los analitos se
quedaban retenidos en el RAM.

e En segundo lugar se comprueba que la elucién de los analitos se
producia, en su mayoria, en el primer minuto de recogida durante la
etapa (c) de “Elucién del RAM y recogida de la muestra” debido a que,
en las posteriores fracciones, no se observaban sefiales de los analitos
de interés. Este comportamiento se tepitié en los estudios de los dos
caudales ensayados.
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e Por dltimo se observé cémo existe una diferencia significativa en
cuanto a la eficacia del lavado en funcién del tiempo de duracién de la
etapa. Al comparar los electroferogramas de ion total obtenidos para el
caudal de 0.25 mL min-!, Figura 5.32.a y b, con tiempos de duraciéon de
1 y 2 minutos, se observa un gran deterioro en el perfil de la sefial
electroforética obtenida cuando el tiempo de la etapa es de 1 minuto.
Esto indica la necesidad de aplicar un tiempo de inyeccién superior a 1
minuto que permitiese la limpieza de la muestra ya que repercute en
una mejor deteccién de los analitos de interés.

Se calcularon las recuperaciones por comparacién de las sefiales obtenidas
para la muestra, sometida a una etapa de limpieza con RAM, con las sefiales de un
patrén acuoso inyectado de forma directa en CE-MS. Para todos los analitos en
estudio las recuperaciones fueron préximas al 100% lo que indica una correcta
retenciéon y elucién de los analitos del RAM. Hay que indicar que solo se calcularon
las recuperaciones para los estudios “b” y “c” de la Figura 5.32, ya que, en el estudio
€ »

a” se obtuvieron malos perfiles de los picos electroforéticos, siendo imposible su
integracion.

A la vista de los resultados obtenidos el caudal de carga utilizado en estudios
posteriores fue de 0.25 ml min' con un tiempo de duracién del proceso de
2 minutos.

Si bien los resultados obtenidos en este estudio son muy satisfactorios, no hay
que olvidar que el estudio se realizé con patrones acuosos, por lo que es de esperar
que las recuperaciones no sean tan favorables en el momento en el que se analicen
muestras de orina.
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= Etapa (c). Elucién del RAM v recogida de la muestra (controlada por la

bomba B).

Una vez comprobada la adecuada retencién de los nucleésidos en el

dispositivo RAM, se estudié la posibilidad de optimizar el proceso de elucién
modificando el caudal de la bomba B, implicada en esta etapa (c) “Elucién del RAM
y recogida de la muestra”. La fase moévil impulsada por esta bomba B es una
disoluciéon ACN:BGE 3 mM 70:30 (v/v) empleada para la eluciéon de estos

compuestos.

Se estudiard el caudal de la etapa de eluciéon para valores de 0.25 y
0.50 mL min-!, manteniendo el caudal de carga en el valor optimizado previamente,
0.25 mL min! (bomba A).

La recogida de la muestra eluida se lleva a cabo en fracciones de 1 minuto,
por lo que, hay que tener en cuenta que al disminuir el caudal se deberd aumentar el
tiempo de duracién de la etapa, puesto que disminuye también el volumen de cada
fracciéon recogida. Para un caudal de 0.25 mL min! en total se recogen 6 minutos,

250 uL. por cada minuto de elucion.

En la Figura 5.33 se muestran los resultados obtenidos para el estudio del
caudal de elucién de 0.25 mL min!. En estos electroferogramas se confirman los
resultados obtenidos anteriormente ya que el registro de la muestra percolada,
recogida durante la etapa (b) de “Inyeccion en el RAM y limpieza”, no presenta
sefiales de los analitos de interés, por lo que se verifica la retencién de los analitos en
el material de acceso restringido. Con respecto a la elucidén, dnicamente se
representan los TIE correspondientes a las tres primeras fracciones recogidas porque
las fracciones recogidas durante los restantes 3 minutos ya no presentan ninguna

sefial apreciable.

Como se muestra en la Figura 5.33 los analitos de interés se eluyen
principalmente en las dos primeras fracciones, es decir, teniendo en cuenta el flujo
de la bomba B, los analitos eluyen en un volumen de 500 pL. Con respecto a la
morfologia de los picos electroforéticos, los resultados obtenidos no muestran
diferencias significativas para los caudales de la etapa de elucién estudiados, 0.25 o
0.50 mL min!, siendo la morfologia de los picos semejante.

Calculando el porcentaje de sefial obtenida en los dos ptimeros minutos de
elucién, todos los analitos muestran el mismo comportamiento: en el primer minuto

de elucién se obtiene aproximadamente entre un 75 y un 80% de la sefial total,
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mientras que, en el segundo minuto de recogida se obtiene entre un 20 y un 25% de

la sefial.
Estos resultados ponen de manifiesto que el caudal de la bomba B no es un
aspecto critico del andlisis, ya que, dependiendo del valor empleado se ajustara el

tiempo de recogida para obtener una 6ptima recuperacion de los analitos.
En estudios posteriores se adoptard, como caudal éptimo de la bomba B

encargada de la etapa de elucién, un valor de 0.50 mL min-! para asf acortar el tiempo
de recogida de la muestra a 1 minuto.

Caudal inyeccion: 0.25 mL min (2 min)

ZOOO} Caudal elucién: 0.25 mL min?

Lw\/\NM Patrén_5.0 pgmL?!

Percolado

| ‘\
[
|
1? Fraccion_1 min.

|
|
i
I
1N
Ml
|
(I
|
l ‘ |
|
all
e N ——  2*Fraccién_1 min.
NN eorr. 3*Fraccién_1 min
3 " s "min

Figura 5.33. Electroferogramas de ion total obtenidos en el estudio del caudal de la bomba B encargada

de la elucién de los analitos del RAM, etapa (c).
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Aplicacion al analisis de muestras de orina.

Una vez estudiadas las condiciones adecuadas para la inyeccion y elucion de
la muestra en el dispositivo RAM, el siguiente paso fue su aplicacién al analisis de
muestras de orina. Esto tenfa como objetivo vetificar si los resultados obtenidos con
patrones acuosos presentaban diferencias significativas con los obtenidos con una

matriz compleja como es la orina.

Por ello, a partir de este momento, todos los estudios de optimizacién se
realizan con una misma muestra de orina de un donante sano, diluida en una
proporcién 1:1 (v/v) con agua UHQ.

Inveccién de muestras de orina. Estudio del volumen y del tiempo de lavado.

Para poder estudiar la influencia del volumen de orina inyectado en el
dispositivo RAM se acopld, a la configuracion instrumental descrita, un bucle de
muestra de una capacidad maxima de 1500 pL, controlado por el inyector automatico
de un equipo de HPLC. De esta manera se pueden cargar distintos volimenes de
muestra en la etapa (a) sin necesidad de reemplazar el bucle de inyeccién utilizado.
Los volumenes de orina ensayados fueron 500, 1000 y 1500 uL.

El primero de los estudios realizados corresponde a un volumen de orina de
500 pL. Debido a que el bucle tiene una capacidad total de 1500 pL se tuvieron que
ajustar los tiempos de duracién de la etapa (b), “Inyeccion en el RAM y limpieza”.
Los tiempos de la etapa (b) ensayados fueron 12, 18 y 24 minutos, con un caudal de
la bomba A de 0.25 mL min-!. La fase moévil impulsada por la bomba A (agua UHQ)
ademas de impulsar la muestra inyectada, actia como disolvente de lavado durante
el tempo prefijado, eliminando los componentes de la mattiz no retenidos en el
RAM, para lo cual, se calcula un volumen de dos, tres y cuatro veces el volumen del
bucle de muestra.

La etapa (c) “Elucién del RAM y recogida de muestra” se lleva a cabo
mediante la bomba B, ACN:BGE 3mM 70:30 (v/v), con un caudal de
0.50 mL min-!. Se recoge el primer minuto de elucién que corresponde a un volumen
de muestra de 500 pL. Las muestras recogidas se separaron en dos alicuotas: una
alicuota se dop6 con el patrén interno, 3Cio "Ns—AMP, a un nivel de concentracién
de 0.5 ug mL! y se inyecté de forma directa en el equipo CE-MS por triplicado.
La otra alicuota se dop6 con los analitos de interés, incluido el patrén interno, a una
concentracién de 0.5 ug ml-1. Esto se lleva a cabo con objeto de verificar la sefial
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analitica del compuesto de interés, debido a la baja concentracion de estos analitos

en orina de donantes sanos.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 5.34.

lﬂc10 SN—AMP (ILIS)

|

oY
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N WAL TN LN av. 12 min

l 13C, ) 15SNg—AMP (ILIS)

A Lav. 18 min.

l 13C, ) 15N~AMP (ILIS)

-

2 i 3 8 10 2 1

Figura 5.34. Electroferogramas de ion total obtenidos para un volumen de orina diluida 1:1 (v/v) de
500 uL con distintos tiempos de duracién en la etapa (b) de “Inyeccion en el RAM y limpieza”.

En los electroferogramas que se muestran en la figura se observa que a medida
que aumenta el tiempo de lavado de la etapa (b), “Inyeccién en el RAM y limpieza”,
se produce una pérdida de las sefales de los analitos de interés. Por tanto, podria
decirse que a volumenes de lavado grandes los analitos acaban por ser arrastrados
del RAM por el medio acuoso empleado en la etapa de lavado. Seguramente el
tiempo de 12 minutos de la etapa de lavado parece ser el valor maximo para un
volumen de 500 pL de orina.
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El siguiente volumen de muestra estudiado fue 1000 pl.. La metodologia
empleada fue la misma que la descrita para un volumen de 500 pLL por lo que se

estudiaron los mismos tiempos de la etapa de lavado.

Los resultados obtenidos, Figura 5.35, mostraron que aunque se aumentase el
volumen de orina inyectada al doble, las sefiales analiticas obtenidas no suftfan ese
mismo aumento. Al contrario, en la mayoria de los casos se obtuvo una respuesta

analitica muy similar para los dos volimenes de muestra estudiados.
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Figura 5.35. Influencia del tiempo de lavado del RAM, etapa (b), en las sefiales obtenidas para distintos

volumenes de orina inyectados.
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Por ultimo, se estudié el volumen de muestra de 1500 pL.. La metodologia fue
la misma que la empleada para los dos volimenes de muestra anteriores y se
estudiaron los mismos tiempos de lavado, 12, 18 y 24 minutos.

Tampoco en este caso se obtuvieron los resultados esperados. Como se ha
sefialado anteriormente, al aumentar el volumen de orina inyectada en el RAM no
solo no se observa el esperado aumento en las sefiales electroforéticas sino que
aumentan notablemente las interferencias en la muestra eluida. En la Figura 5.36 se
representan los electroferogramas de ion total obtenidos para los volimenes de
muestra inyectados en el RAM, de 500 y 1500 puL, con el mismo tiempo de lavado,
12 minutos. En estos registros se pone de manifiesto que la deteccion llega a ser
imposible en las muestras sin dopar, dado que los picos electroforéticos quedaban
ocultos en el ruido de fondo de la propia matriz.

IV 1500 uL

Figura 5.36. Electroferogramas de ion total obtenidos para volumenes de 500 y 1500 ul. de orina diluida
1:1 (v/v) con el mismo tiempo de duracién de la etapa (b), “Inyeccién en el RAM y limpieza”, 12
minutos.
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A la vista de los resultados obtenidos se decidié utilizar, como volumen de
orina, un volumen de 500 pL, ya que se comprueba que un aumento del volumen
inyectado no mejora la sensibilidad obtenida. Se consideré conveniente cambiar el
bucle de 1500 pLL por uno que se ajustase al volumen exacto de muestra inyectada,
por lo que se sustituy6é nuevamente el bucle de muestra de 1500 pL. por un bucle fijo
de 500 ul..

Con respecto al tiempo de duracién de la etapa (b) “Inyecciéon en el RAM y
limpieza™ se trabajard con un tiempo de 12 minutos.

Estudio de la etapa de “Elucién del RAM v recogida de la muestra”, etapa (c).

Debido a los problemas sutrgidos por la introducciéon de una matriz compleja
como es la orina, donde los registros obtenidos mostraban un elevado nimero de
interferentes que dificultan notablemente la deteccién de los analitos de interés, se
planted la necesidad de optimizar nuevamente el proceso de elucion, etapa (c).

El intento de aumentar la duracion de la etapa (b) para mejorar asi el lavado
del dispositivo RAM no resultd satisfactorio, ya que se producia una pérdida de
analitos a tiempos elevados.

En este caso se plante6 llegar a una soluciéon de compromiso entre la posible
pérdida de los analitos en la etapa (b) o la obtencién de una muestra eluida en la
etapa (c), con un gran nimero de sustancias interferentes, que dificulten la ionizacién
de los analitos de interés en la fuente de electrospray, provocando una disminucién
de la sefal analitica.

La metodologfa empleada implica:

= Etapa (a): 500 puL. de otina diluida 1:1 (v/v) dopada a un nivel de
concentracion de 1.0 ug mL-1.

= Etapa (b): agua UHQ, 12 minutos de duracién (bomba A, caudal de
0.25 mL min?).

= Etapa (c): ACN:BGE 3 mM 70:30 (v/v), con un tiempo de elucién de
4 minutos (bomba B, caudal de 0.50 mL min-?).
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La recogida de muestra se llevé a cabo cada 30 segundos, por lo que teniendo
en cuenta el caudal de la bomba B, responsable de la elucién de los analitos del RAM,

se obtuvieron fracciones eluidas de 250 plL.

Los resultados obtenidos se muestran en la Figura 5.37. En la parte izquierda
de la figura se recogen los registros obtenidos en el detector de diodos
DAD (A= 254 nm) y en la parte derecha las sefiales obtenidas del ion extraido de
uno de los analitos en estudio, SOHG, de las distintas fracciones de 30 segundos
recogidas en la etapa (c). Se recogieron 4 fracciones, aunque la dltima no se muestra
en la figura debido a que es similar a las fracciones segunda y tercera y no aporta
ninguna informacién. En ambos registros se observa que los analitos son eluidos en
la primera fraccién de 30 segundos de la etapa (c) y que en las posteriores fracciones
recogidas de 30 segundos no aparece ninguna sefial de los analitos de interés.
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Figura 5.37. Sefiales del detector de diodo array (izquierda) y del ion extraido del analito 8SOHG
(detecha), para una muestra de otina diluida 1:1 (v/v) dopada y sometida a una etapa de limpieza con
RAM e inyectada en CE-MS. Las fracciones eluidas se recogieron en intervalos de 30 segundos.
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A la vista de los resultados obtenidos se elige como tiempo éptimo de
recogida de muestra un tiempo de 30 segundos, manteniendo la bomba B, que
controla la etapa de elucién, a un caudal de 0.50 mL min-.

Estudio de la precisién del método optimizado.

Para evaluar la precisién del método se prepararon 8 muestras de una orina
de un donante sano diluida en una proporcion 1:1 (v/v) y dopada a un nivel de
concentraciéon de 1.0 pg ml-1. Estas 8 muestras fueron sometidas a una etapa de
limpieza con el RAM, siguiendo la metodologia que se muestra en la Figura 5.30. Se
inyecta un volumen de muestra de 500 pL, la duracién de la etapa de “Inyeccién en
el RAM y limpieza” fue de 12 minutos y la Gltima etapa “Elucién del RAM y recogida
de la muestra” se llevé a cabo durante 4 minutos pero se recogié la fraccion
correspondiente a los primeros 30 segundos de la etapa (250 puL). Una vez que se
han recogido las 8 muestras, antes de inyectarlas en el equipo CE-M.S por duplicado,
se doparon con patrén interno (ILLS), 13Cqo "Ns—AMP, concentracién 0.5 ug mL-1.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 5.11.

Tabla 5.11. Parametros estadisticos del procedimiento RAM optimizado para un volumen de muestra
inyectado de 500 pl., una duracién de la etapa de “Inyeccion y limpieza” de 12 minutos y una etapa de
“Elucién y recogida de muestra” de 4 minutos. La muestra eluida se recogié en los primeros 30
segundos de la etapa (250 pL).

Analito Varianza  Desv. Est.  Media*  RSD* (%)
5mU 0.0026 0.051 0.372 14
2dG 0.0050 0.071 0.558 13
INN 0.0018 0.042 0.191 22
8OHG 0.0035 0.059 0323 18
8OH2dG 0.0162 0.127 0.814 16

*. Referida al valor medio de las dreas de pico normalizadas con respecto al patrén interno (A/Ap gg).
a3, RSD: Desviacion estandar relativa (n==8) para un nivel de concentracién de 1.0 pg mL-1.
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Un aspecto adicional a considerar en sistemas acoplados CE-MS es la
estabilidad de la intensidad de corriente necesaria para el correcto funcionamiento
del sistema. Este problema se presenté en este momento, cuando se inyectaron de
forma consecutiva un elevado numero de muestras de orina procedentes del
dispositivo RAM, es decir, eluidas en un medio ACN:BGE 3 mM 70:30 (v/v).
Se observé que, en estos casos, se producia un rapido deterioro del capilar con una
pérdida notoria de eficiencia y con frecuentes caidas de cortiente que impedian el
analisis.

Debido a que el medio de elucién del RAM contiene un elevado porcentaje
de acetonitrilo esta podtia ser la causa de las constantes caidas de corriente. Para
comprobarlo se registrd la corriente generada al inyectar una disolucién patrén en
ese mismo medio, observandose que la presencia de acetonitrilo en la muestra
inyectada producia una caida muy pronunciada de la corriente en el momento en que
el bolo de muestra alcanzaba el detector MS. Este efecto puede comprobatse en la
Figura 5.38. Cuando estas cafdas de corriente se hacen irrecuperables el circuito

electroforético se interrumpe y el analisis se cancela.

Por ello se plante6 la necesidad de inyectar las muestras en el equipo de
CE-MS en un medio que no contenga ACN. La solucién adoptada fue la
evaporacién de la muestra eluida del RAM y su posterior redisolucién en un medio
mas adecuado para la inyeccion en CE-MS.

En la Figura 5.38 se puede observar el registro de las fluctuaciones en la
corriente sufridas durante el analisis por CE-MS de una muestra patrén de los
analitos (1.0 pg mL") disuelta en distintos medios, medio BGE de separaciéon 30 mM
(pH 11.0), medio ACN:BGE 30 mM 70:30 (v/v) y medio ACN:BGE 3 mM
70:30 (v/v). Se obsetva como en ausencia de ACN la corriente se mantiene estable.
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BGE 30 mM

et ACN:BGE 3 mM 70:30 (

2 N 6 8 10 12 'min

Figura 5.38. Variacién de la intensidad de corriente para diferentes medios de inyeccion.

Estudio del medio de reconstitucién.

Debido a la necesidad de incluir el paso de evaporacion de la muestra
procedente del RAM, se llevé a cabo un pequefio estudio del medio mas adecuado

para reconstituir la muestra antes de su inyeccion en CE-MS.

El estudio se llevé a cabo con una muestra de orina, sometida al
procedimiento RAM ya indicado, con una elucién con ACN:BGE 3mM 70:30 (v/v)
durante 4 minutos. La fraccién recogida se evapora a sequedad a 30°C y se
reconstituy6 en dos medios, BGE de separaciéon 30 mM y BGE 3 mM. Los mejores
resultados se obtuvieron en medio BGE 30 mM de pH 11.0. En este medio no se
producian caidas de corriente, por lo que en estudios posteriores se utiliz6 este medio

para reconstituir las muestras evaporadas antes de su inyeccién en CE-MS.

Ademas, debido a que el medio de reconstituciéon utilizado contiene ya las
mismas sales que el medio electroforético, se decidié eliminar este compuesto del
medio de elucién del RAM. Por ello, las muestras al no ser inyectadas directamente,
pueden ser eluidas del RAM en un medio libre de sales, que a partir de ahora sera
una mezcla ACN:agua UHQ 70:30 (v/v).
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Los electroferogramas obtenidos para dos de los analitos de interés, SOHG y

8OH2dG, se muestran en la Figura 5.39 donde se compara la elucién en presencia y
en ausencia de BGE.

8OHG 8OH2dG
m/z 298 m/z 282

|
.

T T T — T T
8 10 12 min 8 10 12

Figura 5.39. Electroferogramas de ion extraido para los analitos, SOHG y 8OH2dG, tras la etapa (c)
de “Elucién del RAM y recogida de la muestra” con distintos medios.

Como se observa en la Figura 5.39 las mejores condiciones se obtienen en
ausencia de BGE en el medio de elucién de la muestra, por lo que serd el medio
elegido para la etapa () en estudios posteriores.
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Reproducibilidad obtenida con la metodologfa RAM desarrollada con una etapa

posterior de evaporacion.

El estudio de la reproducibilidad se llevé a cabo analizando 6 alicuotas de una
muestra de otina de un donante sano, diluida en proporcion 1:1 (v/v) y dopada con
los analitos de interés en una concentraciéon de 0.5 pg mlL-!, analizadas segin el
procedimiento optimizado. Las fracciones eluidas, una vez evaporadas y
reconstituidas, son inyectadas por triplicado en el equipo CE-MS. Los resultados

obtenidos se muestran en la Tabla 5.12.

Los valores de RSD (%) estan comprendidos entre 6 y 28%, datos
considerados aceptables si se tiene en cuenta toda la metodologia empleada que
incluye una etapa de limpieza off/~/ine y una etapa de evaporacién y reconstituciéon
antes de la inyeccion en el equipo de electroforesis capilar.

Tabla 5.12. Parametros estadisticos del procedimiento RAM con una etapa posterior de evaporacion.
Volumen de muestra inyectada de 500 pl, una duracién de la etapa de “Inyeccién y limpieza” de
12 minutos y una etapa de “Elucién y recogida de muestra” de 4 minutos. La muestra analizada fue la
fraccién recogida en los primeros 30 segundos de la etapa de elucién (250 pL) y fue sometida a un
proceso de evaporacién y redisolucion del residuo seco en 250 pL. de BGE 30 mM.

Analito Varianza  Desv. Est. Media* RSDz (%)
5mU 0.00184 0.043 0.268 16 :
2dG 0.00084 0.029 0.528 6
INN 0.00008 0.009 0.032 28
8OHG 0.00005 0.007 0.057 12
8OH2dG 0.0045 0.067 0.559 12

*, Referida al valor medio de las 4reas de pico normalizadas con respecto al patron interno (A/Aps).
. RSD: Desviacién estandar relativa (n=06) para un nivel de concentracién de 0.5 ug mI-1.

251



V. DETERMINACION DE NUCLEOSIDOS MEDIANTE CE-ESI(-MS

Nueva optimizacién de la etapa (b). Estudio del tiempo de “Inyeccién en el RAM y
limpieza”.

Debido a la incorporacién de la etapa de evaporacion tras la elucion de los
analitos del RAM, se considerd oportuno volver a estudiar el tiempo de duracién de
la etapa (b) de “Inyeccion en el RAM y limpieza”. Se considera ahora la posibilidad
de reducir el tiempo de duracién de esta etapa, 12 minutos. Los tiempos estudiados
fueron 4, 6, 8 y 10 segundos.

El estudio se llevé a cabo con una muestra de orina diluida 1:1 (v/v), dopada
con los analitos de interés en una concentracién de 0.5 ug mL-! y el volumen de
muestra inyectada fue 500 pL. La muestra eluida (30 segundos, 250 ul) sufre un
proceso de evaporacion y de reconstitucién en el mismo volumen de BGE de
separacion, 30 mM (pH 11.0) dopado con el patrén interno, 3Cip "Ns—AMP, a un
nivel de concentracién de 0.5 pug ml-1.

En las Tablas 5.13 y 5.14 se muestran los valores de sefial normalizada y los
valores de RSD (%), respectivamente, obtenidos para los distintos tiempos
empleados en la etapa (b). Como se puede observar los mejores resultados se
obtienen para el tiempo de 4 minutos, lo que nos confirma que el tiempo empleado
de 12 minutos era un tiempo excesivamente elevado para la etapa (b) y que llegaba a

producirse el arrastre de los analitos de interés durante esta etapa.

Tabla 5.13. Sefial normalizada (%) obtenida para los distintos tiempos de la etapa “Inyeccion en el
RAM y limpieza” estudiados.

Sefial normalizada (%)

femmmmmmnnnaaas GG e e T SRR SRR e e e e R RS i
Analito 4 min. 6 min. 8 min. 10 min. 12 min.
. 5mU 70 40 30 25 22 .
| 2dG 77 36 54 49 39 |
. INN 51 41 30 26 9 .
| 8OHG 60 45 30 27 10 |
_ 80OH2dG 69 i 40 33 29 20 _
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Tabla 5.14. Valores de RSD (%) obtenidos para los tiempos de 4, 8 y 12 minutos.

RSD* (%)
E Analito 4 min. 8 min. 12 min
5mU 11 15 16
2dG 6 9 10
INN 23 20 60
8OHG 5 11 23
80H2dG 5 7 10

2, RSD: Desviacién estandar relativa (n=0) para un nivel de concentracién de 0.5 pg mL-1.

A la vista de los resultados recogidos en las tablas anteriores se considera
como tiempo 6ptimo de la etapa (b), “Inyeccion en el RAM y limpieza”, 4 minutos,
por lo que serd el tiempo empleado en estudios sucesivos.

Caracteristicas analiticas del método RAM/CE-MS.

Una vez que se ha llevado a cabo la optimizacién de la metodologia empleada,
basada en un material de acceso restringido, RAM, se realiz6 un calibrado para
obtener las caracteristicas analiticas del método utilizando los parametros
optimizados a lo largo de este apartado y que se resumen en la siguiente tabla:
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Tabla 5.15. Condiciones optimizadas para el procedimiento RAM en muestras de orina.

Etapa (a):
Volumen de muestra 1:1 (v/v): 500 uL.
i “Carga bucle de muestra”

Etapa (b): Bomba A: agua UHQ
“Inyeccion en el RAM y limpieza” caudal: 0.25 mI. min!

tiempo: 4 minutos

| Erapa (0): Bomba B: ACN:agua UHQ 70:30 (v/v)
“Elucion del RAM y recogida de la caudal: 0.50 mIL min-!
muestra”

tiempo: 4 minutos

tiempo y volumen de recogida:
30 segundos, 250 pL

Una vez que se obtienen las fracciones eluidas, estas son evaporadas en un
dispositivo de evaporacién/concentracién de muestras a una temperatura de 30 °C
con una corriente de Na. El residuo seco obtenido se redisuelve en 250 pl. de
BGE 30 mM dopado con el ILIS, 3Cio ®Ns—AMP (0.5 ug mIL1).

La inyeccion de las muestras en el equipo CE-MS fue de tipo hidrodinamica
mediante una presiéon de 50 mbar durante 10 segundos. El tampén de separacion
(BGE) optimizado fue un tampén formiato amoénico—amoniaco en una
concentraciéon de 30 mM (pH 11.0) y el voltaje aplicado fue de 30 kV. Con respecto
a los parametros que afectan a la deteccion ESI-MS, se trabajé en modo negativo,
con un voltaje de -3500 V y una presiéon constante del gas de nebulizacion de 6 psi.
La toma de datos se realiz6 en modo SIM, registrando el ion [M-H]- de cada uno de

los analitos de interés.

Las muestras analizadas fueron muestras de orina, diluidas en una proporciéon
1:1 (v/v) y dopadas con los cinco nucleésidos en un margen de concentracion entre
0.05-0.75 ug mI1L.
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En la Tabla 5.16 se encuentran recogidos los parametros del analisis de

regresion, sefial analitica frente a concentracion expresada en pg mL-1. Los valores

encontrados para los limites de deteccién estan comprendidos entre 0.06 y

0.18 pg mI! para los compuestos SOHG y 2dG, respectivamente.

Para el estudio de la reproducibilidad se prepararon seis muestras de la misma

otina diluida 1:1 (v/v) y dopada a una concentracién de 0.5 pg mL-1. Se analizaron

por triplicado utilizando las mismas condiciones en las que se realiz6 el calibrado.

Tabla 5.16. Catactetisticas del calibrado realizado para una muestra de orina diluida 1:1 (v/v) dopada

con los analitos de interés. Intervalo de concentraciones de 0.05 a 0.75 pg mL-1.

it ey wnci ety RD0D
5mU 0.98 + 0.09 1.07 £ 0.29 0.991 0.12 11
2dG 1.36 +0.18 3.74 + 0.60 0.981 0.18 6
INN 1.04 +0.11 1.78 + 0.41 0.986 0.17 17
SOHG 0.92 + 0.04 0.28 +0.13 0.998 0.06 5
8OH2dG 1.52 4 0.10 -0.08 + 0.35 0.996 0.08 8

2, LOD: Limite de deteccién segin la ICH.

b RSD: Desviacién estandar relativa (n=6) para un nivel de concentracién de 0.5 ug mI-1.
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5.5. APLICACION DEL METODO RAM/CE—-MS AL ESTUDIO DE
METABOLITOS ASOCIADOS AL CONSUMO DE TABACO EN

MUESTRAS DE ORINA.

Una vez que se ha llevado a cabo la optimizacién del método de limpieza con
el material de acceso restringido, se propone su aplicacién al analisis de muestras de
orina con el fin de cuantificar los analitos en estudio y asi poder llegar a determinar

sus niveles naturales en orinas de individuos sanos.

El objetivo es comprobar la aplicabilidad de la metodologia desarrollada para
la evaluacién de estos compuestos endogenos de interés clinico. Es bien conocido
que los niveles de estos compuestos en orina aumentan de forma anémala bajo
ciertas patologias graves como el cancer o procesos neurodegenerativos, de forma
que estos compuestos presentan un gran interés clinico como potenciales
biomarcadores de estas enfermedades y especialmente para la deteccién precoz de

ciertos tipos de cancer.

El estudio se centra en establecer la posible relacién entre los niveles en orina
de estos nucledsidos modificados y el consumo de tabaco en individuos sanos. Se
seleccionan individuos sanos para evitar la influencia de posibles enfermedades en
los niveles de estos metabolitos y poder asi establecer el efecto concreto de este
habito. Asf se podria determinar si el consumo de tabaco influye en el contenido de

estos nucledsidos en orina.

En este apartado se analizaran 42 muestras de orina procedentes de individuos
sanos, 21 de fumadores y 21 de no fumadores. Los voluntarios se seleccionaron
teniendo en cuenta que tanto la edad como la relacién entre hombres y mujeres fuera
similar en ambos grupos. Una descripcion pormenorizada de las muestras analizadas

se recoge en el Capitulo III.

Se someti6 a las 42 muestras de orina de donantes sanos a la etapa de limpieza
con el RAM. Posteriormente fueron evaporadas, reconstituidas en 250 uL. de BGE
30 mM y se les adiciond el ILLS a un nivel de concentraciéon de 1.0 pg mL-1. Una vez
reconstituidas las 42 muestras se analizaron mediante CE-MS.

En la Figura 5.40 se muestran los electroferogramas de ion extraido para dos

muestras de orina, una de fumador y otra de no fumador.
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Figura 5.40. Electroferogramas de ion extraido para muestras de orina de donantes sanos (a) fumador
y (b) no fumador, sometidas a una etapa de limpieza mediante RAM y analizadas por CE-MS.
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Figura 5.40 (Continuacién). Electroferogramas de ion extraido para muestras de orina de donantes
sanos (a) fumador y (b) no fumador, sometidas a una etapa de limpieza mediante RAM y analizadas
por CE-MS.

Las sefiales obtenidas, una vez normalizadas respecto al patrén interno, son
comparadas con un patrén inyectado al inicio de cada secuencia, mezcla de los
nucledsidos en estudio disueltos en BGE de separacién 30 mM (pH 11.0) a un nivel
de concentracién de 5.0 ug mL-1. Una vez obtenidas las concentraciones de los
nucleésidos en la orina, en unidades de pg mL1, se llevé a cabo la normalizacion con
respecto al contenido en creatinina. Los resultados obtenidos, expresados en
unidades de nmol/pmol de creatinina, se muestran en las Tablas 5.17 y 5.18.
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En la Figura 5.41 se representan los datos obtenidos, en concentracién
(nmol/umol de creatinina), mediante un diagrama de cajas (box—plof) para cada
analito estudiado en las 21 muestras de orina de donantes sanos fumadores y en las
21 muestras de otina de no fumadotes.

5mU 2dG
m/z 257 m/z 266
09 0.40
B o
08 0.35
o
g o7 030 o
(=1
8 06 025
g 05
= 020 T
R T
g ° 015
03
g 0.10 - _
o [ ] o I
0 0
Fumador No_Fumador Fumador No_Fumador
INN 8OHG
m/z 267 m/z 298
0.30 07
L . 0.6 o
=
-8 05
£ 020
©
o 04
= 05 o R
g ° 03 R
=
0.10 o
= 02
g o
g 005 0.1
0 0 :
Fumador No_Fumador Fumador No_Fumador
8OH2dG
m/z 282
0.4C
035 °
<
£ 030
5
w 0.25
L
5] o
= 020
]
E o
=
S 01
g
0.05
0
Fumador No_Fumador

Figura 5.41. Representacién de la concentracién de cada analito (nmol/pmol de creatinina) para las
42 muestras de orina, fumadores y no fumadores, mediante diagrama de cajas (box—plof).
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Ya visualmente se puede apreciar que se obtienen concentraciones similares
de los nucleésidos estudiados tanto en las muestras de fumadores como en las de no
fumadores.

Validacién mediante T.C-MS/MS.

Una vez obtenidas las concentraciones de los nucledsidos en las muestras de
orina de los donantes sanos, fumadores y no fumadores, se procedié a validar el
método propuesto comparando los resultados obtenidos con una técnica de analisis
diferente. La técnica utilizada fue la cromatografia liquida con deteccién por
espectromettia de masas en tindem, LC-MS/MS.

De forma concreta se utiliza una sola técnica, la cromatografia liquida con
deteccion por espectrometria de masas en tindem, pero se usan dos metodologias
diferentes con distintos mecanismos cromatograficos de separaciéon. Una de las
metodologias utilizada se basa en una fase estacionaria de interacciones hidrofilicas
de tipo “zwitterionico” (ZIC-HILIC) acoplada a un detector de espectrometria de
masas en tandem de triple cuadrupolo (QgQ) con una fuente de ionizacién por
electrospray (ESI) trabajando en modo positivo. El sistema cromatografico lleva
incorporado una etapa de tratamiento de muestra mediante la utilizacién de un
material de acceso restringido acoplado o#—/ine a la columna cromatografica. E1 RAM
empleado en esta metodologia es de la misma naturaleza que el empleado en la
metodologia CE-MS propuesta en este trabajo. El método RAM-ZIC-HIIIC-
MS/MS ha sido previamente validado para la cuantificacion de diversos nucleésidos
y nucleobases en orina3* segun la Gufa Europea de Validacién para Métodos
Bioanaliticos!¢.

La otra metodologia utilizada se basa en un mecanismo de fase inversa
Cis. Se trabaja con una columna cromatografica empaquetada con particulas
superficialmente porosas (de tipo core—shell) acoplada a un detector de espectrometria
de masas en tandem de triple cuadrupolo (QgQ) con una fuente de ionizacién por
electrospray (ESI) trabajando en modo positivo.En este caso la limpieza de la
muestra se lleva a cabo mediante una etapa de extraccién en fase sélida (SPE) con
un sorbente mixto!”, preparado por mezcla de sorbentes comerciales con base
polimérica Isolute ENV+, Isolute ABN'y Oasis HLB.

170 E. Rodriguez—Gonzalo, L. Herrero—Herrero, D. Garcla—Gémez, . Chromatogr. B (2015), “Development, validation
and application of a fast analytical methodology for the si s determination of DNA— and RINA—derived nrinary nucleosides
by liguid ch aphy coupled to tandem mass spectrometry”. http:/ /dx.doi.org/10.1016/.jchromb.2015.10.044.
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La comparacién de los resultados se llevé a cabo para las mismas muestras de
orina de donantes sanos fumadores. Para los nucleésidos hidroxilados, SOHG vy
8OH2dG, se llev6 a cabo la comparacion con la metodologia RAM-ZIC-HIILIC-
MS/MS3* y para los otros dos nucledsidos estudiados, 5mU e INN, se utiliz6 la
metodologia SPE/LC-MS/MS'. Solo se compararon estos dos nucleésidos
debido a que por la técnica LC-MS/MS el nucleésido 2dG no pudo ser detectado.

En la Tabla 5.19 y en la Figura 5.42 (diagrama de cajas, box—plo?) se recogen
las concentraciones de los analitos estudiados por ambas metodologfas, CE-MS y
LC-MS/MS, en unidades de nmol/umol de creatinina.

Tabla 5.19. Concentraciones, en nmol/umol de creatinina, obtenidas mediante las dos técnicas de
analisis, (a) RAM/CE-MS y RAM-ZIC-HILIC-MS/MS y (b) RAM/CE-MS y SPE/LC-MS/MS,

para orinas de donantes sanos fumadores.

e .
E SOHG S8OH2dG
(nmol/pmol creatinina) (nmol/pmol creatinina)
RAM/ CE=MS HﬁMC—_]\Zlfj_\/IS RAM/CE=MS H?SMC—_]\Z{fj_\/D
0.08 = 0.01 0.089 *+ 0.02 0.16 £ 0.06 0.154 + 0.03
0.08 + 0.02 0.07 + 0.02 0.071 £ 0.005 0.062 £ 0.01
0.15 £ 0.03 0.147 £ 0.01 0.13 £ 0.05 0.03 = 0.01
0.23 £ 0.02 0.257 £ 0.01 0.10 £ 0.02 0.03 £ 0.01
0.11 £ 0.03 0.106 + 0.02 0.09 + 0.01 0.04 + 0.01
0.05 £ 0.01 0.041 £ 0.01 0.08 £ 0.02 0.06 £ 0.02
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Tabla 5.19 (Continuacién). Concentraciones, en nmol/umol de creatinina, obtenidas mediante las dos
técnicas de andlisis, (a) RAM/CE-MS y RAM-ZIC-HILIC-MS/MS y (b) RAM/CE-MS y SPE/
LC-MS/MS, para orinas de donantes sanos fumadores.

e e .
5mU INN
(nmol/pmol creatinina) (nmol/pmol creatinina)
RAM/CE-MS ~ SPE/LC-MS/MS | RAM/CE-MS  SPE/LC-MS/MS
0.13 £ 0.02 0.008 £ 0.002 0.06 + 0.01 0.08 + 0.01
0.21 £ 0.08 0.009 £ 0.002 0.13 £0.03 0.08 £ 0.01
0.018 + 0.003 0.003 + 0.001 0.04 £ 0.01 0.08 +0.01
0.10 £ 0.01 0.003 £ 0.001 0.059 £ 0.002 0.04 £ 0.01
0.13 £ 0.02 0.008 £ 0.003 0.08 £ 0.01 0.05 £ 0.01
0.091 £ 0.003 0.005 £ 0.001 0.13 £ 0.02 0.09 £ 0.01
0.04 £ 0.01 0.014 £ 0.001 0.04 £ 0.01 0.04 £ 0.01
0.06 + 0.05 0.17 £ 0.01 0.02 = 0.01 0.05 = 0.01
0.02 £ 0.01 0.015 £ 0.002 0.03 £ 0.01 0.08 £ 0.01
0.027 £ 0.002 0.016 £ 0.003 0.02 £ 0.01 0.03 £ 0.01
0.03 £ 0.01 0.035 £ 0.002 0.002 £ 0.001 0.016 £ 0.004
0.08 £ 0.01 0.13 £ 0.02 0.04 £ 0.01 0.07 £ 0.01
0.006 + 0.002 0.07 = 0.01
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Figura 5.42. Representacion de las concentraciones, en nmol/pumol creatinina, obtenidas mediante las
dos técnicas de separacion, CE-MS y LC-MS/MS, para otinas de donantes sanos fumadores mediante
diagrama de cajas (box—plof).

Para comparar los resultados obtenidos mediante las dos técnicas de
separacion, CE-MS y LC-MS/MS, se llevaron a cabo dos test de significacion
diferentes, un test—F con objeto de comparar la igualdad de las varianzas entre ambas
poblaciones y un test—t de dos colas. La hip6tesis nula para el test—F permite conocer
si existen diferencias significativas entre los valores de vatrianza de los resultados
obtenidos, mientras que el test—t permite determinar si existen diferencias
significativas entre los valores obtenidos. Cualquiera de las hipétesis se rechaza para
significaciones menores de 0.05 (95% de probabilidad).
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Los valores de significacion, correspondientes al test—F y al test—t se muestran
en las tablas 5.20 y 5.21.

Tabla 5.20. Valores de significacién obtenidos al comparar los tresultados obtenidos por las
metodologias RAM/CE-MS y RAM-ZIC-HIL.IC-MS/MS a través de un test-F y un test—t de dos

colas.

Valores de significacion

i
[ree=esssssssssssssssssssssemseseseseseses S G e EL EL L P ELELELE |
H i

test—F 0.73
! SOHG !
. test—t 0.97 .
: test—F 0.49
! 8OH2dG !
test—t 0.10

Tabla 5.21. Valores de significacién obtenidos al comparar los tresultados obtenidos por las
metodologias RAM/CE-MS y SPE/L.C-MS/MS a través de un test—F y un test—t de dos colas.

Valores de significacion

[ree=esssssssssssssssssssssemseseseseseses SaE e ettt |
: test—F 0.87
! 5mU '
test—t 0.08 .
: test—F 0.06
! INN !
test—t 0.50

A partir de los valores de significacién obtenidos se puede concluir que no
hay diferencias significativas entre los valores de desviacién estindar (test—I) y los
valores de concentracién obtenidos por ambos métodos (test—t). Por lo que quedaria
validado el método RAM/CE-MS propuesto en este trabajo.
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Anilisis estadistico de los resultados obtenidos en muestras de orina.

Una vez que se ha validado el método RAM/CE-MS aqui desatrollado se
procedié a realizar un andlisis estadistico de los resultados obtenidos para las
muestras de otina, para establecer si las poblaciones de fumadores y no fumadores
son estadisticamente iguales o no en lo que respecta a la concentracién de estos
nucleésidos.

Las concentraciones de nucledsidos obtenidas para las 42 muestras de orina,
normalizadas frente a la concentraciéon de creatinina en cada caso, fueron sometidas
a analisis estadistico con el fin de comprobar la posible existencia de diferencias
significativas entre los valores encontrados en ambos grupos, fumadores y no
fumadores.

¢ En primer lugar se aplicé un test—U de Mann—Whitney al conjunto de todas

las muestras, Unicamente agrupadas en fumadores y no fumadores.

El test—-U de Mann—Whitney es un test no paramétrico y que por lo tanto no
presupone ningun tipo de distribucién de los resultados. La hipétesis nula es que las
dos poblaciones no son significativamente diferentes siendo la hipétesis alternativa
que una de las poblaciones presenta valores mayores que la otra. El test-U de
Mann—Whitney es mas robusto que el test—t, en el sentido de que es menos probable
que indique diferencias significativas debido a la presencia de ontliers. En cuanto a la
eficiencia, es mayor para el test de Mann—Whitney que para el test—t en distribuciones
que se alejan de la normal, sin embargo para distribuciones normales el test—t es solo
ligeramente superior por lo que suele recomendarse el test de Mann—Whitney como
opcién por defecto. Al igual que para el test—t, los resultados para el test de
Mann—Whitney suelen expresarse como valores de “p”, con el mismo significado
que en dicho test.

Los resultados obtenidos se muestran en la Tabla 5.22. En ella se recogen los
valores estadisticos obtenidos para los dos conjuntos de muestras, fumadores y no
fumadores y los valores de significacion para los 5 analitos estudiados al comparar la
concentracion obtenida de cada analito para las 21 muestras de orina de fumadores
frente a la concentracién obtenida para las 21 muestras de orina de no fumadores.

267



V. DETERMINACION DE NUCLEOSIDOS MEDIANTE CE-ESI(-MS

Tabla 5.22. Valores estadisticos y de significacién (test—U de Mann—Whitney) obtenidos al comparar
las concentraciones de los analitos estudiados en las muestras de otina de fumadores y no fumadores.

F No Fumadores Fumadores 4
i Mediana Media SDx Mediana Media SD¢ 4
| 5mU 0.09 0.11 0.10 0.08 0.14 0.20 |
| 2dG 0.09 0.10 0.08 0.10 0.14 0.10 |
| INN 0.06 0.07 0.06 0.04 0.05 0.04 |
| 80OHG 0.06 0.09 0.10 0.11 0.14 0.13 |
_ 80H2dG 0.08 0.10 0.06 0.11 ) 0.14 0.09 _

Valores de significacion
(test—-U de Mann—Whitney)

- SmU 0.57
246 0.41
NN 0.56
. 8OHG 0.04 .
8OH2dG 0.08

Puede observarse que para casi todos los nucledsidos estudiados se
obtuvieron valores de p>0.05, lo que conduce a la conclusiéon de que no hay
diferencias significativas entre los datos experimentales obtenidos para ambos
grupos, fumadores y no fumadores. Solo para uno de los nucledsidos estudiados,
8OHG, se obtiene un valor de “p” inferior a 0.05 pero superior a 0.01 lo que
requerirfa un estudio mas detallado.

268



V. DETERMINACION DE NUCLEOSIDOS MEDIANTE CE-ESI(-)MS

e El estudio se ampli6é haciendo agrupaciones por edad y por sexo para las
muestras de fumadores.

Las muestras se agruparon por edad, fumadores mayores de 30 afios y
fumadores menores de 30 afios (F>30 vs F<30) y en funcién del sexo, fumadores
hombres y fumadores mujeres (F_Hombres vs F_Mujeres).

En la Tabla 5.23 se muestran los valores de significacién al comparar las
muestras de orina de fumadores (agrupadas por edad y por sexo) mediante un
test—F y un test—t de dos colas.

Tabla 5.23. Valores de significacién obtenidos para los test—F y test—t aplicados a las muestras de orina

de fumadores agrupados en funcién de la edad y del sexo.

i test-F 0.05 096 027 0.15 0.50
! F>30 vs F<30 !
; test—t 0.49 0.82 040 1.00 090
 F_Hombrevs  test-¥ 0.0006 043 087 0.02 0.9
. F_Mujer test—t 0.36 0.58 0.97 0.17 075 i

Las conclusiones obtenidas son las mismas. No existen diferencias
significativas en la concentracién de los nucledsidos estudiados cuando se analizan
muestras de orina de donantes sanos fumadores, teniendo en cuenta la edad y el sexo
del fumador.

Por tanto, los resultados obtenidos en este estudio preliminar indican que no
hay evidencias de que, en individuos sanos, el consumo de tabaco sea un factor
adicional en el incremento de los niveles de estos nucledsidos en otrina.

Se puede interpretar que, en individuos sanos, el hibito del consumo de
tabaco no parece modificar la posibilidad de la utilizacién de estos analitos como
marcadores de ciertas enfermedades graves.
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5.6. CONCLUSIONES.

Se ha desarrollado un método basado en CE-MS para la separacién de
aquellos compuestos susceptibles de migrar electroforéticamente en medio basico,
en forma aniénica. En este caso, la deteccién postetior por espectrometria de masas

se realiza por ionizacién por electrospray en modo negativo ESI(-).

En este estudio se ha utilizado un conjunto de 5 analitos entre los que se
incluyen los derivados hidroxilados 8-hidroxiguanosina (SOHG) y 8-hidroxi—2—
deoxiguanosina (8OH2dG), metabolitos asociados a procesos de estrés oxidativo,
junto con nucleésidos como inosina (INN), y otros derivados como 5—-metiluridina
(5mU) y 2’—deoxiguanosina (2dG).

De los resultados obtenidos del segundo método desarrollado se pueden

extraer las siguientes conclusiones.

ESTUDIO DE LLA SEPARACION ELECTROFORETICA.

Los resultados del estudio de la separacion electroforética en capilates de
diferente didmetro interno, 50, 75 y 100 pm, determinaron que 50 um era el didmetro
mas adecuado para la separacion de los analitos en estudio, ya que proporcionaba la

mejor resolucién en un corto tiempo de analisis.

La optimizacion de la separacion electroforética, en medio basico y con este
capilar de diametro interno de 50 pm, implica las siguientes condiciones:

= Medio electroforético de separaciéon (BGE): formiato amoénico—
amoniaco 30 mM, pH 11.0.

= Voltaje aplicado: 30 kV.

= Inyeccién hidrodindmica: 30 segundos a 50 mbar en un medio de
inyeccion 1:10 (v/v) BGE:agua UHQ.

= Deteccion MS:

— Analizador de cuadrupolo sencillo.

— Interfaz de electrospray (ESI), modo negativo; voltaje del
capilar: -3500 V; caudal del liquido adicional: 0.78 pl. min;
presién del gas de nebulizacién: 6 psi, caudal del gas de
nebulizacién: 7 L min! y temperatura del gas de nebulizacion:
350 °C.

— Liquido adicional: agua UHQ:isopropanol 1:1 (v/v).
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DETERMINACION EN MUESTRAS DE ORINA.

La aplicacién a muestras de orina de donantes sanos pone de manifiesto los
bajos niveles de concentracién de los analitos en estudio. El desarrollo de una etapa
previa de tratamiento de muestra se basa en la extraccion en fase solida (SPE) con

sorbentes poliméricos y en la utilizacién de materiales de acceso restringido (RAM).

EXTRACCION EN FASE SOLIDA (SPE) COMO ETAPA PREVIA.

Se describe un procedimiento para la extraccion de estos analitos, en muestras
de orina, basado en la utilizacién de un sorbente polimérico, EN1/+, un copolimero

hidroxilado de poliestireno—divinilbenceno.

El procedimiento propuesto implica un volumen de 5.0 mL de orina diluida
1:1 (v/v) con agua UHQ. La elucién de los analitos se realiz6 con 2.0 mL de una
mezcla MeOH: NH3 90:10 (v/v) que se evapora y se redisuelve en 1.0 mL de 1:10
(v/v) BGE:agua UHQ antes de su inyeccién en el sistema electroforético. En este
caso se redujo el tiempo de inyeccion de 30 a 10 segundos.

Las condiciones optimizadas en este estudio fueron satisfactorias para la
separacion y cuantificacion de algunos de los analitos en estudio, SOHG y 8OH2dG,
aunque no proporciona resultados aceptables para todos los analitos en estudio. Las

recuperaciones obtenidas oscilan entre un 69 y un 93%.

UTILIZACION DE UN MATERIAL DE ACCESO RESTRINGIDO (R L\/) COMO
ETAPA PREVIA.

Se describe un procedimiento para la extraccion de estos analitos, en muestras
de orina, basado en la utilizacién de un material de acceso restringido (RAM),

empaquetado con un copolimero hidrofilico conteniendo N-vinilacetamida y con

un tamano de 10 mm x 4.0 mm.

El procedimiento propuesto implica la utilizacién de un volumen de 500 pL
de otina diluida con agua UHQ en propotcién 1:1 (v/v). La elucién de los analitos
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retenidos en el RAM se realiza con una mezcla ACN:agua UHQ en proporcion
70:30 (v/v), con un caudal de 0.50 mI. min! durante 4 minutos. La fraccion eluida
se evapora y se redisuelve en 250 uL. de BGE 30 mM, dopado con el patrén interno
antes de su inyeccién en CE-ESI(-)MS. La precisién obtenida, expresada como
desviacion estandar relativa, oscila entre 5 y 23%.

ANALISIS DE NUCLEOSIDOS EN ORINA DE FUMADORES Y NO FUMADORES.

La metodologia desatrollada, RAM/CE-ESI(-)MS, se aplicé al estudio de los
analitos de interés en muestras de orina de donantes sanos con hibitos de consumo
de tabaco. El objetivo fue comprobar si existe una diferencia significativa en la
concentracién de estos analitos en muestras de orina de fumadores, frente a la

obtenida para muestras de orina de no fumadores.

Con ello se pretende establecer la posible relacién entre los niveles en orina
de estos nucledsidos modificados y el consumo de tabaco en individuos sanos. Se
seleccionan individuos sanos pata evitar la influencia de posibles enfermedades en
los niveles de estos metabolitos y poder asi establecer el efecto concreto de este
habito.

Para un muestreo de 42 muestras de orina de individuos sanos (21 fumadores,
y 21 no fumadores, equilibrados en cuanto a edad y sexo) se comprueba los bajos
niveles de concentracién a los que se encuentran estos compuestos en todas ellas.
Los resultados obtenidos con el método desarrollado, RAM/ CE-ESI(-)MS, fueron
validados mediante LC—MS/MS.

Los resultados obtenidos indicaron que no habia diferencias significativas en
la concentracién de estos analitos entre muestras de fumadores y no fumadores.
Tampoco se encontraron diferencias significativas en las concentraciones de los
analitos, entre fumadores, dependiendo de la edad y del sexo.

Como conclusion de estos estudios se podtia decir que no existen pruebas
experimentales para considerar que la concentracién de estos nucledsidos en orina
(entre ellos los derivados SOH2dG y 8OHG) sea superior en fumadores que en no
fumadores. Por tanto, en individuos sanos, los nucledsidos estudiados podtian ser
utilizados como marcadores de enfermedades graves independientemente del

consumo de tabaco.
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No hay que olvidar, sin embargo, que el muestreo aqui realizado afecta a
individuos sanos, de edad media—baja, lo que sugiere la realizacién de estudios mas
profundos, ampliando el muestreo a individuos de edad mas avanzada, y a individuos
con una enfermedad diagnosticada, todos ellos en categoria de fumadores y no
fumadores.

Finalmente, es importante resaltar que el objeto de este estudio es mostrar
una posible aplicacién de la metodologia propuesta, como herramienta analitica, sin
ninguna pretension dentro del campo del diagnoéstico clinico, que obviamente queda
fuera de nuestros conocimientos.

273






\VA
ANALISIS METABOLOMICO






VI ANALISIS METABOLOMICO

6.1. OBJETO DEL ESTUDIO.

En el capitulo anterior se ha desarrollado una metodologia basada en
CE-ESI(-)MS para la separacién, deteccion y cuantificacién de algunos nucledsidos
modificados de intetés, entre ellos, los derivados hidroxilados SOHG y 8OH2dG.

Su aplicacién al analisis de muestras de orina de fumadores y no fumadores,
todos ellos individuos sanos, no presenta diferencias significativas en los niveles de
este grupo de compuestos.

Por ello, se decidi6 ampliar el estudio a la busqueda de otros posibles
metabolitos relacionados con el consumo de tabaco que pudieran mostrar

diferencias significativas entre ambos grupos de muestras.

Se plantea realizar un estudio no dirigido para obtener los perfiles metabdlicos
de las muestras de orina. En este capitulo se describen los resultados obtenidos en
el analisis de las mismas muestras de orina pero aplicando una metodologia diferente,
basada en la utilizacion de un analizador de masas de alta resolucion, el analizador

de tiempo de vuelo (TOF) acoplado a un cromatégrafo de liquidos (LC-TOF).

El planteamiento de este estudio se basa en la experiencia adquirida por la
doctoranda durante una estancia de investigacién, desarrollada como parte de su
formacién pre—doctoral, en el Departamento de Quimica Farmacéutica del King’s
College London, bajo la supervisién de la Dra. Cristina Legido Quigley.

Durante el periodo de esta estancia se adquirié experiencia practica en la
aplicacion del analisis metabolémico en el ambito de la toxicologfa clinica, en
colaboracién con la Dra. Lea Ann Dailey, también perteneciente al Departamento
de Quimica Farmacéutica del King’s College London. En esos momentos la linea de
investigacion que segufa la Dra. Dailey y su equipo estaba centrada en el estudio de
la toxicidad provocada por la inhalacién de nanoparticulas de hidrofobicidad
elevadal™.

Los objetivos de este estudio se podtian resumir en dos grandes bloques. En
primer lugar medir el impacto de las diferentes nanoparticulas estudiadas (baja y alta
hidrofobicidad superficial) sobre la toxicidad pulmonar. En segundo lugar la

71 L. A. Dailey, R. Hernandez—Prieto, A. M. Casas—Ferreira, M. C. Jones, Y. Riffo—Vasquez, E. Rodriguez—Gonzalo,
D. Spina, S. A. Jones, N. W. Smith, B. Fotbes, C. Page, C. Legido—Quigley, Nanotoxicology 9 (2015) 106. “Adenosine

ophosphate is elevated in the bronch lavage fluid of mice with acute respiratory toxicity induced by nanoparticles with high
surface hydrophobicity”.
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aplicacién de un andlisis no dirigido para investigar si la exposicion a nanoparticulas
daba lugar a perfiles metabdlicos significativamente diferentes, y mediante el estudio
de los mismos, identificar posibles marcadores relacionados con la exposicion a las
nanoparticulas estudiadas. En este ultimo objetivo se centrd nuestra colaboracion
con el equipo de la Dra. Dailey.

Se aplicaron técnicas de analisis multivariante, tanto de reconocimiento de
pautas no supervisadas (Andlisis de Componentes Principales, PCA), como de
reconocimiento de pautas supervisadas (Analisis Discriminante mediante Regresion
Parcial por Minimos Cuadrados, PLS—D.A y OPLS-D.A).

El estudio se realiz6 con ratones machos albinos a los cuales se les suministrd,
via intratraqueal, soluciones en suspensiéon que contenian las nanoparticulas
estudiadas. Las muestras consistian en 400 uL del liquido procedente del lavado
broncoalveolar (Broncho—alveolar lavage, BAL) que fueron analizadas mediante un
sistema de cromatografia de liquidos en la modalidad de ultra alta resolucién

acoplado a un analizador de tiempo de vuelo (UPLC-QTOF-MS).

En el estudio realizado se encontraron seis metabolitos responsables de la
separacion entre los grupos de nanoparticulas de alta y baja hidrofobicidad. De estos
seis metabolitos no fue posible la identificacién de cinco de ellos. El dltimo,
adenosina monofosfato (adenosine monophosphate, AMP) se confirmé su identidad
mediante inyeccién del compuesto de referencia. Se concluye que, como respuesta a

la administraciéon pulmonar de nanoparticulas se observa una elevada concentracién
de AMP extracelular.

Los resultados de este trabajo se muestran al final de esta memoria.
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6.2. ESTUDIOS PREVIOS. OPTIMIZACION DEL SISTEMA

LC—TOF.

El anilisis metabolémico de las muestras de orina se realizd con un analizador
de tiempo de vuelo, TOF, acoplado a un cromatégrafo de liquidos, LC-TOF. Se
describe, en primer lugar, el estudio de la separacion cromatografica utilizando la
modalidad de fase inversa, con detecciéon por espectrometria de masas en tindem en
un analizador de triple cuadrupolo. Los analitos utilizados en este estudio son los
nucleésidos modificados utilizados en el capitulo anterior, 5mU, 2dG, INN, SOHG
y 8OH2dG, junto con el patrén interno marcado isotépicamente 13Cyo "Ns—AMP.

6.2.1. OPTIMIZACION DE LA SEPARACION CROMATOGRAFICA.

La optimizacién de la separacion cromatografica de los nucledsidos de interés
se llevo a cabo en un sistema HPIL.C, con una columna de fase inversa Cig rellena
con particulas superficialmente porosas (Kinetex Cis Core—Shel/™), acoplado a un
detector de espectrometria de masas en tindem de triple cuadrupolo (QgQ) con una

fuente de ionizacién por electrospray, ESI, trabajando en modo negativo.

La fase movil ensayada fue una mezcla acetonitrilo (ACN) y agua ultrapura
(UHQ). Se probaron proporciones de ACN:agua UHQ entre 10:90 y 0:100 (v/v).
En todos los casos, la separacién cromatografica se realizé en modo isocratico. Una
vez finalizado el analisis se aplicé una etapa de lavado a la columna de 2 minutos de
duracién, con una fase mévil formada por 50:50 (v/v) ACN:agua UHQ, que permitia
la eliminacién de los interferentes de menos polaridad y evitaba una posible

contaminacién entre analisis consecutivos.

Los resultados obtenidos mostraron que la proporciéon 2:98 (v/v) ACN:agua
UHQ permitia obtener una separacion satisfactoria, en menos de 5 minutos. Se
estudi6 también el efecto de la modificacién del pH de la fase movil, acido o basico,
para favorecer la ionizacién de los analitos en la fuente de electrospray (ESI) y
conseguir un aumento de la respuesta analitica en el detector de triple cuadrupolo

©79).
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Se ensayaron dos nuevas fases moviles, basadas en la proporcién indicada
antetiormente 2:98 (v/v) ACN:agua UHQ, una de ellas a pH 3.3, en presencia de
acido férmico 2.5 mM y otra a pH 8.9 por adicién de amoniaco.

En la Figura 6.1 se comparan los resultados obtenidos en el estudio de estas
tres fases moéviles. Como se puede observar, para los derivados hidroxilados SOHG
y 8OH2dG, y el nucledsido INN la sefial analitica, area de pico, es superior o igual,
cuando la fase moévil utilizada posefa una concentracién de 2.5 mM de medio 4cido.
En el caso del nucledsido 2dG vy el patrén interno (13Cio PNs—AMP) las mejores
respuestas analiticas se obtuvieron cuando se usaba la fase mévil de pH basico. A la
vista de los resultados obtenidos, se eligié como fase mévil adecuada para estudios
posteriores una mezcla 2:98 (v/v) ACN:agua UHQ, 2.5 mM HCOOH para la cual
se obtiene una separacion satisfactoria, con tiempos de retencion: 3Cyip "Ns—AMP
(1.0 min), INN (1.8 min), 5mU (2.0 min), SOHG (2.2 min), 2dG (2.3 min), SOH2dG
(3.5 min).

m 2:98 (v/v) ACN:agua UHQ 2:98 (v/v) ACN:agua UHQ, 2.5 mM HCOOH m 2:98 (v/v) ACN:agua UHQ, 2.5 mM NH;
14000
12000
10000

8000

6000
4000
| i A 1l
0 || -
INN 5mU 2dG

13C,15Ns-AMP 8OHG 80H2dG

Sefial analitica

Figura 6.1. Sefal analitica, area de pico, obtenida al inyectar un patrén acuoso de los nucledsidos
estudiados, concentracién de 5.0 pg mL-1, empleando distintas fases méviles.

Con esta fase movil se procedié a optimizar la composiciéon del medio de la
muestra inyectada. La necesidad de este estudio se debe a la etapa previa de limpieza

de la muestra de orina, basada en la utilizacién de un material de acceso restringido
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(RAM). La elucién de los analitos retenidos en el RAM fue previamente optimizada,
consistia en utilizar una mezcla 70:30 (v/v) ACN:agua UHQ. Por lo tanto, se plantea
la posibilidad de inyectar las muestras en este medio directamente para su analisis en
LC-MS o bien llevar a cabo una etapa de evaporacién de las muestras para
redisolverlas en un medio compatible con la separacién cromatografica.
La Figura 6.2 muestra los resultados obtenidos para la inyeccién de muestras patrén,
en concentracién de 5.0 pg mL-!) preparadas en medio acuoso (UHQ) y en medio
acuorganico 70:30 (v/v) ACN:agua UHQ. El volumen de inyeccién utilizado fue de
20 pL.. No se aprecian diferencias significativas respecto a las areas de los analitos
(normalizadas con el patrén interno, ILLLS) ni tampoco respecto a la separacion

cromatografica.

Por tanto, se decidié6 utilizar directamente el medio 70:30 (v/v)
ACN:agua UHQ, ya que con este medio se evitan las etapas de evaporacién y de
redisolucion después del proceso con el material de acceso restringido (RAM).

35
3.0
25
20

15

Sefal normalizada

0 — . —

INN 5mU 8OHG 2dG 80H2dG
W Agua UHQ

70:30 (v/v) ACN:agua UHQ
35
3.0

2.5

20

1.5
1.0
0.5 I

13C)1’Ns-AMP  INN 5mU 8OHG 2dG 80OH2dG

Tiempo de retencion (t,)

Figura 6.2. Sefial normalizada (arriba) y tiempos de retenciéon (abajo) obtenidos al inyectar un patrén
de los nucleésidos estudiados, concentracion de 5.0 ug mI1, en distintos medios, en medio acuoso
UHQ y en medio acuorganico 70:30 (v/v) ACN:agua UHQ.
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Analizador de masas de triple cuadrupolo (QgQ).

En este estudio se ha utilizado un analizador de triple cuadrupolo (QgQ) con
una fuente de ionizacién por electrospray (ESI). Se ensayaron los dos modos de
operacion ESI(+) y ESI(-) con cada una de las fases méviles estudiadas y finalmente,
la deteccion se realizé en modo negativo, ESI(-), por ser la que proporciond los
mejores resultados, al generar un ruido de fondo mucho menor.

Los parametros que afectan a la fuente de ionizacién (ES]) estan en gran parte
ligados a la correcta formacion del spray en la fuente de ionizacion. Se tomaron como
parametros Optimos los establecidos por el fabricante para un flujo de fase movil de
0.5 mL min"!. Los parametros fijados fueron los siguientes: voltaje del capilar de
-4000 V; el flujo y la temperatura del gas de secado (N2) fueron de 12 L min y
350 °C, respectivamente; y por ultimo, la presién de nebulizacién tenfa un valor de

35 psi.

El modo de adquisiciéon de datos fue “seguimiento de reacciones multiples”,
(multiple reaction monitoring, MRM). Ademas de los parametros generales fue necesaria
la optimizaciéon de una serie de factores que dependen de la naturaleza propia de
cada analito. Para la fragmentacion en el triple cuadrupolo se selecciond, para cada
analito, la molécula desprotonada [M—H]- como ion precursor. El equipo optimiza
la energfa a transmitir al ion precursor para su fragmentacion, eligiendo la energia de
colisién (expresada en voltios) adecuada para que la sensibilidad de los distintos
fragmentos sea la mayor posible. El ion de fragmentacién mds abundante se
selecciond como ion producto para la transiciéon de cuantificacion y el resto de
transiciones se utilizaron con fines de confirmacién. La optimizacién fue realizada
mediante inyeccion directa de patrones individuales de cada analito en medio acuoso
(UHQ) en una concentracion de 5.0 ug mL-1. En el Apéndice I se recogen los
espectros de MS/MS, asi como todos los pardametros optimizados, caractetisticos de
cada analito (Tabla I, Apéndice I).
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6.2.2. DETECCION MEDIANTE UN ANALIZADOR DE TIEMPO DE VUELO

En el apartado anterior se describe la optimizaciéon de la separacion
cromatografica, en cuanto a la composicion de la fase movil y el medio de inyeccion
de la muestra. Las condiciones optimizadas seran utilizadas para el anilisis
metabolémico de las muestras de orina, una vez que sea optimizada también la

deteccion en el analizador de tiempo de vuelo.

Debido a la menor sensibilidad que presenta el analizador de tiempo de vuelo
(TOF) en comparacién con un analizador de triple cuadrupolo (QgQ), se estudié la
posibilidad de mejorar la respuesta en este detector TOF mediante la adicién post—
columna de una disolucién alcalina. El objeto de utilizar este medio basico se debe
al modo de deteccion en el que se trabaja, ESI(-). Con la adicién post—columna de
este medio basico se espera facilitar la formacion de especies aniénicas por parte de
los analitos, y por tanto, favorecer su ionizacién en la fuente de electrospray y asi
generar una mayor respuesta en el analizador de tiempo de vuelo (TOF).

La adicién post—columna del medio basico fue realizada mediante una
conexion en forma de T a la salida de la columna cromatografica y antes de la entrada

en la fuente de electrospray.

Se evaluaron dos bases de volatilidad elevada: amoniaco (NH3), pKa 9.3 y
dietilamina (DEA), pKa 10.9. Las dos bases fueron utilizadas en forma diluida
1:1 (v/v) en metanol con respecto al producto comercial (amoniaco, 25% (v/v) y
dietilamina, solucién al 40% en agua). Ambas se inyectaron de forma directa, a través
de la conexién en T, empleando una jeringa de inyeccién impulsada por una bomba
de piston, a distintas velocidades de flujo, 1 L min-! y 10 pLL min-.

Los resultados se muestran en la Figura 6.3. Puede observarse que todos los
compuestos estudiados presentaban un comportamiento parecido, aun variando la
sustancia basica adicionada. La respuesta fue siempre inferior a la respuesta obtenida
cuando se llevaba a cabo la inyeccion de la muestra sin la adicién post—columna de

una base.

283



VI ANALISIS METABOLOMICO

H Sin Base NH;_1.0 pL min™ = NH; 10.0 pL min™! ® DEA_1.0 pL min™! ® DEA_10.0 pL min?
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Figura 6.3. Influencia de la adiciéon post—columna de diferentes bases, amoniaco (NH3) y dietilamina
(DEA), con caudales de 1.0 a 10.0 pL. min-!, sobre la respuesta analitica de los compuestos en estudio
expresada como area de pico cromatogrifico.

En la Figura 6.3 se puede observar cémo la sefial analitica disminuye cuando
se lleva a cabo la adicién post—columna de NHj, y esta disminuciéon es atn mas
drastica cuando el caudal de la base pasa de 1.0 a 10.0 uL min'!. Este comportamiento
puede explicarse como efecto de una dilucién. Cabria esperar el mismo resultado
cuando la base adicionada es DEA, pero en este caso la sefial analitica no seguia el
mismo comportamiento que presentaba con el NHs. En el caso de utilizar DEA la
disminucién de la sefial respecto al patrén sin base post—columna fue ain mas
acusada que cuando se empleaba NHj3 y el efecto de la dilucién no fue observado de

una forma acusada.

Una posible explicacién a este comportamiento puede ser el hecho de que
una alta concentracién de base pueda producir un aumento de la supresion idnica.
La base, como componente mayoritario, serd ionizada preferentemente en la interfaz
lo que ocasionard una menor ionizacién de los analitos de interés.

A la vista de los resultados obtenidos, se concluye que la adicién
post—columna de un medio basico, para favorecer la formacién de iones
(desprotonacién) antes de su llegada a la fuente de ionizacién, no produce una

mejora de la respuesta en el analizador de tiempo de vuelo. En estudios postetiores
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se decidi6 descartar la adicién post—columna de un medio bésico ya que no producia

ninguna mejora de la respuesta analitica en el TOF.

6.3. APLICACION AL ESTUDIO DE METABOLITOS ASOCIADOS AL

CONSUMO DE TABACO.

Para la realizacion del estudio metabolémico se utilizé el equipo LC—TOF con
los parametros optimizados descritos en los apartados anteriores. En este estudio se
mantiene el tratamiento previo de la muestra de orina con el material de acceso
restringido (RAM).

Las muestras empleadas en el estudio metaboléomico fueron las mismas
42 muestras de orina obtenidas de voluntarios sanos, fumadores y no fumadores,
descritas en el capitulo anterior. Sin embargo, debido a que la técnica de analisis
empleada en los estudios antetriores, RAM/CE-ESI(-)MS, requetia condiciones de
inyeccion diferentes a las empleadas mediante LC-TOF, los extractos obtenidos de
la etapa con el RAM no pudieron ser utilizados en ambos sistemas, debido a la

incompatibilidad de los medios de elucién y de separacion.

Por ello, las 42 muestras de orina fueron nuevamente sometidas a una etapa
de limpieza con el RAM, pero en este caso suprimiendo la etapa de evaporacién y
reconstitucion final del extracto; es decir, el volumen obtenido de la eluciéon del
dispositivo RAM se analizé directamente en el equipo LC=TOF.

Finalizado el andlisis de las 42 muestras y obtenidos todos los cromatogramas,
es necesario realizar la calibracién de estos para obtener la masa exacta de todos los
analitos. El compuesto seleccionado para la calibracién fue el acido urico
(CsH4N4O3) puesto que su masa exacta es conocida (m/z 168.021) y es un analito

que sc encuentra presente en todas las muestras.

Con los cromatogramas obtenidos, se realizaron los estudios en las dos
modalidades que se describen a continuacién: (a) analisis de metabolitos
especificos y (b) estudio de la huella metabdlica y su relacién con el consumo de

tabaco.
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(a) Analisis de metabolitos especificos.

En primer lugar se utilizaron las sefiales obtenidas para la identificacion
inequivoca de los nucledsidos estudiados anteriormente. En la Tabla 6.1 se presentan
los resultados de la identificacién de los metabolitos en estudio. Las especificaciones
del equipo determinan una precisiéon en la medida de la masa de 5 ppm de error o
2 mDa.

Tabla 6.1. Identificacién y confirmacién de los nucleésidos estudiados.

Analito Masa Masa Error Error
Exacta Detectada (mDa) (ppm)
INN 267.0734 267.0754 1.9 7.1
5mU 257.0779 257.0768 -1.1 -4.3
2dG 266.0894 266.0904 0.9 3.5
8OHG 298.0793 298.0814 2.1 7.0
8OH2dG 282.0843 282.0840 -0.4 -1.4
13Cy "Ns—AMP 361.0745 361.0751 0.6 1.6

Sefialar que se identifican los analitos estudiados en casi todas las muestras de
orina analizadas (42 en total, fumadores y no fumadores). Sin embargo debido a la
baja concentracién de estos analitos en la mayoria de ellas, y a la baja sensibilidad del
analizador de tiempo de vuelo (TOF), fue posible su deteccién pero no su

cuantificacion.

Aunque no fue posible obtener resultados cuantitativos en este estudio, los
resultados aqui obtenidos, mediante la configuracion RAM/I.C-TOF, del anilisis de
metabolitos prefijados, vuelve a incidir en los resultados que ya se obtuvieron
previamente mediante RAM/CE-ESI(-)MS: en lo que se refiere a los compuestos
en estudio, no se aprecian diferencias entre los dos grupos de voluntarios sanos.

286



VI ANALISIS METABOLOMICO

(b) Aplicacion al estudio de la huella metabdlica relacionado con el consumo

de tabaco.

Después de llevar a cabo la calibracion de las masas exactas, se realizé el

tratamiento de datos con el programa MZwmine.

Para cada muestra se obtuvieron aproximadamente 295 compuestos
identificados con su relaciéon m/z y su tiempo de retencion (t). El tratamiento de

datos se realiz6 siguiendo los pasos descritos a continuacion:

= “Deconvolution”: ayuda a reducir los picos falsos en el caso de que los
cromatogramas no estén delineados.

= “Deisotoped’: se emplea con el fin de eliminar picos detectados como
diferentes pero que en realidad corresponden a diferentes formas
isotépicas del mismo compuesto.

= “Aligned peak”: corrige cualquier desviacion lineal o no lineal en el
tiempo de retencion mediante la creaciéon de un modelo de esta
desviacion. En este paso ya se encuentran superpuestos los picos con
una misma relacién m/z y un mismo t; en un solo cromatograma.

= “Gap filled’: una vez que se tienen los picos cromatograficos se realiza
una busqueda en todas las muestras para la deteccién de aquellos que
no se detectaron en un primer analisis de los datos.

De esta forma se obtiene un atchivo con 3017 candidatos finales que
corresponden a una relaciéon m/z y un t. concretos, y para cada uno de ellos se
obtuvieron 42 valores de area pertenecientes a cada una de las muestras analizadas

(42 voluntarios sanos, de los cuales 21 eran no fumadores y 21 eran fumadores).

Estos datos son exportados al programa SIMCA 13.0.3. (MKS Unmetrics,
Suecia), que permite llevar a cabo un analisis quimiométrico de los resultados. Se
genera una matriz de datos definida como X que contiene N filas (cada una de ellas
pertenece a un individuo concreto) y K variables (cada una de las propiedades que
se miden en todos los individuos). La matriz se muestra en la Tabla 6.2.
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Tabla 6.2. Representacion esquematica de la matriz de datos de las 42 muestras de orina.

| Primaty ID ID 1 2 3 3017
| Second ID m/z 178.044  191.004 181.046 238.974
Second ID t; 4.76076 0.53422  0.54693 1.69231
All identity element
NE_01 119468 35908.5 32902.7 1.55618
(peak atea) :
21 i
NE_ 61422.3 2919.4  6866.15 36.3108
(peak atea) :
i ceee i
1 i
F_01/ 1171910 101853  2696.14 165.992 |
(peak atea) :
F_21/ i
2873.48 9733.4  6943.52 124.494
(peak area) ;

Una vez obtenida la matriz de los datos, generada por el SIMCA, se llevé a
cabo, con el fin de encontrar tendencias inherentes en los datos, un analisis de
componentes principales (PCA) sobre las 42 muestras de orina de fumadores y no
fumadores. Con este andlisis se descubre informacién significativa de grandes
cantidades de sefales multivariantes y permite su representaciéon a partir de un
nimero reducido de componentes. La primera componente sigue la direccién de
maxima variabilidad de los datos y el resto de componentes se forman siguiendo las
pautas citadas anteriormente (Capitulo I, Apartado 1.7). Con las dos primeras
componentes se genera el “scores plo?” y “loadings plo?’. Con este analisis no se obtuvo
ninguna informacién que pudiera ser utilizada, puesto que no se obtuvo separacioén
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entre los dos grupos, fumadores y no fumadores, como queda demostrado en el

diagrama de “scores” de la Figura 6.4.a.

Se prosiguié haciendo distintos subconjuntos de los datos y analizandolos
mediante PCA. Se hizo un primer grupo con todas las muestras de orina
pertenecientes a hombres, en total 22 muestras de hombres fumadores y no
fumadores, Figura 6.4.b, esta agrupacion de muestras se llevé a cabo con el fin de
encontrar separacion entre fumadores y no fumadores. Un segundo grupo, formado
por todas las muestras de orina pertenecientes a mujeres, 20 muestras en total, con
la misma intencién, ver separacién entre fumadoras y no fumadoras, Figura 6.4.c. Y
la ltima agrupacién fue la de fumadores, 21 muestras de orina, en la cual se pretendia
ver si habia alguna separacion por edad (mayores o menores de 30 afios) o pot sexo
(hombre o mujer), Figura 6.4.d.

Los porcentajes de varianza explicada acumulada para los cuatro primeros
componentes principales fueron 44% en el caso del andlisis del conjunto total de las
muestras, (a); 49% en el caso del subconjunto de 22 muestras pertenecientes a
hombres fumadores y no fumadores (b); 58% en el caso del subconjunto de muestras
de orina pertenecientes a mujeres fumadoras y no fumadoras, 20 muestras (c) y 62%
para el subconjunto que agrupa a las 21 muestras de orina de fumadores, tanto

hombres como mujeres (d).

Se asigno la nomenclatura NF a los voluntarios sanos no fumadores y F a los

voluntarios sanos fumadores.
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Figura 6.4. Diagramas de “scores” para los analisis por componentes principales, PCA, para (a) las 42
muestras de orina de fumadores y no fumadores; (b) agrupacién de las 22 muestras de orina que
pertenecfan a hombres, tanto fumadotres como no fumadores; (c) agrupacién de las 20 muestras
pertenecientes a mujetes, fumadoras y no fumadoras; y (d) las 21 muestras de orina de fumadores, tanto

hombres como mujeres.

A la vista de los resultados obtenidos con los andlisis por componentes
principales y los datos de varianza explicada acumulada se concluyé que no es posible
apreciar diferencias significativas entre el perfil metabdlico de fumadores y el de no
fumadores.

Se prosiguié con el analisis de los datos mediante técnicas de reconocimiento
de datos supervisadas. Para ello se generaron modelos mediante PI.S-D.A. Esta
técnica permite la obtencién de graficos en los que los individuos aparecen o no
agrupados en funciéon de su similitud (scores plod) e igualmente con las variables

(loadings plod).
Se siguieron todas las etapas indicadas a continuacién:

= Generacién del modelo.

= Obtencién de los parametros Q? y R2.
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= Validacién del modelo: “Scrambling”.
= Analisis de los resultados:
— Estudio del grafico de “ladings”.
— Comprobacién de picos cromatograficos.
— Integraciéon y normalizacion de las areas con respecto a la
creatinina.
— Anilisis estadistico.
— Busqueda de los posibles metabolitos en la base de datos Human
Metabolome Database, HMDB.

En el modelo PLS—DA se escogié un escalado univariante (uv). En un
principio se utilizaron las 3017 variables obtenidas y las observaciones fueron
divididas en dos clases, fumadores y no fumadores. A la vista de los resultados

y
obtenidos se decidi6 eliminar 4 muestras que, o bien quedaban fuera del modelo, o
bien se incluian en el grupo contrario al que pertenecian. Este nuevo modelo
grup que p
PI.S—DA generado sin las 4 muestras, se denominé modelo M1. Con las dos
g >
primeras componentes se genero el “scores plof” y el “loadings plof” que se muestran en

las Figuras 6.5 y 6.6 respectivamente.

(PLS-DA, UV) [ NF_01 - NF_21
Wroi-r21
! F03
] ® @ruz
] @ NFO2 Fa @ [ J
201
] @ NF_16 F o7
NF_03 F11
10 03 @ NF 18 . 09 g s
| N1 @@nros N0 |F 0@ F@r2 @Fol
’ r @ FR%4
1 Neis @RS @ [P0 9
. Q@ - @
] &Y\ 20 %1 Qg @ros
1 NFQ -
220 NF?(}SNF.B 15) “‘M&l
| NF12 @ 7 NF.06
-30 4
-40 T T T T . T . . . . i i : -
-40 -30 -20 -10 0 10 20 30

Figura 6.5. Grafico “scores plof’ del modelo PLS-DA (M1), donde se representan los grupos de
fumadores (color azul) y no fumadores (color verde).
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Figura 6.6. Gréfico “loadings plo?’ del modelo PLS—D.A (M1), donde se representan los 3017 metabolitos
encontrados de las 38 muestras de orinas. En color verde se representa cada una de estas variables y en
color azul se representa el centro de masas de cada uno de los grupos: no fumadores (izquierda) y
fumadores (derecha).

Se procedi6 a generar un nuevo modelo, basado en OPLS-D.A, con escalado
univariante (uv). Con este nuevo modelo se pretendia encontrar algin metabolito
diferente, a los ya localizados en el modelo PLS—-DA (M1), que permitiese la
diferenciacioén entre el grupo de los fumadores y de los no fumadores. Con este
modelo OPLS-D.A (M2) se obtuvo una separacién mas efectiva entre los dos grupos
estudiados, que con el modelo PLS—D.4 (M1), debido a que presenta la ventaja de
que concentra en la primera componente la separacion entre clases, por lo que
permite una interpretacién mas clara. Con las dos primeras componentes se generd
el “scores plof” 'y el “loadings plof> que se muestran en las Figuras 6.7 y 6.8
respectivamente.

292



VI ANALISIS METABOLOMICO

(OPLS-DA, UV) I NF_01 - NF_21
Wroi-F21
A
40 ]
1 NF_16
NF_03 .. -
1 NF_10
20 NF_18 ' -
] NEQHo
ol NF_07 ‘Msw
] NF-0f ‘ NF_20
,20: NE. 08 NF_13
] N?_lz.‘. NF 05
0] NF.06  NF.11
-60 : : ; : =
-30 -20 -10 0 10 20

Figura 6.7. Grafico “scores plof’ del modelo OPLS-DA (M2), donde se representan los grupos de
fumadores (color azul) y no fumadores (color verde).
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Figura 6.8. Grafico “loadings plof* del modelo OPLS-DA (M2), donde se representan los 3017
metabolitos encontrados de las 38 muestras de orina. En color verde se representa cada una de estas
variables y en color azul se representa el centro de masas de cada uno de los grupos: no fumadores
(izquierda) y fumadores (derecha).

A la vista de los resultados obtenidos con el modelaje PL.S—D.A y OPLS-DA
para las 38 muestras de orina, se decidié generar nuevos modelos con todas las
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combinaciones posibles, teniendo en cuenta variables como el género, edad y la
condicién de fumador o no fumador. Los resultados se resumen en la Tabla 6.3 y en

su obtencién se siguieron todas las etapas indicadas anteriormente.

Tabla 6.3. Modelos generados a partir de la matriz de datos (38 voluntarios). Se evaluaron todas las
combinaciones posibles teniendo en cuenta las siguientes variables: habito de consumo, fumador (F),
no fumador (NF) y género, hombre (H), mujer (M).

: “Loadings”

' Modelo Parametros

: ID m/z te
. PLS-DA Q=069 171 19495 058
; M1 R2= 0.989 atdo 1325 197.06  0.54
i FvsNF

g OPLS-DA  Q=0701 ., 2110 176.94  0.50
g M2 R2= 0.992 atdo 2151 22506  0.57
H 2=

§ PLS-DA Q=069 g Ly 2807 15808 052
i F_Huvs M3 R2=0.995

: NF_H 2=

i OPLS-DA Q= 0342 N valido

i R2=0.995

H 2=

: PLS-DA Q= 0178 No valido

i F_Muvs R2=(.746

I

: NF_M 2= ().

i - OPLS-DA Q=054 ) valido

g R2=0.998

H 2—

: PLS-DA Q= 0116 No valido

© F_Hvs R2=0.635

I

i FM 2= _

P orLsna L0 o valido

g R2=0.707

H 2=

C B Hvs o pa QL= 0121 ) valido

: NF_H vs R2=0.276

I

i F_Mvs QZZ 0.136 .

ONEM OPLS-DA R 0,314 No valido

De estos modelos generados, solo uno pudo ser validado, hombres fumadores
(H_F) frente a hombres no fumadores (H_NF), en total 19 muestras de orina
(3 muestras de orina tuvieron que ser eliminadas debido a que quedaban fuera del
modelo). El modelo validado PL.S—D.A (M3) tenia un escalado univariante (uv), en

el cual se observd una separacion entre los dos grupos estudiados. Con las dos
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primeras componentes se generd el “scores plo?” y el “loadings plof’ que se muestran en

las Figuras 6.9 y 6.10 respectivamente.

(PLS-DA, UV)
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Figura 6.9. Grafico “scores plo?’ del modelo PLS—DA (M3), donde se representan los dos grupos,
hombres fumadores (color azul) y hombres no fumadores (color verde).
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Figura 6.10. Grafico “ladings plo?> del modelo PLS-DA (M3), donde se representan los 3017
metabolitos encontrados de las 19 muestras de hombres fumadores y no fumadores. En color verde se
representa cada una de estas variables y en color azul se representa el centro de masas de cada uno de

los grupos: no fumadores (izquierda) y fumadores (derecha).
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Una vez obtenidos los graficos el siguiente paso fue llevar a cabo la valoracién
de los parametros de R?, varianza total explicada por el modelo, y 2, capacidad
predictiva del modelo, ya que estos parametros informan de la calidad del modelo.

Los valores se calculan por validacion cruzada y se presentan en la Tabla 6.4.

Como ya se sefial6 anteriormente, el ultimo paso en la validacién de un
modelo es el proceso de “scrambling’, con el cual se comprueba que el modelo
obtenido no se debe al azar. De este proceso se obtienen graficas como la que se

muestra a continuacion para el modelo M3, Figura 6.11.

@ r2
(PLS-DA) : Validacion del modelo HQ

04 T T T T T T T T T T =
0 01 0,2 03 04 0,5 0,6 0,7 08 09 1

100 permutaciones 3 componentes

Figura 6.11. Gréfica resultado del proceso de “serambling’ para el modelo M3. En la parte superior
derecha (el punto verde y el azul), se muestran los valores de R2 y Q2 del modelo original (en este caso
del modelo M3) y desde ahi hacia la parte izquierda los valores de R?2 y Q? de los modelos generados
tras las permutaciones. En el recuadro de color azul oscuro se presentan los valores de R2y Q2 una vez
realizadas las 100 permutaciones (valores de R? y Q2 en su corte con el ¢je Y).
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Tabla 6.4. Parametros de los modelos PLS—-D.A (M1 y M3) y OPLS-D.A (M2).

Modelo Caracteristicas Valores Estandar
i R*= 0.989 .
i i Q2?2 0.5 [Bueno] ;
Pardmetros | Q*= 0.699 Q22 0.9 [Excelente] |
i M1 E R-Q2<02-03 |
: i R2-Q?2=10.29 Q :
; Fvs NF !
Pardmetros R2=0.967 R2>1
E ”Mmmb/ing” i QZZ 0.227 Q2 9 0
i PLS-DA ;
: R?=0.995
: Q%= 0.5 [Bueno]
NE Pardmetros | Q*= 0.696 Q? 2 0.9 [Excelente]
R2-QQ2<0.2-0.3
: F_Hvs i R%-Q?=0.299
i NF_H S
: Pardmetros | R?=0.984 R2>1
“scrambling” Q2= 0.225 Q>0
' L OR?=0.992 '
M2 ! Q2 2 0.5 [Bueno]
OPLS-DA F vs NF Parametros Q2=0.701 Q2> 0.9 [Excelente]
L R2Q2= 0.291 R-Q? < 0.2-0.3

A la vista de los resultados obtenidos se puede concluir que los tres modelos
son validos. Los valores de R? y Q2 obtenidos en los modelos cumplen los requisitos
establecidos, estin dentro de los margenes del estindar y al realizar las
100 permutaciones los valores son menores a los iniciales y cumplen con las

condiciones establecidas.
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Una vez realizada la validaciéon del modelo se procedié al analisis de los

resultados.

Para ambos modelos PLLS—D.A, M1 y M3, y para el modelo OPL.S-D.A, M2,
los graficos de “scores” muestran la diferenciacién entre grupos; los modelos M1 y
M2 entre no fumadores y fumadores, y el modelo M3 entre hombres no fumadores

y hombres fumadores.

En los graficos de “ladings” para los modelos M1 y M3 (Figuras 6.6 y 6.10)
los puntos azules que aparecen en los extremos del grafico representan el centro de
masas de cada uno de los grupos, y en color verde aparecen los datos de la matriz X.
Cada uno de estos puntos representa una relacion m/z y un tiempo de retencion (t).
Se puede observar como en los graficos se concentra una masa de puntos verdes en
el centro y al dirigirnos a los extremos, van apareciendo puntos aislados alejados del
resto. Estos puntos son los que permiten diferenciar ambos grupos. Esto es, en el
caso del modelo PLS-D.4 (M1) los puntos que se encuentran a la derecha del grafico
corresponden a los valotes m/z que presentan un mayor peso en las muestras de
fumadores. En el caso del modelo PLS—D.A (M3), los puntos de la derecha del
grafico corresponden a los de mayor peso en las muestras de hombres fumadores.
Estos puntos son los que se resaltan en la ampliacién enmarcada con recuadro azul,
Figuras 6.6 y 6.10. Se va a llevar a cabo la identificacién de estos puntos (m/z y t.)
ya que son posibles metabolitos urinarios relacionados con el consumo de tabaco.

Una vez que se han seleccionado los posibles candidatos a metabolitos
asociados al consumo de tabaco, recogidos en la Tabla 6.5, se procede a comprobar
que son picos cromatograficos reales, puesto que puede ocurrir que las variables

representen zonas de ruido muy alto que no forman un pico como tal.

En este caso, para el modelo M1, sélo dos de las variables indicadas en la
Tabla 6.5 eran picos cromatograficos, los de ID 171 e ID 1325. Esto mismo ocurria
con el modelo M2, solo siendo vilidas las variables con ID 2110 e ID 2151. Mientras
que para el modelo M3 solamente se encontrd una variable nueva (algunas variables
estaban ya incluidas en el modelo M1), con ID 2807.
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Tabla 6.5. Identificacién de las variables de los posibles candidatos a metabolitos urinarios relacionados
con el consumo de tabaco que se obtienen de los graficos de “Madings” de los modelos PL.S—D.A, M1y
M3y el modelo OPLS-D.A, M2.

"Modelo  m™ m/z t (min) |
1007 137.009 0.5723
2136 164.930 2.6564
399 178.089 4.4449
. 2575 178.878 0.6604
| M1 1025 178.881 0.6692
| (PLS-DA, 2112 178.881 0.6608
F vs NF) 2122 180.878 0.6532
' 568 181.055 1.7947
171 194.950 0.5803
1325 197.061 0.5382
2968 197.076 0.5398
1325 197.047 0.5382
2575 178.878 0.6604
2122 180.878 0.6533
1025 178.881 0.6692
399 178.089 4.4449
. 568 181.055 1.7947
| M2 171 194.950 0.5803
| (OPLS-DA, 2968 197.076 0.5398
Fvs NF) 2110 176.935 0.5060
1007 137.009 0.5723
2112 178.881 0.6608
2151 225.056 0.5723
2136 164.930 2.6564
758 197.062 0.5426
2282 174.965 2.0483
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Tabla 6.5 (Continuacién). Identificaciéon de las vatiables de los posibles candidatos a metabolitos

urinarios relacionados con el consumo de tabaco que se obtienen de los graficos de “/adings” de los
modelos PLS—D.A4, M1y M3 y el modelo OPLS-D.A, M2.

Modelo ID m/z t; (min)
1007 137.009 0.5723

2807 158.077 0.5164

2136 164.930 2.6564

2296 164.931 3.1688

1012 174.956 1.2534

M3 904 174.958 2.9930
| (PLS-DA, 2282 174.965 2.0483
H_F vs 399 178.089 4.4449
H_NE) 2575 178.878 0.6604
1025 178.881 0.6692
2112 178.881 0.6608
2122 180.878 0.6533
171 194.950 0.5803
2887 245.002 2.2913

Se procedi6 a la identificacién de estas variables para posteriormente poder

llevar a cabo un analisis estadistico.

Para la identificacion de los candidatos, se recurrié a la base de datos Human
Metabolome Database, HMDB, la cual contiene 41.993 metabolitos.

Se introdujeron las relaciones m/z teniendo en cuenta que estos analitos se
han ionizado mediante ES51(-). En un principio los analitos se buscaron con un error
de 0.01 Da con respecto a la masa del compuesto identificado como posible
matrcador de diferencias entre ambos grupos, fumadores y no fumadores. La
busqueda se hacfa sin especificar aducto, como aducto desconocido, pero para

acotarla y hacerla un poco mas facil también se buscé el aducto [M-H].
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En caso de que con el error de 0.01 Da no se encontrasen resultados, posibles
aductos [M-H], lo que se hizo fue ampliar el error hasta 0.02 y 0.03 Da, deteniéndose

en el momento en el que se encontrase algun aducto desprotonado que pudiera

ajustarse a nuestra busqueda. Los resultados obtenidos para la identificacién mas

probable de dichos metabolitos se muestran en la Tabla 6.6.

Tabla 6.6. Datos obtenidos de la identificacién de las variables ID 171, con m/z 194.950; ID 1325,
con m/z 197.061; ID 2110, con m/z 176.935; ID 2151, con m/z 225.056 ¢ ID 2807, con m/z

158.077.

i Busqueda en HMDB E

t ID m/z & Error N° Aductos N° Aductos
(Da) desconocidos [M-H]
0.01 12 Sin resultados

171 194.950 0.5803 0.02 22 Sin resultados
0.03 33 Sin resultados

; 0.01 77 5

i 1325 197.061 0.5382

: 0.02 194 14
0.01 8 Sin resultados

2110 176.935 0.5060 0.02 12 Sin resultados
0.03 24 Sin resultados
0.01 134 4

2151 225.056 0.5723 0.02 222 9

i 0.03 304 15

i 2807 158.077 0.5164 0.01 33 14
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Como se observa en la Tabla 6.6 para el ID 171 y el ID 2110 no fue posible
encontrar ningin aducto [M-H], aun con un error de 0.03 Da, por lo que para estos
dos compuestos, hasta el momento, no hay aductos conocidos con la misma m/z de
estos posibles metabolitos diferenciadores entre fumadores y no fumadores. En
cambio, para el resto de compuesto si.

Para el ID 1325, con un error de 0.01 Da, se encontraron 5 posibles aductos
[M-H]; de esos 5 aductos, ningiin compuesto era susceptible de ionizarse en modo
ESI(-) por lo que se volvio a realizar la busqueda ampliando el error a 0.02 Da. Al
aumentar el error también aumentaron los posibles aductos [M-H] hasta un numero
de 14. De los resultados obtenidos, el unico aducto que podtia estar relacionado con
el consumo de tabaco era 3-hidroxi—4—metoximandelato (HMDB 29170). Este
compuesto tiene una masa molecular monoisotépica de 198.053, por lo que una
ionizacién en modo negativo para generar el ion [M—H]- se corresponderia con el
valor de m/z detectado. La base de datos HMDB lo describia de la siguiente manera,
“dcido orgdnico nrinario ntilizado para la deteccion de enfermedades metabilicas hereditarias”. Sin
embargo, si bien es un metabolito asociado a la excrecidén urinaria, no presenta
relacién directa con el estudio que se lleva a cabo en este trabajo.

Para el ID 2151 se llevo a cabo la busqueda con un error inicial de 0.01 Da.
De esta busqueda se encontraron 4 aductos [M-H], pero ninguno de esos 4
compuestos estaba relacionado con el consumo de tabaco, ni tampoco con fluidos
biolégicos, por lo que se ampli6 la busqueda aumentando el error a 0.02 Da. En esta
nueva busqueda se obtuvieron 9 posibles candidatos, pero ocurria lo mismo, por lo
que se ampli6 el error a 0.03 Da. En este caso se encontraron 15 aductos posibles
con m/z 225.056, de los cuales, solo uno de ellos, el 4cido 4-hidroxi—(3,4—
dihidroxilfenil) valerico, segiin la base de datos, HMDB estaba asociado a fluidos
biologicos, “e/ dcido 4—hidroxi—(3,4—dibidroxilfenil) valerico es un metabolito polifenol detectado
en fluidos bioldgicos”. Este compuesto podtia ser un posible diferenciador entre ambos
grupos, fumadores y no fumadores, pero para ello se requeritian estudios mas

especificos, los cuales se escapan a nuestra drea de conocimiento.

Por ultimo, para el compuesto identificado como ID 2807, la bisqueda en la
base de datos HMDB con un error de 0.01 Da, daba como resultado 14 posibles
compuestos para esa relacion m/z 158.077. De todos ellos, el segundo compuesto
que aparecia en la busqueda, 2—metilbutirilglicina, era el Gnico asociado a la excrecién
urinaria, pero tampoco estaba asociado al consumo de tabaco, aunque segun la
descripcion que aparecia en la HMDB se encontraba asociado a procesos de

oxidacién de los acidos grasos, que pueden estar asociados a procesos de estrés
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oxidativo provocado por la composicion del humo de tabaco. Segun la HMDB
“2—metilbutirilglicina es una acil glicina. Las acil glicinas son normalmente metabolitos menores de
los dcidos grasos. Sin embargo, su excrecion se incrementa en varios errores congénitos del
metabolismo. En cierfos casos, la medicion de estos metabolitos en los fluidos corporales se puede
utilizar para diagnosticar trastornos asociados con la  beta—oxidacion de dcidos  grasos
mitocondriales. También se ha encontrado en la orina de pacientes con deficiencia de propionil—Co.A
carboxilasa después de consumir isolencina. Su concentracion es elevada en la orina de pacientes con
aciduria glutdrica Il y en encefalopatia etilmalinica”. Por lo que serfa muy interesante
ampliar el estudio sobre este compuesto, haciendo andlisis dirigidos y mas

especificos.

Por tanto, en ninguno de los casos, los candidatos encontrados pueden ser
relacionados con una estructura quimica de un nucleésido modificado, del tipo de
los analitos estudiados en este trabajo. Tampoco pudieron ser relacionados de forma

directa con el consumo de tabaco.

Se procedio a su integracion manual en los cromatogramas de las muestras de
orina analizadas. Los valores obtenidos fueron normalizados con respecto a la
concentracion de creatinina, determinada para cada muestra de orina, como se indica
(Capitulo III, Apartado 3.4.1). En este caso, como no se realizé un calibrado, no
pueden darse valores de concentracion, inicamente se determinaron las areas de pico

para establecer la existencia de diferencias significativas.

Las 4reas normalizadas frente a la concentracion de creatinina, valor
caracteristico de cada muestra (Figura 6.12), fueron sometidas a un analisis
estadistico con el fin de comprobar la posible existencia de diferencias significativas
entre ambos grupos. Para ello se realizé un test—t para muestras independientes
obteniéndose, para los candidatos correspondientes a las variables ID 171 e
ID 2807, un valor de p =0.04. Para los metabolitos correspondientes a las variables
ID 2110 e ID 2151 se obtuvo un valor de p= 0.02 en ambos casos. Por dltimo,
para el metabolito con variable ID 1325 se obtuvo un valor de p= 0.03.
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Figura 6.12. Representacién de los valores obtenidos de la integracién de los picos en unidades
arbitrarias (UA) divididos por los pmol de creatinina obtenidos para cada muestra. En color azul oscuro
se representan los valores obtenidos para los voluntatios fumadores y los hombres sanos fumadores y
en color azul claro estin representados los valores obtenidos para los voluntarios no fumadores y para

los hombtes sanos no fumadores.

Cabe resaltar que el metabolito identificado como ID 171 no sigue el
comportamiento del resto de los compuestos. En vez de aumentar su concentracién
en las muestras de fumadores disminuye, por lo que se podria decir que es un

compuesto que es inhibido por el consumo de tabaco.
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Resaltar que para los cinco metabolitos considerados se obtuvieron valores de
p inferiores a 0.05, lo que conduce a la conclusién de que es posible rechazar la
hipétesis nula con los datos experimentales obtenidos, o lo que es lo mismo,
consideran que las poblaciones de las que se han obtenido los resultados (no
fumadores y fumadores) no son estadisticamente iguales para estos posibles

metabolitos urinarios.

Sin embargo, se obtiene un valor de p superior a 0.01, por lo que, dependiendo
del criterio empleado para el nivel de significacién también se podria llegar a la
conclusiéon de que no existen diferencias significativas siendo necesarios analisis
dirigidos que permitiesen obtener resultados mas concluyentes.

A la vista de los resultados obtenidos del analisis no dirigido de muestras de
orina de fumadores habituales y no fumadores, por el cual se realizaba una
comparacioén de los perfiles metabdlicos de ambos grupos se concluye que existen
cinco posibles compuestos, 1D 171, ID 1325, ID 2110, ID 2151 e ID 2807, que
podtian diferenciar a los individuos segtin su condicién de fumador o no.

Ninguno de ellos pudo ser identificado de forma concluyente en la base de
datos consultada y tampoco pudieron ser relacionados de forma directa con el habito
de consumo de tabaco.

Por tanto, el estudio no dirigido de la huella metabdlica de fumadores y no
fumadores presenta diferencias con significado estadistico (<0.05) pero no en cuanto

a los nucledsidos modificados, objeto de estudio en esta Tesis Doctoral.

Queda fuera de esta investigacion el estudio de la posible relacién entre el
consumo de tabaco y la presencia de otro tipo de metabolitos relacionados con
enfermedades hereditarias.
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6.4. CONCLUSIONES.

El analisis de las muestras de orina de fumadores y no fumadores se completd
con un estudio mediante la metodologia LC—TOF que permitié la identificacion de
los analitos por determinacion de su masa exacta. En este estudio se mantiene la
etapa de tratamiento de muestra con el material de acceso restringido, RAM, descrita
anteriormente, pero se optimizaron los parametros que afectan a la separacién
cromatografica en la modalidad de fase inversa.

Se realiz6 un primer analisis de metabolitos diana que permitié confirmar, por
masa exacta, la identidad de los 5 nucledsidos en estudio en las muestras de orina.
La menor sensibilidad del TOF hizo imposible su cuantificacién en la mayoria de las
muestras, debido a la baja concentracién en que se encuentran en la orina, tanto de

fumadores como de no fumadores.

El segundo anlisis realizado fue un analisis no dirigido de la huella metabdlica
(metabolic fingerprinting) orientado a la busqueda de posibles diferencias significativas
en los perfiles metabolicos de las muestras de fumadores y no fumadores. A partir
del estudio de estos perfiles se podrian identificar otros posibles metabolitos
asociados al consumo de tabaco, tesponsables de las diferencias entre ambos grupos

de muestras.

Se generaron modelos con todas las combinaciones posibles teniendo en
cuenta variables como sexo, edad y condicién de fumador y no fumador. Solo fueron
validos aquellos que enfrentaban las muestras de fumadores y las de no fumadores,

sin diferenciar en cuanto a sexo o edad.

A partir de estos resultados se llegd a la conclusion de que existian diferencias
significativas en el perfil metabdlico de fumadores y no fumadores. Sin embargo,
ninguno de los metabolitos responsables de estas diferencias pudo ser relacionado
con el consumo de tabaco en la busqueda llevada a cabo en la base de datos de
Human Metabolome Database (HMDB).

Se obtienen, nuevamente, unos resultados similares a los obtenidos en el
capitulo anterior, que indican que no existe evidencia experimental de que, en
individuos sanos, el consumo de tabaco sea un factor adicional en el incremento de
los niveles de estos nucledsidos en otina. Conviene resaltar, otra vez, que este
muestreo estd limitado a una poblacién de edad media—baja y se requeriria la
ampliaciéon a fumadores y no fumadores de edad mas avanzada, para poder dar una

interpretacién adecuada.
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Finalmente, resaltar que este estudio no tiene ninguna pretension dentro del
campo toxicologico ni del diagnéstico clinico. Sélo se pretende mostrar un campo
de aplicacién donde los nuevos desarrollos en metodologias analiticas pueden ser de

gran interés.
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El trabajo descrito en esta memoria consiste en el desarrollo de nuevas
metodologias basadas en electroforesis capilar acoplada a espectrometria de masas
para la separacion, identificacién y cuantificacién de un conjunto de nucledsidos,
nucleobases y algunos de sus derivados metilados e hidroxilados, en muestras de
orina. El trabajo se completa con un estudio no dirigido, para la busqueda e

identificacion de posibles metabolitos asociados al consumo de tabaco.

En los capitulos correspondientes se han descrito las conclusiones
particulares de cada uno de estos estudios. Aqui se resumen las conclusiones
generales mas relevantes.

DETERMINACION MEDIANTE CE—ESI-MS.

1. Se han puesto a punto dos nuevos métodos de analisis basados en
electroforesis capilar acoplada a espectrometria de masas (CE-MS) para la
determinacién de nucledsidos excretados en orina. En ambos métodos se
utiliza la modalidad de electroforesis capilar zonal (CZE) bien en medio acido,
para la separacién de compuestos susceptibles de generar especies catidnicas,

o en medio alcalino, para la separacién de especies anidnicas.

2. La deteccién mediante espectrometria de masas se realiza en un analizador de
cuadrupolo sencillo, con una fuente de ionizacién de electrospray de tipo
coaxial, funcionando en modo positivo, ESI(+), o negativo, ESI(-),
dependiendo de las posibilidades de ionizacién de los compuestos en estudio.

APLICACION AL ANALISIS DE MUESTRAS DE ORINA.

3. Laaplicacién a muestras de orina de individuos sanos pone de manifiesto los
distintos niveles de concentracién en que esta presente cada analito, de forma
natural, en la orina de un mismo individuo, y ademas, la gran variabilidad en
que se encuentra un mismo compuesto entre individuos.
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4. Para los analitos que se encuentran a niveles de concentracién altos (7TmGua,

DETE

DE
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ImA y A) se propone un método de cuantificacién mediante calibrado en
orina sintética, como alternativa al método de adicién estandar. Los resultados
obtenidos fueron confirmados mediante LC—M.S/M.S.

Para los analitos que se encuentran a niveles de concentracién medios y bajos
(como Gua, ImGua, 9ImGua, Cyt, 7mG y G en medio acido, y los derivados
hidroxilados en medio alcalino) se han desarrollado etapas de tratamiento de
muestra basadas en extraccion en fase solida (SPE), con sorbentes de tipo
polimérico, y en la utilizacién de materiales de acceso restringido (RAM), de
forma que se facilita la deteccién y cuantificacion de los analitos a la vez que
se preserva el equipo instrumental.

RMINACION DE NUCLEOSIDOS MODIFICADOS EN MUESTRAS DE ORINA

MADORES Y NO FUMADORES.

La metodologia RAM/CE-ESI(-)MS, desatrollada para la determinacién de
especies anidnicas, como los derivados hidroxilados SOHG y 8OH2dG, ha
sido aplicada al estudio de estos compuestos en muestras de orina de donantes
sanos fumadores y no fumadores, con objeto de comprobar si existe alguna

diferencia significativa en la concentracién de estos analitos entre ambos
grupos.

El muestreo se realizé a partir de 42 muestras de orina de voluntarios sanos,
21 fumadores y 21 no fumadores, equilibradas en cuanto a sexo y edad.

Los resultados experimentales obtenidos, validados mediante LC-MS/MS,
indican que, para el grupo de compuestos analizados no existen diferencias

significativas entre las muestras de orina de fumadores y no fumadores.
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APLICACION AL ESTUDIO DE METABOLITOS ASOCIADOS AL CONSUMO DE

TABACO.

9. Las muestras de orina de fumadores y no fumadores fueron analizadas con
un analizador de tiempo de vuelo acoplado a un cromatégrafo de liquidos
(LC=TOF) utilizando el material RAM como etapa de limpieza previa.

10. El analisis de metabolitos diana (metabolite target analysis) aplicado a los
derivados hidroxilados SOHG y 8SOH2dG, junto a 5mU, 2dG e INN permitio
confirmar, por masa exacta, la identidad de los 5 compuestos estudiados. Sin
embargo, la menor sensibilidad del TOF dificulta su cuantificaciéon en la
mayoria de las muestras debido a la baja concentracién en que se encuentran
estos compuestos de forma natural, tanto en orina de fumadores como de no
fumadores.

11. El estudio no dirigido de la huella metabdlica (wetabolic fingerprinting) de estas
muestras de orina, de fumadores y no fumadores, concluye que ambas
poblaciones no muestran diferencias significativas en cuanto a estos
compuestos endoégenos. Tampoco es posible su discriminaciéon en base a
compuestos derivados de la ruta metabdlica de la nicotina.

De forma global, se puede concluir que las metodologias desarrolladas en este
trabajo, basadas en el acoplamiento de electroforesis capilar con espectrometria de
masas, CE-ESI-MS, son rapidas y robustas, resultando apropiadas para la
determinacién de estos nucledsidos y nucleobases modificados en muestras de orina.

En su aplicacién al analisis de orina de fumadores y no fumadores, los
resultados experimentales aqui descritos no muestran evidencias de que, en
individuos sanos, el consumo de tabaco sea un factor adicional en el aumento de los
niveles de estos nucledsidos hidroxilados en orina, con respecto a los valores de
referencia en individuos sanos no fumadores. Sin embargo, no hay que olvidar que
el muestreo es limitado y que, por tanto, puede considerarse como un estudio
preliminar.
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Finalmente, es importante resaltar que el objeto de estos estudios es mostrar
un posible campo de aplicacién de las metodologfas propuestas, como herramientas
de analisis, sin ninguna pretensién dentro del campo del diagnéstico clinico, que

obviamente queda fuera de nuestros conocimientos.
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This work describes the development of a fast and reliable method based on capillary zone electrophare-
sis coupled with electrospray ionization-mass spectrometry (CZE-ESI-MS) for the determination of
modified nucleosides in untreated human urine. The target compounds were guanine, 1-methyl-
guanine, 7-methyl-guanine, 9-methyl-guanine, adenosine, 1-methyl-adenosine, cytidine, guanosine,
7-methyl-guanosine. As internal standards, ribose-2-"*C-adenosine and 8-'*C-guanine were used. The
CZE separation was carried out in acidic medium (pH 2.5). MS detection with asingle quadrupole, with ESI
operating in positive-ion mode, was optimized. For the analysis of urine samples, owing to the endoge-
nous character of these analytes different quantification strategies were explored. The standard additions
method, matrix-matched calibration in synthetic urine and calibration in pure aqueous medium were
compared in order to evaluate the endogenous levels of these compounds in human urine. The results
obtained showed that calibration in synthetic urine as a surrogate matrix was an appropriate alternative
to the method of standard additions for the accurate quantitation of compounds such as guanine, 1-
methyl-guanine, 7-methyl-guanine. adenosine, 1-methyl-adenosine and cytidine by CE-ESI-MS5 directly
in the urine matrix; values in the range 0.1 pg/mL for cytidine and 6.4 pg/mL for 7mGua, as the lowestand
the highest level, were found in untreated urine from healthy volunteers. These results were confirmed
by LC-M5/MS detection. It can be concluded that the electrophoretic (ZE-ESI-MS methodology offers a
valid and reliable alternative for the determination of urinary nucleosides at naturally occurring levels
in healthy individuals.

Keywords;
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Surrogate matrix
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© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

The detection and quantification of certain endogenous metabo-
lites such as free and modified nucleosides present in biological
fluids (urine, blood and saliva) have aroused considerable interest
in recent years owing to their usefulness as non-invasive diag-
nostic and/or follow-up methods for certain pathologies (tumoral
processes, degenerative diseases. ..) and, in general, as a contribu-
tion to knowledge of the metabolic response of living organisms to
physiopathological stimuli.

Free and modified nucleosides are degradation products of
nucleic acids that are naturally present in human urine. This is due
to a fundamental metabolic process called metabolic re-exchange
of ribonucleic acid (RNA), during which the action of hydrolytic
enzymes such as ribonucleases and phosphatases release normal

* Corresponding author. Tel.: +34 923 204 483; fax: +34 023 204 433
E-muail address: ergiusal.es (E. Rodriguez-Gonzalo).

1570-0232/8 - see front matter © 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
-/ {dx.doi.org/10.1016/j jchromb.2013.10.022

and modified nucleosides during RNA regeneration, mainly transfer
RNA (tRNA). Unmeodified nucleosides undergo re-use and degra-
dation, becoming transformed into uric acid (in the case of the
analytes guanosine and adenosine), into B-alanine (in the case of
cytidine and uridine) and -aminoisobutyrate [1.2]. By contrast,
modified nucleosides cannot be re-used or undergo later degra-
dation, such that they circulate freely through the blood stream
until they are eliminated in the urine. This natural metabolic pro-
cess is enhanced in the presence of phenomena associated with cell
ageing, carcinogenesis and neurodegeneration, and also with other
diseases that course with strong metabolic disorders.

Modified nucleosides excreted in urine have been studied to
examine their biomedical significance as possible biomarkers for
cancer and other diseases (rheumatoid arthritis, encephalomyopa-
thy, Alzheimer's and AIDS). It has also been suggested that the
quantification of urinary levels of modified nucleosides might be
useful for premature cancer diagnosis However, these biomarkers
lack sufficient specificity for their use as single diagnostic tests since
descriptions have been made of alterations of the urinary levels of
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modified nucleosides in cases of benign diseases and indulgence
in certain life-style habits such as smoking, excessive sports activi-
ties, fatigue, stress, exposure to toxic compounds. . .). Accordingly,
a highly active field of current research is devoted to assessing the
possibility of using modified nucleosides to distinguish between
cancer and other diseases. It is therefore important to stress that
the clinical use of modified nucleosides and nucleobases is comple-
mentary to already known diagnostic methods. Another possible
use of interest for these biomarkers is the follow-up of patients
being treated for cancer, for monitoring the response to therapy,
and in post-operative recurrences. If a marker or group of markers
is available for a given type of cancer, it is much easier to check
treatment efficacy by following the evolution of these compounds
instead of repeating other much more costly tests.

Differentanalytical techniques have beenreported for the deter-
mination of nucleosides, immunoassay [3-5] and, mainly, liquid
chromatography with spectrophotometric [6-13] or MS detection
[14,15] being the most widely employed. Application of capillary
electrophoresis for the separation of modified nucleosides has also
been reported [16-21] but in most cases the methods are based
on MEKC procedures, which involve the use of surfactants in the
separation medium. This hinders the application of MS detection
coupled with CE.

Capillaryelectrophoresis (CE)is highly suitable for application in
the analysis of biological samples since it is a technigue that is com-
patible with aqueous media and is appropriate for the separation
of highly polar analytes, both ionic and ionizable. These character-
istics are seen in most of the metabolites found in biological fluids
such as urine.

Capillary Electrophoresis offers a good alternative to chro-
matographic methods for the analysis of hydrophilic compounds.
Capillary zone electrophoresis (CZE) has the advantage of separat-
ing charged analytes whereas reversed-phase LC separates analytes
according to their interaction with the hydrophobic stationary
phase. As a result, polar charged species are often not well sepa-
rated by reversed-phase LC. Especially in these cases, CErepresents
avalid alternative to consider.

Other attractive features of CE are its general applicability to a
broad range of analytes (from ions and small molecules to macro-
molecules), excellent separation efficiency, high speed of analysis,
high versatility in terms of separation modes and, additionally,
reduced sample and solvent consumption. Additionally, CE-MS
coupling has the advantages inherent to capillary electrophoresis
as a high-efficacy separation technique with the ability to identify
compounds by mass spectrometric detection.

The aim of this work is to develop a fast and efficient ana-
lytical methodology based on CE-MS that permits quantitative
assessment of the urinary levels of these compounds in untreated
samples, and thus the method may be easily applied in clinical
analysis for preventive uses or for follow-up in therapies.

The interest in urinary modified nucleosides as biomarkers for
malignant diseases and, especially, their possible use for prema-
ture cancer diagnosis, has created the need for reliable analytical
methods to quantify these compounds in human urine accurately.

Quantitative determination of modified nucleosides in urine is
complicated by the endogenous presence of these analytes [22].
Another issue associated with quantitative bioanalytical meth-
ods based on MS detection is the so-called matrix effect, i.e., an
alteration in the response due to the presence of coeluting com-
pounds that may increase or reduce ionization of the analyte
(ion enhancement/suppression) in the mass spectrometer source.
Matrix-dependent signal suppression or enhancement represents
a major drawback in quantitative bioanalysis based on MS detec-
tion. This issue has been widely discussed in the literature [23-27]
related to LC-MS since this technique is currently one of the main
approaches used for the quantitative analysis of small molecules
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in biological samples. However, the literature addressing this issue
when CE-MS is applied is still scarce.

Several strategies have been suggested to minimize the inter-
ferences of matrix components that are not fully resolved such as
the use of effective sample pre-treatment steps to reduce the pres-
ence of interfering compounds in the final extract or the use of an
another ionization source. Alternatively, an appropriate calibration
technique must be used to compensate for the signal alterations.
The standard additions method represents the most-effective way
to compensate for the adverse influence of the matrix [28]. Cali-
bration with external matrix-matched standards is often proposed
if analyte-free matrices are available. Another approach to com-
pensate for matrix effects is based on the use of an adequate
internal standard (structural analogue or isotopically labeled inter-
nal standard ILIS) [29]. It is generally believed that the use of an
ILIS corrects for any matrix effects, but data reported in literature
indicate that this issue needs proper attention [30.31].

Here we evaluated synthetic urine as a surrogate matrix for the
accurate quantitation of these compounds by CE-ESI-MS. since
no analyte-free samples of the authentic matrix are available.
The standard additions method was used to evaluate the urinary
levels of these naturally occurring compounds in healthy vol-
unteers. Moreover, a comparison between the results obtained
with CE-ESI-MS and another different method using LC-MS/MS in
hydrophilic interaction chromatography mode coupled to a triple
quadrupole detector is described. The results demonstrated that
the new electrophoretic methodology constitutes a valid and reli-
able alternative for the accurate guantitative determination of
the urinary levels of modified nucleosides in healthy individu-
als.

2. Material and methods
2.1. Chemicals

The analytical standards corresponding to guanine (Gua), CAS
RN [73-40D-5]; 7-methyl-guanine (7mGua), CAS RN [578-76-7]; 1-
methyl-guanine (1mGua), CAS RN [938-85-2]; 9-methyl-guanine
(9mGua), CAS RN [5502-78-3]; 1-methyl-adenosine (1mA), CAS
RN [15763-06-1]; cyridine (Cyt), CAS RN [65-46-3]; guanosine
(G), CAS RN [118-00-3]; adenosine (A), CAS RN [58-61-7]; 7-
methyl-guanosine (7mG), CAS RN [20244-83-4] were obtained from
Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany). Isotopically Labeled Internal
Standards (ILISs), 8-'2C-guanine (?C-Gua) 98% and ribose-2-13¢-
adenosine (1*C-A) 99%, were purchased from Cambridge Isotope
Laboratories, Inc. (Massachusetts, USA).

Formic acid (»98%) and acetic acid (>98%) were from Fluka
(Steinheim, Germany). Acetonitrile (ACN) and Methanol (MeOH)
were of HPLC grade (Merck, Darmstadt, Germany). Ammonium
formate (>98%) was from Riedel-de Hien (Hannover, Germany).
Ammonia (solution at 25%) and 2-propanol were obtained from
Scharlau (Barcelona, Spain). Ultra-high quality (UHQ) water was
obtained with a Wasserlab water purification system (Nodin,
Spain). All other chemicals were of analytical grade.

2.2, Instrumentation

All experiments were carried out with a Hewlett-Packard
HP*" CE instrument (Agilent Technologies, Waldbron, Germany)
equipped with a UV-visible DAD device working at 260 nm with a
bandwidth of 16 nm. MSwas performed using an Agilent LC/MSD SL
mass spectrometer (Agilent Technologies) equipped with a single
quadrupole analyzer. Both the UV-visible DAD detector and the
MS device were controlled by Agilent HP ChemStation software,
version B.02.01 5R1.
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Fused-silica capillaries (75 wm i.d., 375 pm o.d.) from Polymi-
cro Technologies (Phoenix, AZ, USA), supplied by Composite Metal
Services Ltd (West Yorkshire, UK), were used throughout the work.
For CE-MS analysis, fused-silica capillaries (75 pm ID) with a total
length of 87.5 and 20 cm to the UV detector were used: for CE-DAD
analysis, the total capillary length was 58.5cm and the effective
length was 50 cm.

CE separation buffers and injection samples were placed
in 1700-pL disposable amber glass vials with pre-perforated
polyurethane caps (Agilent, Waldbroon, Germany).

2.3. CZE separation conditions

The running buffer (background electrolyte, BGE) was an aque-
ous solution of 100mM formic acid—-ammonium formate (pH 2.5).
Injections were made at the anodic end, using a pressure of 50 mbar
for 8s. Electrophoretic separation was achieved with a voltage
of 25kV (normal polarity mode, detector at the cathodic end).
with an initial ramp of 7s. The temperature of the capillary was
kept constant at 25 =C. Before its first use, the capillary was con-
ditioned by flushing with the BGE for 10min at 4 bar. This was
also implemented as a daily start-up procedure. After each run,
the capillary was rinsed at 4bar for 1min with fresh running
buffer.

2.4. ESI-MS conditions

MS was performed using an Agilent LC/MSD SL mass spec-
trometer equipped with a single quadrupole analyzer. An Agilent
coaxial sheath-liquid sprayer was used for CZE-ESI-MS coupling
(Agilent Technologies). The sheath liquid consisted of 1:1 (v/v) iso-
propancl:UHQ water (7.5 mM acetic acid) and was delivered at a
flow rate of 0.78 p.L/min by an Agilent 1100 series pump, equipped
with a 1:100 flow-splitter. The electrospray ESI voltage was set at
+3500V. Other ESI parameters under optimum conditions were:
nebulizing gas pressure, 10 psi; drying-gas flow rate, 7 Limin: dry-
ing gas temperature, 150 °C. The optimized fragmentor voltage was
100V for all analytes.

The mass spectrometer was operated in the positive-ion mode
(ESI+). Analyte quantification was carried out under the selected
ion monitoring (SIM) acquisition mode using protonated molecules
[M+H]". A narrow isolation width of 1u and dwell times of 52 ms
were selected.

2.5. Preparation of standard solutions and quantitation

The initial stock standard solutions for the Gua (250 pg/mL),
7mGua, TmGua, 9ImGua, 1 mA, Cyt, G, A, 7TmG (500 jLg/mL) were
prepared in acidified UHQ water (HCl 0.1 M). Two isotopically
labeled internal standards (ILISs) were used: ribose-2-"*C-
adenosine (13C-A,) for free and modified nucleosides (A, TmA, Cyt,
G, 7mG), and 8-'3C-guanine ('*C-Gua) for the nucleobases (Gua,
1mGua, 7mGua, 9mGua); they were prepared in acidified UHQ
water at 300 j.g/mL. These stock solutions were stored at 4°C in
brown glass bottles.

Analyte quantification was carried out under SIM acquisition
mode using protonated molecules, [M+H]*. The quantitative vari-
able used was the ratio between the peak area generated by the
ion of each analyte, expressed in arbitrary units, and the peak area
generated by the ILIS.

The values of the limits of quantification (LOQ), calculated from
a signal to noise ratio of 10, between 0.10 pug/mL for Cyt, G and
9mGua and 0.36 pg/mL for 1mA were obtained.

2.6. Urine samples

Human urine samples from healthy volunteers {numbered from
H1 to H5) were used to implement the method. Urine sam-
ples were collected in 250mL brown glass bottles and frozen
immediately until analysis. Before use, the urine samples were
thawed at room temperature and filtered through 0.22 pm filters.
A 1500-p.L aliquot of natural urine was collected, adding 25 pL
of a standard solution (300 pg/mL) of *C-Gua and '*C-A, and
then injected in the CE-MS instrument without any further treat-
ment.

The urinary levels of the nucleosides were related to the urinary
creatinine concentration whichis a standard way to express the uri-
nary levels of endogenous metabolites. This is justified because the
excretion of creatinine is fairly constant over a longer time inter-
wval and allows randomly collected urine to be used instead of 24h
urine samples [32].

All urinary analyte concentrations were normalized against
creatinine and expressed as nmol analyte/pmol creatinine. Uri-
nary creatinine levels [23] were determined by a modified Jaffé
method, based on the reaction between creatinine and picric
acid, using photometric detection. The data on creatinine con-
centrations in the urine samples from the healthy volunteers
were 0.99, 0.51, 0.52, 1.09, 0.74 in mg/mL. respectively for H1 to
H5.

Mormalization of the concentration values with respect to the
creatinine content of the urine samples was accomplished using
the following expression:

Cuithout_norm(Hg/mML)

Corear(mg/mL) = My, ..

Chiorm  (nmolf molere:, ) = Py (-

where Cyorm is the normalized concentration expressed in units
of nmol/pumol of creatinine; Cuithout Morm /ML) is the non-
normalized concentration obtained with the standard additions
method, Mwcreatinine and Mwanalyte represent the molecular
weight of creatinine and the analyte, respectively, and Cereat, (in
mg/mL) is the creatinine concentration, characteristic of each indi-
vidual (Muwcrear, 113.12 g/mol).

3. Results and discussion
3.1. Optimization of (ZE separation in acid medium

Owing to the scarce bibliography referring to the electrophoretic
separation of these analytes in capillary zone electrophoresis (CZE)
the electrophoretic behavior of nucleosides and nucleobases in
different separation media - acid and basic medium - was first
explored with a view to examining the possibilities offered by CZE
in the separation of the analytes studied. To accomplish this, we
used a UV diode-array detector (DAD) coupled with the CZE sys-
tem.

The target compounds were guanine, 1-methyl-guanine,
7-methyl-guanine, 9-methyl-guanine; adenosine, 1-methyl-
adenosine, cytidine, guanosine, 7-methyl-guanosine. As internal
standards two isotopically 'C labeled compounds, ribose-2-13C-
adenosine and 8-'°C-guanine, were used. Their structures are
shown in Fig. 1.

It was observed that by using acidic medium as running buffer
(100mM formic acid, pH 2.5) these analytes were susceptible to
becoming protonated and hence to migrating electrophoretically,
which allows their separation with CZE.

In order to find the most suitable conditions, we performed a
detailed study of the variables affecting the electrophoretic sepa-
ration -the voltage applied and the composition of the separation
medium (the presence of organic solvents, the concentration of the
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Fig. 1. Chemical structures of the compounds considered in this study.

background electrolyte)—and those affecting sample introduction
(injection mode, medium and time of injection). For the opti-
mization studies, we used an aqueous mixture of nucleosides and
nucleobases at a concentration of 10 pg/mL.

First, electrophoretic separation was carried out by applying a
constant voltage of 20 kV, which involves an excessively long time
of analysis (>30min). To reduce this we applied one voltage step
(from 20 to 30kV at 15min), or two steps, from 20 to 25kV at
12min, and from 25 to 30kV at 15 min. This latter action reduced

322

the time of analysis to 22 min, such that it was selected for later
use.

In order to transfer the (ZE-UV DAD method to a (ZE-MS appli-
cation, special attention must be given to compatibility with MS
requirements. For example, the concentration of the background
electrolyte (BGE) used for electrophoretic separation should be
optimized to keep the current intensity below 50 pA. The concen-
trations of the electrophoretic medium assayed were 50, 100, 150,
250 and 500 mM. According to the results on current intensity, it
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was concluded that 100mM was the optimum concentration for
the background electrolyte (BGE).

Tocheckto effect of an organic solvent in the separation medium
we used methanol as a solvent at proportions between 2% and
30% (v/v). We decided to work in the absence of organic medium
because in the presence of methanol no appreciable improvements
in sensitivity were observed and, by contrast, an increase in the
migration times was noted.

Sample injection into the capillary electrophoresis system can
be performed using two injection modes: hydrodynamic and elec-
trokinetic. The hydrodynamic injection mode was implemented
by applying a positive pressure of 50mbar over injection times

25

ranging from 4 to 12s. The results indicated that injection times
between 5 and 8s afforded suitable sensitivity and selectivity;
these could not be improved with longer injection times. For the
electrokinetic injection mode, injection voltages between 1 and
15 kV were studied, with different injection times: 5, 15 and 25s.
In all the experiments performed we obtained electropherograms
with much less sensitive peaks than those obtained with hydro-
dynamicinjection from samples of the same concentration. We also
observed thatthe use of injection times longer than 5 s led to a note-
worthy deformation of the electrophoretic peaks and a clear loss of
resolution. In light of these results, we decided to use the hydro-
dynamic injection mode, applying a pressure of 50 mbar over 8 s.
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Fig. 2. Totalion electropherogram (TIE) and extracted ion electropherograms ( XIE) for a mixture of nucleosides and nucleobases under optimal conditions. The figure includes
the isotopically labeled compounds used as internal standards; '*C-Gua and C-A_The ions monitored were [M+H]* for all the analytes.
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Slopes (ua vs pg/mL)

BmGua

Gua TmGua  1mGua

TmA Cyt G A TmG

Fig. 3. Values of the slopes obtained by the standard additions method for each analyte in urine samples from healthy volunteers (H1-H5 urine samples).

3.2, CE-MS optimization

Here we used CE-MS with a coaxial electrospray interface (ESI)
withsheath liquid, which together with the separation buffer closes
the electriccircuit. The nature and flow rate of the sheath liquid and
the nebulizing gas pressure are decisive parameters ina CE-ESI-MS
system since they govern the stability of the electric current, affect
sensitivity since they determine the dilution of the sample, and
favor the ionization process.

We studied the composition of the sheath liquid using
water-ethanol and water-isopropanol mixtures at proportions of
1:1and 1:2(v/v)inthe presence of 7.5 mM acetic acid or formicacid.
The best results were obtained using a 1:1 (v/v) water-isopropanol
mixture with 7.5 mM acetic acid.

We also optimized the cone voltage to study the possible frag-
mentation of the compounds analyzed: the cone voltage was varied
between 40 and 150V, and no fragmentation was observed for any
of the analytes, but we observed greater sensitivity in the response
when the cone potential applied was 100V.

Fig. 2 shows the total ion electropherograms (TIE) and the
extracted ion electropherograms (XIE) obtained by monitoring pro-
tonated molecular ions [M+H]* when working under the optimum
conditions. It should be noted that the electrophoretic method
developed here allowed the separation and differentiation between
the 1TmGua, 7mGua and 9mGua isomers, which possess identical
molecular weights.

3.3. Application of the method to urine analysis

The difficulty involved in analyzing the endogenous metabo-
lites studied here is related to the following aspects: (i) the
different concentration levels at which these analytes are natu-
rally present in the urine of the same individual, (ii) the marked
variability shown by each analyte between different individu-
als and (iii) the lack of analyte-free samples of the authentic
matrix.

In order to examine the response of naturally present uri-
nary nucleosides, we analyzed urine samples from healthy
volunteers. The collection and storage of the samples were car-
ried out following the procedure reported in the experimental
part.
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3.4. Quantification by the standard additions method

To quantify these analytes it must be borne in mind that they
are endogenous compounds and are naturally present in urine.
Accordingly, it is not possible to find a natural matrix for use as
a blank-matrix to prepare the calibration standards. In light of this,
the standard additions method was used to evaluate the natural
presence of these analytes.

The standard additions method is used when there is a pos-
sibility of a matrix effect occurring: that is, when an increase
or decrease occurs in the signal due to the presence of other
components. This effect is particularly important in the case of
MS detection with electrospray ionization (ESI) since it has been
demonstrated that this source of ionization is subject to matrix-
dependent signal suppression or enhancement due to the presence
of other compounds that coelute with the analytes of inter-
est.

Quantification by standard addition was performed by spiking
the urine samples, previously thawed and filtered, at three concen-
tration levels: 0.5, 1.0 and 2.0 pg/mL. Additionally, the isotopically
labeled internal standards (ILIs) were added to each aliguot at a
concentration of 5 pug/mL. Thus, four aliquots per sample were
obtained (the unspiked sample and three spiked aliquots) which
were analyzed by CE-MS following the procedure described in Sec-
tion 2.6.

Fig. 3 shows the slopes obtained with the standard additions
method for each analyte in each of the five urine samples from the
healthy volunteers; these slopes were obtained by linear regression
of the straight line for the three additions made. Fig. 4 shows the
electropherograms obtained for an unspiked urine sample directly
injected into the CE-MS system. The naturally low level of 9mGua
in healthy people can be appreciated (Fig. 4) while the signals for
G and 7mG are hardly distinguishable.

The individual concentration values (in p.g/mL) obtained with
the standard additions method in the urine samples from the
five healthy volunteers (H1-H5) are shown in Fig. 5. Note
should taken of the great variability in the urinary level of
the analytes of each sample from the same individual together
with the variability between individuals. Thus, compounds such
as 7mGua, 1TmA and A were found at high concentrations
(1-6.4 pgfmL), whereas Gua, 1mGua, 9mGua, Cyt, G and 7mG
were at low-intermediate levels (<1 pg/mL). For some of these
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latter analytes, such as 9mGua, G and 7mG, it would be appro-
priate to develop a preconcentration procedure since their natural
levels were not adequate for accurate quantification in the
all five samples of untreated urine. This can also be seen in
Fig. 4.

In order to compare the levels of these compounds with other

values reported for healthy people. normalization was performed
with respect to the creatinine content (Table 1) as indicated in the
experimental part (Section 2.6). The normalized values, expressed
in nmol/pmol creatinine (Table 2) are in agreement with the values
reported in the literature [ 18] for some of the compounds analyzed
in healthy people.

Fig.4. Total ion electropherogram (TIE)and extracted ion electropherograms (XIE) for a urine sample directly injected in the CE-MS system. The figure includes the isotopically
labeled compounds used as internal standards: '*C-Gua and '*C-A. The ions monitored were [M+H]* for all the analytes,

3.5. Comparison of the results obtained with CE-MS and LC-QgqQ

The electrophoretic CE-MS method was validated by compar-
ing the urinary concentrations found in healthy individual with
the results obtained by liquid chromatography with tandem mass
spectrometry LC-MS/MS [34]. In this case, chromatographic sepa-
ration was applied after a pre-treatment with a restricted-access
material (RAM) of the urine sample prior to the injection in the
LC-MS/MS system. However, for electrophoretic analysis untreated
urine samples were used.

The LC-MS/MS [34] system employed was based on a station-
ary phase of hydrophilic interactions of the “zwitterionic” type
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Table 1

Concentration levels of urinary nucleosides for healthy volunteers (H1-H5 urine samples) normalized against creatinine.

Analyte H1 {0.99) (nmol/ H2 {0.51)* (nmol/ H3 (0.52)* (nmol/ H4 (1097 (nmol/ H5 (0.74F (nmol/
WMOlrestinine ) HMOlcreatinane ) WMOLereatinine) W0l cresirine ) LMOLreirine )

Cua 0.28+0.00 044018 1544014 0.14+0.03 0.35+0.04
TmGua 2364023 361+£016 1.96+0.05 2164014 595063
1mGua 012002 0.26+£0.05 0.22+0.04 011001 0.24 £0.06
amGua Nd® Nd Nd Nd 0.03 +0.04
1mA 1.57+033 0.94+0.05 0724006 125011 205+0.25
Cyt 010+ 004 0.15+0.01 0.11+003 0.04:001 0.21+0.08
() Nd Nd 0.06+0.02 009+001 019+0.17
A 1.51+027 0.52+0.01 0.80+0.06 0.80+0.04 1.14£0.15
TmG 0.11+002 Nd Nd 0.07 001 0,18 £0.05
# In brackets, creatinine value for each urine sample (in mg/mL).
b Not detected.
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Fig. 5. Concentration levels (pg/mL) of urinary nudeosides and nucleobases from
five healthy (H1-H5. urine samples) determined directly in the
urine matrix by the standard additions method.

(ZIC-HILIC) coupled to a mass spectrometer with a triple
quadrupole detector (QqQ) and an electrospray ionization source.
This method was validated previously for the quantification of
several nucleosides and nucleobases in urine according to the
Guideline on Validation of Bioanalytical Methods [35].

Validation was performed for three human urine samples (H2,
H4 and H5 samples) and for several of the modified nucleosides
and nucleobases studied: 7mGua, 1mA, A. All experiments were
carried out simultaneously with the CE-ESI-MS and LC-MS/MS
setups. Fig. 6 shows the results obtained with both methods. These
results were compared, applying a two-tailed t test inwhich a prob-
ability of p>0.05 was obtained in all cases. Accordingly, it may be
concluded that the results obtained with both methods were not
significantly different.

Table 2

Comparison of levels of nucleosides excreted in urine reported in literature for
healthy subjects with those obtained in the present work. Concentrations expressed
in nmol/ maol creatinine.

Analyte Literature data for Nucleoside levels
healthy subjects? for healthy subjects
(this work)
A 0.18-470 0.52-1.51
Cyt 001-0.78 0.04-0.21
G 0.01-1070 0,06-0.19
TmA 202-2.90 0.72-2.05

2 Data from Ref. [18].
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surrogate matrices

The standard additions method affords good results and. addi-
tionally, is an efficient approach to the common problem of matrix
effects. However, it has the disadvantage of being laborious since
the sample analyzed requires its own calibration plot after measur-
ing the response for a series of standard additions. As an alternative,
it was decided to assess the possibilities of quantification via the
use of the external standard method.

Owing to the lack of analyte-free urine samples to prepare
the calibration standards, for a reliable quantitation of endoge-
nous compounds two approaches were attempted: calibration of
an authentic analyte in a surrogate matrix and calibration of a sur-
rogate analyte in the authentic matrix. Here we describe the first
approach using pure water and synthetic urine as surrogate matri-
ces for simultaneous quantitation of these endogenous compounds
in human urine.

Calibration standards were prepared in pure water (UHQ) and
in synthetic urine. The synthetic urine was prepared following the
procedure described by van de Merbel [22], adding creatinine at a
concentration of 1 g/L.In both cases, the calibration graphs revealed
linear behavior within the range studied, 0.5-2 pg/mL.

Table 3 compares the mean value of slopes obtained in the
authentic matrix by the standard additions method (H1-H5 urine
samples, individual slopes shown in Fig. 3) with the slopes obtained
by calibration in aqueous medium and by calibration in synthetic
urine. For a good interpretation of the results, we applied a two-
tailed t test to compare the mean slope values obtained in the
authentic matrix by standard additions and the respective slopes
obtained under the same experimental conditions but analyzing
the standards in ultrapure water (UHQ) and in synthetic urine. On
using UHQ water as the calibration matrix, the probability values
(p)obtained were lower than 0.05 for some of the analytes studied.
whereas in the case of calibration in synthetic urine it was observed
that for all of the analytes the p value was greater than 0.05 indicat-
ing that there is no significant difference between the two slopes.
Thus, surrogate matrix calibration in synthetic urine is proposed as
an appropriate alternative to the method of standard additions.

These results can be explained bearing in mind that synthetic
urine is prepared by trying to imitate the natural urine especially
in regard to its salts content. Therefore the effect on the analyti-
cal signal obtained in the ESI-MS detector (signal suppression or
enhancement) is expected to be similar to that undergone by the
analytes in real urine.

Finally, in order to check the validity of using calibration in syn-
thetic urine as an alternative to the standard additions method
we compared the results obtained on analyzing a urine sample
with both methods (Table 4) for the analytes showing interme-
diate or high concentration levels the results obtained with both
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Fig. 6. Comparison of the results obtained by CE-MS and LC-MS/MS (nmol/ wmol creatinine) for urine samples from healthy volunteers,
Table 3

Comparison of the slopes (expressed in arb, units vs, concentration in pg/ml) obtained in natural urine (H1-H5 samples) by the standard additions method and the slopes

obtained by calibration in aqueous medium and in synthetic urine.

-

Analyte Slope Peasymah” Pt ag
Standard addition method® (Calibration in synthetic urine Calibration in aqueous medium
Gua 038+002 032+003 0344001 006 0.05
7mGua 034002 0324+002 0.40+0.01 1.00 0.02
1mGua 032+003 026+003 03300 0.09 0.62
1mA 089009 065+0.09 0.99+ 003 0.05 0.17
Cyt 0.12x002 0.13+0.02 015+001 058 010
A 0.08+002 0,07 001 0.06+0.01 047 0.22

3 Mean value of the five individual slope values obtained in urine samples H1 to H5 (shown in Fig. 2).

b Srandard additions vs, Calibration in synthetic urine,
¢ Standard additions vs, Calibration in aquecus medium,

Table 4

Results for individual nucleosides and nucleocbases in a sample of natural urine from
ahealthy volunteer analyzed with the standard additions method and via calibration
in synthetic urine.

Analyte Standard addition Prediction by P
method (pg/mL) calibration in

synthetic urine

(pg/mL)
Gua 0.14+ 002 0.10+0.08 0.46
7mGua 1.83+0.10 134+027 0.06
1mGua 0,15+ 005 011009 0.55
1mA 1.68+0.18 157+0.12 044
Cyt 0.10+ 005 0.12+009 076
A 0,88+ 006 0.69+0.10 0.07

methods did not differ significantly (p>0.05). For those analytes
present at low concentrations — 9mGua, G and 7mG - the need
for a preconcentration step was confirmed since direct determina-
tion was difficult to perform. This enrichment step is now under
development.

4. Concluding remarks

This paper describes the development of a rapid and
robust methodology based on (ZE-ESI-MS for the separation
and determination of the urinary levels of a selected group
of modified nucleosides and nucleobases (guanine, 1-methyl-
guanine, 7-methyl-guanine, 9-methyl-guanine; adenosine, 1-
methyl-adenosine, cytidine, guanosine and 7-methyl-guanosine).

The optimized method was applied to the separation of these
endogenous compounds in human urine samples. Quantification
of these endogenous compounds directly in the urine matrix was
accomplished by applying the method of standard additions in
order to evaluate the natural presence of these compounds in
healthy volunteers. The results show the different urinary levels
of these compounds for the same individual together with the

variability between individuals. A comparison between the urinary
levels of the compounds analyzed by CZE-ESI-MS and LC-MS/MS
was performed, revealing that the new electrophoretic method-
ology constitutes a valid and reliable alternative to other existing
methods such as liguid chromatography.

Here we evaluated the use of synthetic urine as a surrogate
matrix for the accurate quantitation of these compounds as com-
pared with the standard additions method. The good agreement in
slopes suggests that both methods were comparable. Thus, the use
of synthetic urine as a surrogate matrix for calibration is proposed
as an appropriate alternative to the standard additions method
for accurate quantification of these endogenous compounds by
(ZE-ESI-MS directly in the untreated urine from healthy people.
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Asample treatment step based on solid-phase extraction (SPE) with polymeric sorbents has been devel-
oped for the simultaneous isolation and preconcentration of nucleosides and nucleobases from urine
prior to analyses by CE-ESI-MS. In most reported methods nucleosides are isolated from urine by SPE in
affinity mode, using an immobilized phenylboronic acid group, which specifically binds cis-diols. How-
ever, this is not applicable to non-cis-diol compounds. Here, different types of polymeric sorbents were
evaluated for the simultaneous extraction of nucleosides and nucleobases from urine. The best results
were obtained with Isolute ENV+, a hydroxylated styrene-divylbenzene polymer, whose retention capac-
ity can be attributed mainly to hydrophobic interactions, and thus it can be applied to a broad range of
compounds, regardless of whether they present or not to the cis-diol group in their structure. Other
parameters such as the elution solvent and sample volume were optimized. We also studied the influ-
ence of the addition of isotopically labeled internal standards (IL1Ss) before or after the extraction step.
The detection limits achieved were in the 0.04-0.17 g/mL range for a sample size of 2.0 mL and relative
standard deviations were 4-22%. The whole method developed, SPE prior to CE-ESI-MS, was applied
to human urine samples from healthy volunteers. We conclude that SPE with polymeric sorbents prior
to the electrophoretic CE-ESI-MS methodology constitutes a fast, valid and reliable approach for the

simultaneously extraction of urinary nucleosides and nucleobases.

© 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.

1. Introduction

Modified nucleosides excreted in human urine are related to
RNA turnover, a process thatis increased in the presence of a tumor
and other metabolic diserders. These nucleosides have been stud-
ied to examine their biomedical significance as possible biomarkers
for cancer and other diseases.

Although these biomarkers lack sufficient specificity for use as
single diagnostic tests, their clinical interest lies in their poten-
tial usefulness as previous complementary diagnostic methods
and also to check the efficiency of treatment in patients under-
going treatment for cancer and in the follow-up of post-operative
relapses. If a marker or group of markers is available for a given
type of cancer, it is much easier to check the efficacy of the treat-
ment by following the evolution of these compounds instead of
repeating far more costly tests such as computerized tomography,
and gammagraphy. Hence the importance of having available rapid

* Corresponding author. Tel.: +34 923294483; fax: +34 923 294 483,
E-mail address: erg@usal.es (E Rodriguez-Gonzalo).

0731-7085/% - see front matter © 2013 Elsevier B.V. All rights reserved.
http:{/dx.doi.org/ 10.1016/j.jpba.2013.10.001

and reliable analytical methods that can be used as routine tools
for the determination of urinary levels of nucleosides in clinical
laboratories.

During the last decade, many analytical methods for measur-
ing and monitoring nucleosides in biological fluids have been
reported, liquid chromatography with spectrophotometric[1-9] or
MS detection | 10-14] being the analytical technique most widely
employed. Application of capillary electrophoresis for the deter-
mination of urinary nucleosides has also been reported; micellar
electrokinetic capillary chromatography (MEKC), which involves
the use of surfactants, is the mode usually applied [15-21]. How-
ever, this hinders MS detection. The application of other CE modes
is still scarce.

Capillary zone electrophoresis coupled with electrospray
ionization-mass spectrometry (CE-ESI-MS) has been previously
assayed [22] for the determination of modified nucleosides in
untreated human urine from healthy people. It has proved to be an
appropriate approach for these compounds due to their hydrophilic
character and also to the attractive features of CE-MS, since it com-
bines the high separation capacity of CE with the good selectivity
and high-power identification of mass spectrometry. Nevertheless,
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CE-MS currently presents a limited concentration sensitivity that
may prevent its use in the analysis of compounds at trace levels.
This is why the development and application of preconcentration
techniques prior to CE-MS may be of special importance in fields
were the quantification of compounds in a broad range of concen-
tration levels is required. The need for efficient sample preparation
is often a critical point in the total analysis. It may involve ana-
lyte isolation, trace enrichment and further cleanup to remove
matrix interferents. These steps often take up most of the total
analysis time, contributing strongly to the total cost of analysis
and greatly influencing the reliability and accuracy of the analy-
sis.

In literature, the technigues most frequently employed for the
extraction of modified nucleosides from urine have been based on
the use of an affinity interaction sorbent Affi-gel 601 [23-27]; this
is a polymeric sorbent composed of polyacrylamide with immobi-
lized groups of phenylboronic acid, which binds selectively to the
cis-diol groups of the glucoside group. These bonds are only formed
in nucleosides that have cis-diol groups at positions C-2 and C-3 of
the ribose. This material does not retain nucleosides that do not
have this cis-diol group and nucleobases such that they cannot be
extracted from urine and it is necessary to search for an alternative
for their extraction. It should be noted that in our revision of the lit-
erature we found abundant references to procedures using Affi-gel
601 in the extraction process of urinary nucleosides. However, few
alternatives to the use of Affi-gel 601 in the extraction step have
been reported [28,29].

The main aim of the present work was to develop an extraction
and preconcentration procedure based on solid-phase extraction
using polymeric sorbents which facilitates the simultaneous reten-
tion of nucleosides and nucleobases naturally present in urine,
regardless of whether they have cis-diol groups or not. The target
compounds were, guanine, 1-methylguanine, 7-methylguanine,
9-methylguanine; 7-methylguanosine, cytidine, adenosine and
1-methyladenosine. After the sample treatment procedure, the
target analytes were separated and analyzed by capillary zone
electrophoresis coupled to mass spectrometry (CZE-ESI-MS). The
application to human urine from healthy volunteers is also
reported.

2. Materials and methods
2.1. Chemicals

The analytical standard of guanine (Gua), CAS RN [73-40-5]:
7-methyiguanine (7mGua), CAS RN [578-76-7]: I-methylguanine
(1mGua), CAS RN [938-85-2]; 9-methylguanine (9mGua), CAS
RN [5502-78-3]: 1-methyladenosine (1mA), CAS RN [15763-06-
1) cytidine (Cyt), CAS RN |65-46-3); adenosine (A), CAS RN
[58-61-7]; 7-methylguanosine (7mG), CAS RN [20244-83-4] were
obtained from Sigma-Aldrich (Steinheim, Germany). Isotopi-
cally Labeled Internal Standards (ILISs), 8-'7C-guanine ('*C-Gua),
98% and ribose-2-"*C-adenosine ('*C-A) 99% were purchased
from Cambridge Isotope Laboratories, Inc. (Tewksbury, MA,
USA).

Formic acid (>98%), acetic acid (>98%) were from Fluka (Stein-
heim, Germany). Acetonitrile (ACN) and methanol (MeOH) were
of HPLC grade (Merck, Darmstadt, Germany). Ammonium for-
mate (>98%) was from Riedel of Hien (Hannover, Germany).
Ammonia (solution at 25%) and 2-Propanol were obtained from
Scharlau (Barcelona, Spain). Ultra-high quality (UHQ) water was
obtained with a Wasserlab (Nodin, Spain) Ultramatic water
purification system. All other chemicals were of analytical
grade.
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2.2, Instrumentation

All experiments were carried out with a Hewlett-Packard Hp3D
CEinstrument (Agilent Tecnologies, Waldbron, Germany) equipped
with a UV-visible DAD device. MS was performed using an Agilent
LC/MSD SL mass spectrometer (Agilent Technologies) equipped
with a single quadrupole analyzer. Both the UV-visible DAD detec-
tor and the MS device were controlled by Agilent HP ChemStation
software, version B.04.01 SR1.

Fused-silica capillaries (75 pm 1D, with a total length of 87.5cm)
were from Polymicro Technologies (Phoenix, AZ, USA), supplied by
Composite Metal Scientific (Shipley, West Yorkshire, UK) and were
used throughout the work.

CE separation buffers and injection samples were placed
in 1700-pL disposable amber glass vials with pre-perforated
polyurethane caps (Agilent, Waldbroon, Germany).

For SPE analysis, different types of sorbent (Oasis® HLB, Oasis®
MCX, LiChrolut® EN, Isolute® ENV+) were assayed. Drying and con-
ditioning of the cartridges were accomplished with a vacuum pump
(Afa, Barcelona, Spain) coupled to a 20-port manifold for sample
preparation (Varian, Harbor City, CA, USA).

2.3. Conditions for CE separation and ESI-MS detection

The running buffer (background electrolyte, BGE) was an aque-
ous solution of 100 mM formic acid-ammonium formate (pH 2.5).
Injections were made at the anodic end, using a pressure of 50 mbar
for 8s. Electrophoretic separation was achieved with a voltage of
25 kV (normal mode), with aninitial ramp of 7 5. The temperature of
the capillary was kept constant at 25 °C. Before the first use, the cap-
illary was conditioned by flushing with the BGE for 10min at 4 bar.
This was also implemented as a daily start-up procedure. After each
run, the capillary was washed at 4 bar for 1 min with fresh running
buffer.

MS was performed using an Agilent LC/MSD SLmass spectrome-
ter equipped with a single quadrupole analyzer. An Agilent coaxial
sheath-liquid sprayer was used for CE-MS coupling (Agilent Tech-
nologies). The sheath liquid consisted of 1:1 (v/v) isopropanol:UHQ
water (7.5mM acetic acid) and was delivered at a flow rate of
0.78 pL/min by an Agilent 1100 series pump, equipped with a
1:100 flow-splitter. The mass spectrometer was operated in the
positive-ion mode (ESI+), with the ESI voltage set at +3500 V. Other
electrospray parameters under optimum conditions were: neb-
ulizer pressure, 10psi; drying-gas flow rate, 6L/min; drying gas
temperature, 150°C. The optimized fragmentor voltage was 100V
for all analytes.

24. Preparation of standard solutions and quantitation

The initial stock standard solutions for the Gua (250 pg/mL),
7mGua, 1mGua, 9mGua, TmA, Cyt, A, 7mG (500 pg/mL) were pre-
pared in acidified UHQ water (HCl 0.1 M). These stock solutions
were stored at 4°C in amber glass bottles. Two isotopically labeled
internal standards (ILISs) were used: 8-'?C-guanine ("*C-Gua) for
the nucleobases, and ribose-2-!3C-adenosine (12C-A) for the nucle-
osides. They were prepared at 300 pg/mL and stored under the
same conditions.

Analyte quantification was carried out under SIM acquisition
mode using protonated molecules [M+H]*. The quantitative vari-
able used was the ratio between the peak area generated by the
ion of each analyte, expressed in arbitrary units, and the peak area
generated by the isotopically labeled internal standard (ILIS). Quan-
tification was carried out by calibration in synthetic urine prepared
according to Ref [30].
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Fig. 1. Total ion electropherogram (TIE) and extracted ion electropherograms (XIE) of a urine sample from a healthy volunteer directly injected into the CE-MS. The figure
includes the isotopically labeled compounds used as internal standards (IL1Ss): C-Gua and " C-A. The ions monitored were [M+H]* for all the analytes.

2.5. Human urine samples

Samples of human urine from healthy volunteers were collected
in 250 mL amber glass bottles and frozen immediately until analy-
sis. Before use, the samples were thawed at room temperature. All
samples were filtered through 0.22 pm filters prior to analysis.

Extraction-preconcentration was accomplished by passing
2.0mL of urine through the extraction cartridge (Isolute ENV+):
this cartridge was previously conditioned with 2 mL of acetonitrile
and 2mL of water (UHQ). Following this, the cartridges were dried
for 15min under a vacuum of —15mm Hg. The analytes retained
were then eluted with 2 mL of acetonitrile/ammonia (90:10, v/v).
The eluted fraction was evaporated to dryness and the dry residues
were reconstructed in 500 L of water with formic acid 0.1%

(v/v).

3. Results and discussion

Capillary electrophoresis coupled with mass spectrometry
(CE-MS) has been previously described [23] for the determina-
tion of modified nucleosides in untreated human urine. Application
of the method to urine samples revealed the broad concentration
range at which these analytes are present in urine for the same
individual, also observing broad variability for the same analyte
between different individuals. Direct determination via CE-ESI-MS
was possible for some of these compounds at medium or high con-
centration levels (for example 7mGua, 1mA, and A). For analytes
present at intermediate and low concentrations, an enrichment
step is required (Fig. 1).

Here we report the development of a procedure for the extrac-
tion and preconcentration of analytes whose levels in urine are
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Fig. 2. Scheme of the optimization of the eluent/sorbent used for simultaneous extraction of nucleosides and nucleobases. Right side of the figure indicates the sorbent/eluent

combination that afforded the best results for all compounds.

low and do not allow their direct determination via CE-ESI-MS.
The target compounds were guanine, 1-methylguanine, 7-
methylguanine, 9-methylguanine, adenosine, 1-methyladenosine,
cytidine, 7-methylguanosine. Two isotopically labeled compounds,
ribose-2-13C-adenosine and 8-'*C-guanine, were used as inter-
nal standards. Electrophoretic separation was accomplished in CZE
mode, using 100 mM formic acid at pH 2.5 as separation buffer.
MS detection was accomplished in a single quadrupole, with the
electrospray interface (ESI) operating in positive-ion mode.

3.1. Solid-phase extraction with polymeric sorbents prior to
CE-ESI-MS

In order to facilitate the quantification of the modified nucleo-
sides present in urine at low concentrations, we studied solid-phase
extraction (SPE) with polymeric sorbents as an isolation and pre-
concentration method prior to separation by CE-ESI-MS.

We first assessed the ability of different sorbents to retain
simultaneously the compounds of interest, nucleosides and
nucleobases. The sorbents studied were: Isolute ENV+ (hydroxy-
lated polystyrene-divinylbenzene), Oasis HLB (a copolymer of
divinylbenzene-co-N-vinylpyrrolidone), Oasis MCX (a copolymer
of sulfonic-divinylbenzene-co-N-vinylpyrrolidone), and LiChrolut
EN (a copolymer of styrene divinylbenzene).

Different elution conditions were assayed depending on the
nature of the sorbent. Fig. 2 shows the different sorbent/elution
medium combinations tested. Volumes in the range 1-10 mL were
assayed to elute the analytes from the cartridges. In all cases, an
aqueous sample (1 mL) spiked with the analytes at a concentration
of 1 pg/mL was used. Adjustment of the sample pH may be nec-
essary to improve the retention of certain polar ionizable analytes
that at the normal values found in urine are ionized and hence may
be weakly retained by the sorbent.

In the case of the Oasis HLB, LiChrolut EN and ENV+ sorbents,
due to their hydrophobic nature, pH control of the sample is not
necessary because in the usual pH range of the urine from a healthy
individual (between 4.6 and 8) the nucleosides and nucleotides are
not ionized, which favors their retention. For Oasis MCX cartridges,
a cation-exchange sorbent, retention studies were carried out in
acidic media [29].
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The best results were found for the ENV+ and Oasis MCX
sorbents; the optimum eluent proved to be a mixture of ace-
tonitrile/ammonia (90:10, v/v) for ENV+, and a mixture of
methanol/ammonia (95:5, v/v) for the Oasis MCX. For the other
two sorbents assayed, Oasis HLB and LiChrolut EN, low recoveries
were obtained, such that no further studies were carried out with
these sorbents.

The recovery values for the four sorbents studied, the mean of
four replicas, are shownin Fig. 3. Inthis figure is also possible to note
that the values of the standard deviations obtained for some ana-
lytes are relatively high. Accordingly, and to gain greater precision,
in later studies we decided to work using the two ILISs described.

3.1.1. Influence of the sample volume

In light of the above results, ENV+and MCX were chosen as suit-
able sorbents. In order to achieve higher enrichment factor, and
thereby improve the sensitivity of the method, a study was made
of the effect of the volume of sample to be preconcentrated. The
improvement in detection limits based on an increase in the vol-
ume of sample has some limitations, such as the fact that retention
capacity of the sorbent might be surpassed or that, for highly polar
analytes, the breakthrough phenomenon may occur. There is also
a practical limitation, i.e. the time involved in the passage of large
sample volumes.

a0 BNV
uMCX

@ HLE
= LICHROLUT

Gua  TmGua imGua 9mBua  fmA oyt A TmG

Fig. 3. Recoveries (n=4) obtained after solid-phase extraction with different poly-
meric sorbents, ENV+, Oasis MCX, Oasis HLB and LiChrolut EN.
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Fig. 4. Calibration lines obtained by addition of ILISs before or after the SPE step. Comparison with the calibration lines obtained by direct injection (D) of synthetic urine

standards.

Table 1

Calibration lines obtained by addition of internal standards (ILISs) before or after the SPE step. Comparison with the calibration line in synthetic urine obtained by direct
injection (DI} without preconcentration. Recovery (%)= (mewy-mm ) = 100 calculated as the ratio between the slope of the regression line obtained with preconcentration
(mgwy: ) and the one generated by direct injection (mm).

Analytes Slope Recovery &
my®* Mgnvore” MEsvapas" ILIS before SPE {Menypee (M) 1LIS after SPE (M- pos /Mpy )

Gua 175 1.61 142 92 81
TmGua 117 132 112 13 96
TmGua 0.59 063 053 110 80
9mGua 1.36 1.28 0.81 94 70
1mA 248 265 200 107 81
Cyt 0.66 0,55 060 83 91
A 031 028 031 90 100
TmG 0.22 iz 013 63 68

 Calibration line in synthetic urine obtained by direct injection, without preconcentration.
® Calibration line in synthetic urine with preconcentration with ENV+ cartridges by adding the ILISs before the SPE step.
¢ Calibration line in synthetic urine with preconcentration with ENV+ cartridges by adding the ILISs after the SPE step.

The experiments were carried out with sample volumes ran-
ging between 1 and 10 mL of natural urine. Because the compounds
were endogenous, the study was performed with unspiked urine
samples. Satisfactory results were obtained with both cartridges,
showing that the amalytical signal increased with increase in the

sample volume loaded into the cartridge. Thus no breakthrough
effects were observed. In later studies, it was decided to use the
ENV+ sorbent and a volume of urine of 2mL as a compromise
between the increase in sensitivity and the time taken in the SPE
step.

Table 2
Analytical characteristic of the method developed based on SPE with ENV+ prior to CE-ESI-MS.
GCua TmGua 1mGua 9mCua 1mA Cyt A 7mG
Calibration parameters Intercept (10-2) -3+6 —3+4 —1+2 -3+2 -3+8 541 0+1 1+1
Slope (AU-mL/pg) 1.44+004 1.19+0.04 053+0.02 050x0.02 2.00+0.09 071:0.02 0.30+001 013001
CCa*(pgfmL) 0.06 0.07 0.07 0.05 0.09 004 0.08 017
Repeatability as RSD 03 pg/mL 11 14 12 18 5 12 7 22
(L) 1.5pgmL 9 14 4 12 9 17 7 17

# CCai: decision Limits, calculated according to the 2002/657/EC decision.
b RSD: relative standard deviation (n=6).
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Fig. 5. Total ion electropherogram (TIE) and extracted ion electropherograms (XIE) of a urine sample from a healthy volunteer after SPE step with ENV+ prior to CE-ESI-MS.

3.1.2. Influence of the addition of isotopically labeled internal
standards (ILISs) during the SPE step

One of the problems that arise when working with ESI-MS detec-
tion is the fluctuation in the signals due to ion suppression effects
that occurs in the electrospray device. These effects are mainly due
to the co-elution of matrix interferents with the analytes, such that
it is necessary to use one or several internal standards for suitable
quantification to be achieved. Here we worked with two isotopi-
cally labelled internal standards (ILISs): 8-'*C-guanine (*C-Gua)
and ribose-2-12C-adenosine (12C-A). The former was used as the
internal standard of Gua, 7mGua, 9mGua and 1mGua; whereas
13C-A was used as the internal standard of 1mA, Cyt, A and 7mG.

‘We thenstudied the influence of adding the ILISs before or after
the solid-phase extraction step (SPE). In the first case (pre-SPE) the
quantitative recovery of the overall process was assessed, while in
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the second one (post-SPE) the aim was to correct the variability in
the signal obtained at the MS detector.

For this study, synthetic urine [31] was employed as a sur-
rogate matrix because these compounds are naturally present in
human urine. Aliquots of 2 mLof synthetic urine were spiked at five
concentration levels, 0.3, 0.5, 0.8, 1.0 and 1.5 pg/mL, and passed
through the ENV+ cartridge. After elution of the SPE sorbent, the
solvent was evaporated off and the dry residue was redissolved in
500 L of an aqueous solution of 0.1% (v/v) formic acid for further
analysis by CE-ESI-MS. Thus, the preconcentration factor was 4. The
internal standards, '*C-Gua and '*C-A, were added at two different
concentrations: 1 p.g/mL, when they were added before the pre-
concentration step (pre-SPE), and 4 pg/mL when they were added
after that step (post-SPE). For each concentration level, two ENV+
cartridges were used and the final extract was injected in triplicate.
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Table 3

Comparison of the limits of detection (LODs) for several methods reported in the literature (2007-2013) for the determination of modified nucleosides and nucleshases in

urine.

Analytes Sample treatment Analytical technigue LOD (ng/mL} Reference
5 Nucleosides On-line solid-phase microextraction (SPME) Capillary LC-UV (home-made HILIC column) 40-52 [9]

6 Mucleosides 2 Nucleobases On-line solid-phase extraction (SPE) with RAM LC-MS/MS (ZIC-HILIC) 0.1-13 [12]

& Mucleosides - UHPLC-UV (Kinetex Cy5) 23-36 [13]

12 Nucleosides Phenylboronic acid (PBA] column LC-MS/MS (C18) 40-180 [14]

7 Nucleosides Solid-phase extraction (SPE) with Oasis MCX LC-MS/MS (C18) 7.5-75 [29]

11 Nucleosides Affi-Gel 601 MEKC-UV 150406 [21]

14 Nucleosides Affi-Gel 601 MEKC-UV 40-580 [24]

11 Nucleosides Affi-Gel 601 CE-M3 24-1024 [27]

5 Mucleosides 3 Nucleobases Solid-phase extraction [SPE) with Isolute ENV+ CE-MS 40-170 This work

As a reference, a calibration line was obtained by direct injec-
tion of synthetic urine standards spiked at the level expected if
recoveries were 100%; that is, 1.2, 2.0, 3.2, 4.0, and 6.0 png/mL. It
should be borne in mind that the preconcentration factor is 4 for
the procedure described( the sample volume to be preconcentrated
is 2.0mL and the final volume is 0.5 mL Fig. 4 shows the results
for ImGua and 7mG as examples of the more and less favorable
behavior, respectively.

The slope of the regression line obtained with the SPE step
(mgyy. ) and the one generated by direct injection (mp; ) of standards
in synthetic urine were calculated. The ratio between the slopes of
both lines, that is, meny:/mpi, represents the mean recovery along
the whole concentration range studied. Table 1 shows the recov-
eries R (%), expressed as (Mgyy.pre/Mpi) and (Meny.post/ Mpy) for the
addition of ILISs before and after the SPE step, respectively.

In the case of experiments involving the addition of the
ILISs before the preconcentration step (pre-SPE) the values of
Mgny-pre/Mp, €Xpressed in %, were in the 65-113% range (Table 1).
Upon adding the ILISs after the preconcentration step (post-SPE)
the mgwy.post/mpr values ranged between 68% and 100%. Accord-
ingly, it may be seen that the addition of the ILISs before or after the
preconcentration step does not afford significantly different results.
This may be due to the use of isotopically labeled compounds as
internal standards, which showed a similar behaviour on the SPE
step as the analytes of interest.

3.1.3. Analytical characteristics of the method based on SFE prior
to the CE-ESI-MS

The analytical characteristics of the CE-ESI-MS method after SPE
with ENV+ sorbents were determined (Table 2) taking into account
all the above-described conditions. Calibration graphs were
obtaining by using a sample volume of 2 mL and the ILISs were
added after the SPE step. The results reveal a good linear relation-
ship between the analytical signals normalized with the internal
standard against the analyte concentration in the 0.2-5pg/mL
range.

The precision of the method was determined from the values of
the relative standard deviation in percentage form (%), calculated
for two concentration levels of 0.3 and 1.5 pg/mL. It is seen that for
both levels the values of the coefficient of variation range between
4 and 22%. These values can be considered acceptable, bearing in
mind that the procedure involves a preconcentration step that
requires a change of the solvent due to evaporation of the extract
eluted from the cartridge and later redissolution of the dry extract
in a medium suitable for electrophoretic separation.

The decision limits, CC«, were calculated from the calibration
curves following the criterion proposed in the 657/2002/CE Deci-
sion. The values found ranged between 0.04 and 0.17 pug/mL for Cyt
and 7mG respectively. Table 3 shows a comparison of the limits
of detection (LODs) obtained with the different methods reported
in the literature in recent years. It can be seen that the method
proposed here affords better LODs than others methods based

on CE-UV; in comparison with LC-MS/MS using a SPE step with
phenylboronic acid, similar results were obtained, but in our case
the use of a polymeric sorbent allowed us to perform the simulta-
neous extraction of nucleosides and nucleobases.

3.1.4. Application to human urine samples

The proposed extraction-preconcentration procedure was
applied to the simultaneous determination of modified nucleosides
and nucleobases in urine from a healthy volunteer.

In view of the lack of certified samples of modified nucleosides
in urine, the method was validated by determining the recovery
at two concentration levels in urine from a healthy volunteer. To
accomplish this, we analyzed an unspiked urine sample according
to the SPE procedure prior to CE-ESI-MS. Fig. 5 shows the elec-
tropherograms obtained; when compared to Fig. 1 they show that
the SPE step provides cleaner electropherograms. Moreover, in the
non-preconcentrated sample it is not possible to quantify the ana-
lytes Gua, Cyt and 7mG, whereas in the sample obtained after the
SPE step (Fig. 5) the first two can be quantified.

The sample was then spiked at two levels, 0.5 and 1 pg/mL. The
signal obtained for each analyte was introduced into the corre-
sponding calibration line; the quantitative variable used was the

Table 4
Results obtained for a sample of human urine analyzed by the proposed SPE step
with ENV+ prior to CE-ESI-MS.

Analytes Added (pg/mL) Found { pg/mL) Found by 54 (pg/mL)

Gua (] 0.08 0.09
05 0.61
o 1.08

7mGua 0.0 230 233
05 283
1.0 3.47

ImGua 00 o1 0.12
05 063
10 115

9mGua oo <L0D -
05 041
10 0.82

1mA oo 1.09 115
05 1.58
1.0 1.91

Cyt 00 0.06 0.06
05 055
10 11

A 0o 446 4.50
05 5.14
10 5.50

7mG 00 <L0D -
05 039
1.0 0.80

* Found with the standard addition (5A) method directly in the unspiked urine
sample.

335



VIIL ARTICULOS PUBLICADOS

496 E. Rodriguez-Gonzalo er al. / Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis 88 (2014 ) 489496

ratio between the peak area generated by the ion of each analyte
and the peak area generated by the ILIS. The ratio thus obtained was
quantified according to the calibration line obtained by the direct
injection of external standards. The amounts found (Table 4) for
all the analytes studied matched the expected values satisfactorily,
taking into account the additions made.

Accuracy was checked by analyzing unspiked urine sample by
the standard additions method and comparing the results with
those obtained with SPE prior to CE-ESI-MS. The results of the
unspiked urine sample with the standard additions method are also
shown in Table 4. It should be noted that in the case of the 9mGua
and 7mG it was not possible to perform their quantitation in the
unspiked sample, using the standard additions method owing to
the low levels at which they were present.

4. Conclusions

In the present work we report the development of a proce-
dure based on solid-phase extraction (SPE) for the isolation and
preconcentration of urinary nucleosides and nucleobases naturally
present in urine at low concentration levels, which do not allow
their direct determination via CE-ESI-MS.

The results indicate that the polymeric sorbent (ENV+), a
hydroxylated copolymer of polystyrene divinylbenzene, can be sat-
isfactorily applied for the simultaneous retention of nucleosides
and nucleobases regardless of the presence or absence of the cis-
diol group in their structure. The proposed procedure used only
2 mL of urine but sample volume can be easily increased in order to
maximize the sensibility. Recoveries in the range 65-113% were
found for all the target compounds with detection limits in the
40—170 ng/L range.

The applicability of the propesed procedure in human urine
from healthy people was tested. The endogenous levels of these
urinary compounds were confirmed using the method of standard
additions for quantification directly in the untreated urine matrix.
This confirms that the methodology developed, SPE with a poly-
meric sorbent prior to CE-ESI-MS, is a suitable approach when
wishing to perform the simultaneous determination of modified
nucleosides and nucleobases in urine at low concentration levels.
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Adenosine monophosphate is elevated in the bronchoalveolar lavage
fluid of mice with acute respiratory toxicity induced by nanoparticles
with high surface hydrophobicity
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Abstract

Inhaled nanomaterials present a challenge to traditional methods and understanding of
respiratory toxicology. In this study, a non-targeted metabolomics approach was used to
investigate relationships between nanoparticle hydrophobicity, inflammatory outcomes and
the metabolic fingerprint in bronchoalveolar fluid. Measures of acute lung toxicity were
assessed following single-dose intratracheal administration of nanopartides with varying
surface hydrophobicity (i.e. pegylated lipid nanocapsules, polyvinyl acetate nanopartides and
polystyrene beads; listed in order of increasing hydrophobicity). Broncho-alveolar lavage (BAL)
fluid was collected from mice exposed to nanoparticles at a suface area dose of 220 cm? and
metabolite fingerprints were acquired wvia ultra pressure liquid chromatography-mass
spectrometry-based metabolomics. Particles with high surface hydrophobicity were pro-
inflammatory. Multivariate analysis of the resultant small molecule fingerprints revealed clear
discrimination between the vehicle control and polystyrene beads (p <0.05), as well as between
nanoparticles of different surface hydrophobicity (p<00001). Further investigation of the
metabolic fingerprints revealed that adenosine menophosphate (AMP) concentration in BAL
correlated with neutrophilia (p<001), CXCL1 levels (p<0.05) and nanoparticle surface
hydrophobidty (p<0001). Our results suggest that extracellular AMP is an intermediary
metabolite involved in adenine nucleotide-regulated neutrophilic inflammation as well as
tissue damage, and could potentially be used to monitor nanoparticle-induced responses in the
lung following pulmonary ad ministration.
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Introduction

Safety assessment for inhaled nanomaterials is complex and
advances in respiratory nanotoxicology depend upon developing a
mechanistic understanding to link physical and chemical proper-
ties to measurable toxicological outcomes. According to some
classifications, nanomaterials may be divided into high- and
low-toxicity materials based on their dose-response in the lungs
(Aitken et al, 2009; Fadeel et al., 2012). High-toxicity
nanoparticles which induce inflammation at low doses are
generally composed of highly reactive materials, e.g. materials
with significant positive or negative surface charge or materials
that become toxic upon intracellular processing (Cho etal., 2012).
In contrast, low-toxicity nanomaterials (e.g. titanium dioxide,

gold, silver and polystyrene) tend to present a much more inert
surface, hence they require much higher exposure doses 1o induce
pulmonary inflammation (Donaldson et al., 2008; Duffin et al.,
2007). This response to low-toxicity nanoparticles is attributed
primarily to the high material burden rather than nanomaterial
reactivity (Maynard et al., 2011).

Most of the studies of low-toxicity nanomaterials have been
conducted using rigid. crystalline, insoluble materials, whereas
there has been less research on the response of the respiratory
system to the administration of organic nanomaterials (Beyerle
et al.,, 2011; Dailey et al, 2006; Harush-Frenkel et al., 2010,
Liu et al., 2009; Nassimi et al., 2009), sometimes referred to as
soft nanomaterials (Nalwa, 2009). Organic nanomaterials are
increasingly being developed as inhaled nanomedicines or
components of acrosol-based consumer products, e.g. hairsprays,
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+44 207 848 4780. E-mail: lea_ann dailey@kcl.acuk  Crisitina Legido-
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cristina.legido_guigley@kcl.ac.uk

cleaning products, and include nanoconstructs such as liguid
crystals, proteins, nucleic acids, polymers, surfactants, micelles or
emulsions (Nalwa, 2009). These have very different physico-
chemical properties compared to rigid crystalline nanoparticles
and typically present an amorphous, more flexible surface that
may be highly hydrated (Dailey, 2009; Maynard et al.. 2011:
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Moghimi & Szebeni, 2003; Lorusso et al., 2007). Hence, it is
important to evaluate how the respiratory system responds to the
physicochemistry presented by organic nanomaterials, especially
when these are biopersistent.

Surface hydrophobicity is one feature of many organic
nanoparticles and has been identified as a defining factor in
how the lungs respond to their administration (Beyerle et al.,
2011; Maynard et al., 2011). In this study, hydrophobic interaction
chromatography (HIC) (Carstensen et al., 1991) was used o
characterise five different nanoconstructs, designed to possess
increasing surface hydrophobicity. The nanoconstructs included
two different lipid nanocapsule (LNC) formulations, two types
of polyvinyl acetate (PVAc) nanoparticles, and commercially
available polystyrene beads as a control material to benchmark to
the literature. Nanoparticles were administered intratracheally
(i.t.) to mice. Bronchoalveolar lavage (BAL) fluid was collected at
24h and evaluated for markers of inflammation and tissue
damage. Neutrophil counts and cytokine levels in BAL confirmed
that the nanoparticles induced an inflammatory response linked
to increasing surface hydrophobicity, with responses similar to
those reported for known low-toxicity nanomaterials (Brown
et al., 2001; Dailey et al., 2006; Duffin et al., 2007).

In metabolomics research, it is conventional to develop
investigations through a two phase approach. In the first phase,
non-targeted metabolomics is used to screen for differences in
metabolite levels that indicate perturbations in normal metabolic
pathways. The strength of this approach is that it is non-biased
towards any particular outcome (i.e. non-hypothesis driven) and
may therefore identify putative markers of both known and
previously undiscovered metabolic pathways. Once metabolites
of interest have been identified, targeted phase two studies
are designed to investigate specific pathways of interest, evaluate
multiple compartments or perform longitudinal swdies. The
primary aim of this study was to apply non-targeted metabolomics
to assess whether nanoparticle-induced acute respiratory toxicity
yields informative metabolite profiles in BAL fluid and identify
putative markers of nanoparticle-induced toxicity. It was antici-
pated that BAL fluid from vehicle control animals would differ
significantly in metabolite profile compared to that of animals
exposed to nanoparticles. Further, it was postulated that specific
metabolites may be identified which correlate with the acute
respiratory toxicity induced by nanoparticles of increasing surface
hydrophobicity.

Methods
Polymer synthesis

Two grades of PVAc, high-molecular weight (148 kDa) and
low-molecular weight (12.8 kDa), were purchased from Sigma
Aldrich, Dorsetr, UK. The 148 kDa PVAc was subjected to direct
saponification according to the method described by Chana et al.
(2008) producing a modified PVAc polymer with 17 mol%
hydroxyl groups and 83 mol% residual acetate groups (PVAc80).
The 12.8 kDa PVAc polymer was subjected to direct saponifica-
tion under different reaction conditions to produce a PVAc
polymer with 34 mol% hydroxyl groups and 66% residual acetate
groups (PVAcH0) (Chana et al., 2008). Polymer purity and degree
of hydrolysis were verified by NMR analysis prior to use.
Poly vinyl alcohol (PVA: 8-12kDa; 80 mol% hydroxyl: 20 mol %
acetate groups) was used as a stabiliser in the manufacturing of
nanoparticle and was purchased from Sigma Aldrich, Dorset, UK.

Manufacture of PVAc nanoparticles

PVAc6H0 nanoparticles were prepared according to a method by
Chana et al. (2008) by injecting a solution of 5% wiv PVAc60
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dissolved in 2: 1 methanol:water into a 0.33% w/v aqueous solution
of the stabiliser, PVA, whilst stirring at 3500 rpm. PVAcR0
nanoparticles were prepared by injecting a solution of 1% wiv
PVACB0 dissolved in 2:1 methanol :water into a0.33 % w/v aqueous
solution of the stabiliser, PVA, whilst stirring at 3500 rpm.
Following 30 min constant stirring at 4000 rpm and solvent
evaporation overnight (~100rpm), the nanosuspensions were
dialysed against water (72h) to remove excess PVA and subse-
quently concentrated to the desired final concentration using
ultrafiltration centrifuge tubes (Millipore Corporation, Billerica,
MA: 100kDa MWCO). Residual PVA was <04-0.5mg/mL.
Particles were stored at 4°C and were used within one week of

preparation.

Manufacture of LNCs

LNCs were manufactured using a phase-inversion temperature
method (Heurtault et al., 2003). LNCs with a diameter of ~50nm
(LNC50) were prepared by generating a coarse emulsion of 17% w/
v Labrafac® WL1349 (Gattefosse, Saint-Priest, France), 17.5% wiv
Solutol® HS15 (BASF, Ludwigshafen, Germany), 1.75% wiv
Lipoid® $75-3 (Lipoid GmblH, Ludwigshafen, Germany) and 3%
w/w NaCl in purified water. This emulsion was then submitted to
repeated heating cooling cycles (85°—60°-85°-60°—85°C) before
cooling to 72°C at which point ice-cold water was added. Excess
stabiliser (Solutol® HS15) was removed from the suspension by
dialysis (72h) against water containing BioBeads® (BioRad,
Hertfordshire, UK) and subsequent concentration using ultrafiltra-
tion centrifuge tubes (Millipore Corporation, Billerica, MA:
100 kDa MWCO). Residual Solutol HS 15 content was determined
to be <0.5 mg/mL. LNC with a diameter of ~150 nm (LNC150)
were prepared and purified using the same method, except that the
relative concentrations of the three main coarse emulsion compo-
nents were: 25% wiv Labrafac WL1349, 8.5% w/v Solutol® HS15,
1.75% wiv Lipoid §75-3 (Lipoid GmbH, Ludwigshafen, Germany)
and 3% w/w NaCl in purified water. Particles were stored at 4 °C
and were used within one week of preparation.

Polystyrene nanoparticles

Unmodified polystyrene nanoparticles with a diameter of 50nm
(PS50; 2.62% m/v) were used as a control and were purchased
from Polysciences (Eppelheim, Baden-Wiirttemberg, Germany ).

Nanoparticle size and surface charge

Particle size and zeta potential were determined using a Zetasizer
Nano ZS8 (Malvern, Worcesterchire, UK). Particle suspensions
were diluted in the test medium (purified water, 6.3 mM sodium
chloride or Hank’s buffered saline solution containing 10% fetal
bovine serum) prior to measurement and the analysis parameters
(viscosity, temperature, refractive index) were adjusted to match
the medium and sample type used for analysis.

Nanoparticle hydrophobicity

Surface hydrophobicity of nanoparticle suspensions (n=73 three
individual batches) was assessed using HIC (Carstensen et al.,
1991). Briefly, 250pL nanoparticle suspension was prepared in
phosphate-buffered saline (PBS) and eluted through three differ-
ent HiTrap™ substituted sepharose hydrophobic interaction
columns: Butyl FF. Phenyl FF (high substitution) and Octyl FF
(GE Healthcare Life Sciences, Little Chalfont, UK). Fractions of
1 mL elutant were collected and analysed for particle content via
wrbidity measurement (Lambda 335; Perkin-Elmer, Cambridge,
UK:; A=450nm). The column-bound particle fraction was
subsequently eluted from the column using 0.1% Triton X-100
and turbidity measured. Absorbance values were plotted against



VIIL ARTICULOS PUBLICADOS

DOE 10.3109/17435390.2014 894150

elution volumes and two area under the curve (AUC) values were
calculated using Origin™ software. The percentage particle
retention in each of the three columns was defined as:

% Column retention (%R}
AUC TritonX

_ (1)
- (AUC PBS + AUC Trirmx) 100

The HIC index value was calculated according to Equation (2):

(%Reusyt) + (FeRphemi) + (%iRucsi)
300%

In the denominator, the 300% value represents the theoretical
case of 100% retention on each column ideally achieved by a
particle with maximum hydrophobicity. HIC index analysis was
performed using a one way ANOVA comparison with a post-hoc
Tukey test. p Value <0.05 was considered to be statistically
significant.

HIC index =

@)

In vivo studies

Male BALBc mice (68 weeks old, ~22 g; Charles River, UK)
were used for in vivo pulmonary administration. All experiments
were in accordance with the UK Home Office regulations and
approved by the local ethics committee. Animals were divided in to
six groups (n =5-T) for treatment with either the vehicle control
(5% dextrose; DEX) or nanoparticle suspensions. Dosing was
spread across four different dates, with vehicle controls (1-2
animals) dosed at every session and 2-4 animals from different
nanoparticle groups treated on a rotational basis. A theoretical
nanoparticle surface area dose of 220cm® per instillation was
chosen for study as this has been shown to induce a moderate
inflammation in selected literature reports (Donaldson et al., 2000;
Duffin et al., 2007). Particle surface area doses were calculated
from the hydrodynamic diameter of the particles, axs'umin%
a density of ca. ]gfcm3 for PVAc nanoparticles and 0.96 g/cnm
for LNC (estimated from the density of the oil which is the
main constituent), and equated to ~200 pg nanoparticles per lung
for the smaller INC50 and PS systems and ~500pg nanoparticles
per lung for the larger LNC150, PVAc6 and PVAcB0 systems.
All suspensions were prepared in dextrose 5% wiv to ensure
isotonicity and colloidal stability and a 5% wi/v dextrose solution
was used as the vehicle control ofr all experiments.

Prior to it dosing, animals were anaesthetised by inhaled
isoflurane (1-3%) and maintained with an intraperitoneal injec-
tion of 100 mg/kg ketamine mixed with 20 mg/kg xylazine in
0. mL saline. This combination of tranquiliser/dissociative
yielded a moderate level of anesthesia for 15-20 min, as assessed
by paw pinch withdrawal reflex. Mice were suspended at a
45° angle by their upper incisors and nanosuspensions (50 pL)
were administered as a coarse aerosol into the lungs using a
Penn Century Microsprayer™ aerosoliser (Penn-Century Inc.,
Wyndmoor, PA). Animals were kept warm post-treatment with
a heat lamp, then returned to their cages when ambulatory
(<15 min). This administration method was chosen as it has been
shown to achieve a more homogenous distribution of liquids into
the lungs compared with conventional bolus it instillation
techniques (Bivas-Benita et al., 20035).

Bronchoalveolar lavage fluid analysis

Mice were euthanised via terminal anesthesia with urethane
(2mg/g ip. Sigma Chemical Co.) 24h after nanoparticle
administration and a cannula was inserted into the exposed
trachea. The lungs were lavaged with three aliquots (0.5 mL) of
sterile saline that was recovered through the cannula. The total
number of cells in the cellular fraction of the lavage was
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counted with a Neubauer haemocytometer (Fisher Scientific,
Loughborough, UK). Differential cell counts were performed
using cytospin preparations (ie. 100 pL BAL cellular fraction
centrifuged at 300g for Imin using a Shandon Cytospin 2
(Shandon Southern Instruments. Sewickley, PA) at room tem-
perature). Cells were stained with Diffquick®™ (DADE Behring,
Marburg, Germany) and a total of 200 cells were counted o
determine the proportion of neutrophils, eosinophils and mono-
nuclear cells using standard morphological criteria. Eosinophils
were not observed in any of the samples and are not reported.
It was assumed that at the time point studied, the mononuclear
cell population consisted primarily of resident alveolar macro-
phages and therefore lymphocyte numbers were not investigated.
The presence of erythrocytes in BAL was used as an indication
of tissue damage. To evaluate this, the number of erythroctyes
present within a single representative field of view (40x
magnification) of a cytospin preparation were counted.

Cytokines present in the BAL supernatant were quantified
using a murine 7-plex pro-inflammatory cytokine assay
(MSD®06-Well Multi-Spot  Cytokine  Assay; Meso-Scale
Discovery, Gainsborough, MD) coupled with an MSD reader,
which measures cytokine content via electrochemiluminesce.
Of the seven cytokines analysed (IFN-y, IL-1p, IL-6, IL-10,
IL-12p70, CXCL1 (KC/GRO/CINC), and TNF-a), IL-10 and
IL-12p70 were below detectable limits and were therefore not
reporied. As a further measure of tissue integrity, total protein
levels in BAL were quantified using a Quick Start™ Bradford
Protein Assay (Bio-Rad, Hemel Hempstead, UK) according to
manufacturer’s instructions. A two-sided Mann—Whitney test was
used for the comparison of BAL neutrophil counts, cytokine and
protein levels in all the samples exposed to nanoparticles
compared to the vehicle control (5% dextrose). p Value<0.05
was considered to be statistically significant.

Sample preparation and UPLC-Q-ToF analysis

Extra pure formic acid and LC-MS grade acetonitrile (ACN) and
water were purchased from Fluka (Sigma-Adrich). Aliquots
(400 pL) of BAL fluid samples (DEX, n=6; LNC50, n=T;
LNCI50, n=6; PVAcHD, n=35; PVAc80, n=7; and P§, n=T7)
were transferred to clean tubes and evaporated to dryness at
100°C. Samples were reconstituted in 100 pL of 50:50 (v:v)
purified water containing 0.1% formic acid and ACN containing
0.1% formic acid. Samples were vortexed for | min at room
temperature. Quality control samples (n =5) consisted of samples
without a pre-concentration step. These were used to verify
retention time and mass during the duration of the analytical run
(Whiley et al., 2012). Samples were run on a Waters Acquity
coupled to a Waters Xevo QTOF-MS. The UPLC was performed
on a Waters ACQUITY UPLC™ system, equipped with binary
solvent delivery manager, sample manager and quadrupole time
of flight mass spectrometer. Parameters were as listed: chroma-
tographic column (Garcia-Perez et al, 2010) UPLC-BEH C18,
2.1 % 100mm (Waters Corporation, Milford, MA); mobile phase
A H:0 (0.1% formic acid) and B: ACN (0.1% formic acid);
cradient analysis: 90% A and 10% B isocratic for 0-5, 5-20min
gradient to 100% B, 20-25min isocratic 100% B: flow rate:
0.5mL/min; pressure circa 9000 psi. The MS was operated in the
positive ion mode with a capillary voltage of 2.7kV and a cone
voltage of 50V. The desolvation gas flow was 490L/h at a
temperature of 300°C and the cone gas flow was 10L/h. A source
temperature of 100 °C was used. All analyses were acquired using
the lock spray to ensure accuracy and reproducibility: leucine
enkephalin was used as lock mass (m/z 556.2771 Da) at a
concentration of 200 ng/mL and a flow rate of 10pL/min. Data
were collected in the centroid mode with a lock spray frequency
of 11s over the mass range m/z 50-850 with an acquisition time of

339



VIIL ARTICULOS PUBLICADOS

4 L A, Dailey et al.

Nanotexicology, Earty Online: 1-10

Table 1. Composition and physicochemical properties of the five organic nanoparticles studied.

Lipid nanocapsules

Polymeric nanoparticles

Abbreviation LNC50 LNC150 PVAHD PVACED Ps
Nanoparticle core 90% TG 93% TG 99% PVACHD 96% PVACE0 Polystyrene
Nanoparticle stabiliser 0.3% PEG-HS 9.3% PC  0.2% PEG-HS 6.5% PC 0.8% PVA 3.8% PVA Undisclosed
Diameter (nm) A +3 14342 160+7 165+7 5444

FDI 014 £0.02 032+042 0.13+003 0.08 £0.03 0.04 +£0.02

£ (mV) -T+4 —4+1 —3+1 —4+1 —25+5
Stability in HoO (4°C) =4 weeks =4 weeks =4 weeks =>4 weeks =4 weeks
Stability in HBSS (37°C) =24h =24h =24h Tmmediate aggregation Immediate aggregation

PEG-HS = polyethylene glycolgg.-(15)-hydroxystearate; PC =soy lecithin; TG = medium chain triglycerides; PVA = polyvinyl alcohol; PVAc =

polyvinyl acetate; PDI = polydispersity index; { = zeta potential.

250 ms, inter-scan delay of 50ms. The chromatograms were
obtained by injecting 4 pl.. Sample sequences were assembled in
blocks with blanks every seven injections to monitor for
hydrophobic compound carry-over and QC samples were run to
ensure analytical reproducibility. Identification of adenosine
monophosphate (AMP) was made by first searching databases
and then confirmation with MS-MS analyses of two AMP
standard compounds (AMP 5 and 3’ standards; Sigma-Aldrich,
Dorset, UK).

UPLC-Q-ToF data analysis

UPLC-Q-ToF data were analysed using Mass Lynx version 4.1,
published by Waters Corporation, Milford, MA, and exported to
SIMCA-P™ software version 1135, published by Umetrics AB,
Umed, Sweden. Data comprised 38 BAL samples, seven blanks
and 4753 variables per chromatogram (each variable was a
retention time and m/z). Models were created by normalising to
total chromatogram area and scaling variables o parero in all
principal component analyses (PCA), orthogonal partial least
squares discriminant analyses (OPLS-DA) and partial least
squares (PLS) analyses. PCA was used to assess quality controls
and identify outliers in the groups. PLS detects the variation in the
fingerprint data as a whole (x-block) and compares it with
variation patterns in the metadata (e.g. discrimination, hydropho-
bicity, neutrophilia or cytokine levels; y-block). PLS divides the
analysis into two parts: one part models the covariation between
the fingerprint patterns (R*X% is the percentage correlation of the
metabolite fingerprints or goodness-of-fit) and the second part
models correlation to metadata (RY%). The Q2 (%) or goodness-
of-prediction value expressed the prediction power of the model
and is the output of a seven-fold cross-validation. Two to three
components were calculated for each model. Models were cross-
validated independently by 100-fold scrambling and a CWV-
ANOVA test. Only features that showed high correlation to
either treatment group were considered for identification and
semi-quantification.

Metabolite identification was achieved by database searching
of in-house libraries and the Human Metabolome Database
(HMDB: now containing 40000 metabolite entries) for standard
compounds and their molecular fragmentation pattern (Whiley
et al., 2012; Xiayan & Legido-Quigley, 2008). A two-sided
Mann—Whitney test was used to assess significance of AMP
measurements for all samples exposed to nanoparticles compared
to the vehicle control.

Results

Manufacture of organic nanoparticles with varying
surface hydrophobicity

Two discrete size classes of nanoparticles (~50 and 150 nm) were
included in the study (Table 1). The sizes were dictated by the
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Figure 1. Quantitative evalnation of nanoparticle surface hydrophobicity
expressed as the HIC index score of five nanoconstructs. Values represent
the mean + standard deviation of # =3 individual nanoparticle batches.
*p=<005.

chemical composition and the manufacturing techniques used to
produce the nanoparticles. The nanoparticles studied did not
exhibit a pronounced surface charge and all nanoparticles were
physically stable in purified water for up to four weeks. LNC50,
LNCI150 and PVAc60 retained their original size in Hank's
buffered saline (HBSS) at 37°C for over 24h, but PVARO and
PS50 aggregated immediately upon addition wo HBSS (Table 1).

The surface hydrophobicity of the nanoparticles was quantified
using a HIC index scale (zero = hydrophilic, 1.00 = hydropho-
bic). The nanoparticles studied spanned the upper 50% of the HIC
index scale, ~0.60-0.96 (Figure 1). PS beads exhibited a nearly
maximal hydrophobicity (0.96+0.03) and therefore served as
an excellent reference material. The other nanoparticles used
in the study exhibited a surface hydrophobicity rank order
of LNC50 <LNC150<PVAc60 <PVAcR0. Statistical analysis
of the HIC index values revealed two major groupings, lower
surface hydrophobicity particles (LNC50, LNC150 and PVAc60;
HIC index 0.60-0.80) and high surface hydrophobicity particles
(PVACS0 and PS; HIC index = (.85).

Respiratory toxicity of high surface hydrophobicity
nanoparticles

Neutrophilia and elevated pro-inflammatory cytokine levels were
observed at significant levels in BAL for the two high hydropho-
bicity nanoparticle treatments, PVAc80 and PS (Figure 2a, b,
and d). The moderate inflammation induced in response to PS
nanoparticles was consistent with benchmark studies (Dailey
et al., 2006; Donaldson et al., 2000; Duffin et al., 2007). Total
protein levels in BAL from nanoparticle treatment groups were
not significantly different from the dextrose vehicle control or
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Figure 2. Assessment of respiratory toxicity 24 h post intratracheal administration of five nanoparticles based on (a) neatrophil counts, (b) total cells,
(c) total protein levels and (d) pro-inflammatory cytokine content in BAL fluid (n =5-7 individual animals per group). *p <0.05 **p<0.01.

each other (Figure 2c¢). Trends in the protein data, which
also correlate with increase in BAL erythrocyte numbers
(Supplementary Figure Sla) suggest that high hydrophobicity
nanoparticle treatment, especially PS exposure, generally
resulted in higher BAL protein levels indicative of possible
tissue damage, and the lack of statistical significance may result
from the variability in the vehicle control group.

The high variability in both the inflammatory profile and
BAL total protein content of the vehicle control (5% dextrose)
compared with untreated controls and animals administered 0.9%
saline vehicle via an oral aspiration technique (Supplementary
Figure S1b) suggests that Microsprayer™ administration may be
responsible. Careful analysis showed that variability occurred
randomly and potential outliers could not be correlated with
factors such as animal batch, date of experiment or experience
of the operator with the Microsprayer® administration technique.
Furthermore, including putative outliers in the study allowed us
to examine whether their fingerprints showed metabolite patterns
indicative of toxicity (i.e. similar to positive control profiles).

Nanoparticle treatment results in significant differences
in BAL metabolite fingerprints

In this sudy. a total of 38 BAL fluid samples from the six
treatment groups (vehicle control, nanoparticles, and quality
control samples) were investigated. The fingerprints acquired
consisted of chromatograms from which 4753 molecular features
were extracted. In a preliminary analysis using PCA, quality
controls were superimposable verifying analytical reproducibility.
OPLS-DA was used to compare the fingerprint profiles of vehicle
and PS- treated groups (Figure 3), which acted as negative and
positive controls, respectively (Brown et al., 2001; Dailey et al.,
2006; Duffin et al., 2007). The analysis discriminated between PS
nanoparticle treatment and the wvehicle control (p=0.041),
indicating that different metabolites dominated the fingerprints
of lungs exposed to nanoparticles compared to those that were
not. Five molecule masses (m/z 331.20, 284.95, 188.12, 182.18

and 174.10 Da) were identified from the model as unknown
metabolites having the highest correlation (0.98 to 0.78) with PS
exposure (elevated concentrations found in PS-treated group
compared to vehicle control). These five molecules did not
correspond to any of the known accurate masses in metabolite
databases. In the case where molecular masses identified in a
metabolomics study do not match reported masses and fragmen-
tation patterns in databases, the process of identification requires
isolation of the metabolite from the biological sample, utilisation
of a variety of analytical approaches to solve the identity of
the molecule, and finally MS-based verification using a pure
reference compound. In many current studies, researchers will
use the mass of unidentified metabolites as a biomarker until the
tedious process of metabolite identification is completed.

OPLS-DA was also used to compare the BAL fingerprint
profiles of animals exposed to lower hydrophobicity (LNCS0,
LNC150 and PVAc60) versus high hydrophobicity (PVAc80
and PS) nanoparticles (Figure 4). The analysis discriminated
between the two HIC-index groupings (p<0.0001). Interestingly,
all five unknown metabolites associated with PS nanoparticle
exposure (mz 331.20, 284.95, 188.12, 182.18 and 174.10 Da)
were positively correlated in this analysis (correlation =0.83 to
0.50; Figure 4) suggesting that these molecules are interesting
candidates for targeted studies to investigate their potential as
biomarkers of respiratory toxicity resulting from high hydropho-
bicity nanoparticle exposure.

Partial least squares (PLS) analysis was performed to analyse
the incremental relationship between nanoparticle hydrophobicity,
inflammatory outcomes and the BAL fingerprints. Total protein
levels in BAL were excluded from PLS analysis due to the lack of
statistically significant differences between groups. PLS analysis
metrics for covariance of fingerprint data and nanoparticle HIC
index score, neutrophil counts or BAL CXCL1 concentration are
listed in Table 2, while the PLS score plot correlating covariance
of fingerprint data with HIC index score is presented in Figure 5.
A substantial correlation between metabolite fingerprints and
measures of lung inflammation (neutrophils and CXCLI) was
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Figure 3. OPLS-DA scores plot of the vehicle
control (5% dextrose solution) and positive
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Figure 4. OPLS-DA scores plot of the lower
surface hydrophobicity nanoparticle treat-
ments (LNC50, LNC150 and PVAc60; HIC
index: 0.6-0.80) and high surface hydropho-
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Table 2. PLS analyses to assess correlations between BAL small
maolecule fingerprints and nanoparticle hydrophobicity (HIC index),
neutrophil count or BAL CXCL1 concentration.

HIC index Neutrophils CXCL1
RX (%) 28 28 29
RY (%) 98 97 98
Q% (%) 66 65 68
p Value 0.001 001 0.04

The R*X, R*Y and Q7 values are provided for each model in percentage.

indicated by the Q2 values of 65 and 68%, respectively. The model
for covariance between metabolite fingerprints and nanoparticle
hydrophobicity showed a similar predictive Q° value of 66%,
indicating a relationship between increasing nanoparticle hydro-
phobicity, lung inflammation and metabolite fingerprint models.
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Elevated AMP levels induced by nanoparticles possessing
high surface hydrophobicity

Analysis of the features that governed the correlation between
metabolite fingerprint and HIC index identified a retention
time and mass of interest. Using standard compounds and
fragmentation patterns (Esther et al. 2008b), AMP (m/z 348.06
Da with a main fragment observed at 136.06 Da) was identified
as a signature molecule associated with the effects generated
in the lungs by nanoparticle of increasing hydrophobicity.
The loading plot of the PLS model is provided in the
Supplementary Figure S2, showing all metabolite data featured
in the model. AMP is one of the major metabolites identified in
the loading plot as the driving the separation of groups according
to HIC index value. The black arrow in the PLS score plot
(Figure 5) indicates that samples located along the direction of
the arrow contained higher levels of AMP.
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Figure 5. PLS scores plot showing the
relationship between individual nanoparticle
fingerprints and HIC index values. The figure
also shows the direction of an identified
metabolite, AMP, which follows the trend of
increased nanoparticle-induced toxicity.
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Figure 6. (a) AMP levels from vehicle controls, low hydrophobicity nanoparticle treatments (HIC index: 0.60-0.80) and high hydrophobicity
nanoparticle treatments (HIC index: >0.85). ** p<0.01, ***p <0.001. AMP levels in each BAL sample { peak area normalised to total fingerprint area)
are also plotted against paired values for (b) the number of neutrophils, (¢) CXCL1 levels in BAL and (d) IL-1p levels in BAL.

AMP was measured in all the chromatograms and valid-
ation of the molecule identity was performed with the pure
compound (Supplementary Figure S3 showing MS-MS AMP
identification). AMP levels were only significantly elevated
in high HIC nanoparticle treatment groups compared to both
low HIC (p<0.01) and vehicle (p<0.001) treatment groups

(Figure 6a). Scatter plots depicting paired values of AMP peak
areas against neutrophil numbers, total protein levels and
individual pro-inflammatory cytokine levels revealed signifi-
cant correlations of elevated AMP with neutrophil counts
(Figure 6b), CXCLI1 levels (Figure 6c) and IL-1[ levels
(Figure 6d). Interestingly, the outlier in the dextrose vehicle
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control group did not show highly elevated AMP levels in this
analysis.

Discussion

The aims of this study were twofold: (1) to assess the impact
of high versus low nanoparticle surface hydrophobicity on lung
toxicity and (2) to apply a non-targeted metabolomics strategy to
investigate whether organic nanoparticle exposure would result
in significantly differentiated BAL metabolite profiles and to
identify putative markers of nanoparticle exposure. Using
conventional measures of pulmonary inflammation and tissue
damage, it was demonstrated that nanoparticles of different
composition exhibiting a high surface hydrophobicity (PVAc80
and PS) were pro-inflammatory with indications of tissue
damage, while low hydrophobicity nanomaterials (LNCS0,
LNC150 and PVAc60) induced little to no toxicity according to
these parameters. Hydrophobic nanoparticle surface chemistries
may induce respiratory toxicity through more than one mechan-
ism. For example, it has been shown that proteins and opsonins
may adsorb more favourably onto a hydrophobic surface,
promoting recognition, uptake and inflammatory signaling by
phagocytic cells (Ruge et al. 2012:; Singh & Lillard, 2009).
A pertinent mechanism in this study may be particle aggregation
in physiological fluids resulting in irregular surfaces, which
have been associated with higher inflammatory potential than
comparable smooth-surface particles (Vaine et al., 2013). Only
the nanoparticles in the high surface hydrophobicity group (PS50
and PVAcB0) aggregated in isotonic buffer at 37°C (Table 1).
suggesting that this may occur to some extent in vive and
contribute to their enhanced toxicity profile.

In this study the effect of nanoparticle surface hydrophobicity
on acute respiratory toxicity was established convincingly using
conventional assays. Thus it was possible to undertake a non-
targeted, phase one metabolomics study utilising the same BAL
fluid samples. Non-targeted, NMR-based metabolomics screening
has been used in a handful of studies to date to analyse intact
tissues (lung, liver), as well as biofluids such as urine, serum and
BAL from test animals after pulmonary, oral or intravenous

Nanotoxicology, Eardy Online: 1-10

exposure to different nanomaterials, including copper oxide, silica
and titanium dioxide (Bu et al., 2010; Hu et al., 2008; Lei et al.,
2008; Lu et al., 2011). Notably, Hu et al. (2008) examined the
respiratory effects of it administration of high dose silica
nanoparticles one week and four months post-exposure.
Metabolites identified by NMR as highly correlated with silica
exposure (both in BAL and lung tissue) were primarily associated
with cell membrane damage (elevated cholines and phosphocho-
line species)., as well as elevated levels of hydroxyproline.
indicative of the typical fibrosis development associated with
silicosis (Hu et al., 2008).

In this study, five unidentified metabolites and AMP were
identified as candidate biomarkers of high hydrophobicity
nanoparticle exposure. While metabolite identification is of
major importance for the design of hypothesis-driven mechanistic
studies of toxicity, it must be emphasised that the identification
process of unknown molecules from UPLC-MS chromatograms
is not trivial, as current databases only hold metabolite mass
and fragmentation pattern information on a small fraction of the
estimated total number of possible metabolites (Whiley et al..
2012). AMP, in contrast, was identifiable from databases through
its mass, fragmentation pattern and subsequent validation using a
pure standard substance (Figures 83). It was observed that AMP
levels in BAL fluid correlated with high nanoparticle surface
hydrophobicity and acute lung inflammation. This observation
was interesting as, in contrast to many putative biomarkers
identified in non-targeted metabolomic screens, there is literature
evidence to link AMP with known mechanisms of respiratory
toxicity (Esther et al. 2008a, 2009; Patel et al.. 2013; Schmidt &
Tuder, 2010; Wolak. 2009).

A hypothetical basis for the source of elevated extracellular
AMP in nanoparticle-induced respiratory toxicity is depicted in
Figure 7. The schematic presentation illustrates the interplay
between passive (e.g. via necrosis) and active (e.g. via neutrophil
secretion) mechanisms of ATP/adenyl purine release into the
extracellular fluid (Schmidt & Tuder, 2010). Cellular damage
and release of intracellular contents into the extracellular
environment is reported to be a putative source of elevated
extracellular adenyl purines in conditions like acute lung injury
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Figure7. An illustration of the interplay between passive (e.g. via necrosis) and active (e.g. via neutrophil secretion) mechanisms of ATP/adenyl purine
release into the extracellular fluid. The contribution of neutrophils and/or tissues to elevated purine levels in response to the administration of high
hydrophobic surface nanoparticles is currently speculative. The simplified diagrams of extracellular ATP metabolism are based on information
contained in (Barletta et al., 2012; Blackbum et al., 2009; Burch & Picher, 2006; Jackson et al., 2009; Robson et al., 2006; Schmidt & Tuder, 2010).

E-NPP = Ecto-nucleotide pyrophosph
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AP =alkaline phosphatases; E-NTPDase = ecto-nucleoside triphosphate diphosphohy-

drolases: eNT =ecto-5"-nucleotidase: ADA = adenosine deaminase: ADK = adenosine kinase: e-cAMP-PDE = ecto-cAMP-phosphodiesterase.
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(Schmidt & Tuder, 2010). Elevated extracellular levels of ATP
activate the purine receptors, P.X and P;Y subtypes, which are
expressed across a wide range of cell types in the lung and
specifically promote chemotaxis, release of pro-inflammatory
cytokines, actin mobilisation and enhanced phagocytosis, as well
as respiratory burst events in neutrophils (Barletta et al., 2012;
Jacob et al., 2013). Notably. P,X stimulation is associated with
activation of the NLRP3 inflammasome in dendritic cells and
subsequent secretion of IL-1p (Schmidt & Tuder, 2010).

Activated neutrophils also secrete high quantities of ATP into
the extracellular environment, thus propagating inflammation
(Figure 7: Barletta et al., 2012; Jacob et al., 2013). The potent pro-
inflammatory effects of extracellular ATP are therefore regulated
by its rapid metabolism in the lung lining fluid to ADP, AMP and
adenosine. The lung mucosal surface possesses four major classes
of enzymes to metabolise ATP to adenosine: ectonucleotidase-
s:ecto-nucleotide  pyrophosphatase/phosphodiesterases  (E-NPP:
ATP — AMP), alkaline phosphatases (AP: ATP — ADP —
AMP — adenosine) and ecto-nucleoside triphosphate dipho-
sphohydrolases (E-NTPDases: ATP — AMP) and ecto-5'-
nucleotidase (eNT: AMP — adenosine) (Burch & Picher, 2006;
Button & Button, 2013; Picher et al., 2003, 2004; Robson et al.,
2006). Currently, relatively little is known about the direct role of
extracellular AMP in inflammation, except as an intermediate
metabolite. Adenosine, in contrast, is known to be both a pro-and
anti-inflammatory signaling molecule. For example, in neutro-
phils, adenosine binding to adenosine receptor subtypes A; and
A; genenally promotes pro-inflammatory responses, while A,
and A,y activation results in anti-inflammatory effects, such as
reduction in pro-inflammatory cytokine release, phagocytosis and
degranulation (Barletta et al., 2012; Blackburn et al., 2009;
Reutershan, 2009). Thus, the regulation of neutrophil response in
lung inflammation is controlled both by levels of extracellular
signaling molecule levels, as well as differential purine and
adenosine receptor expression patterns.

The use of elevated extracellular purine levels as a putative
biomarker for disease-induced neutrophilic inflammation has
been reported previously. ATP and AMP have been observed to be
elevated in BAL fluid samples from cystic fibrosis (CF) patients
compared to disease controls (patients with unrelated respiratory
disease) as well as in exhaled breath condensate from CF patients
versus healthy controls (Esther et al., 2008a, 2009; Patel et al.,
2013; Wolak, 2009). Further, a highly significant correlation
(p=<-0.0001) between neutrophil counts and increases ATP and
AMP was found for all samples irrespective of disease state,
supporting the authors’ hypothesis that elevated ATP and AMP
were a product of the secondary neutrophilic inflammation rather
than the primary pathology (Esther et al., 2008a). Interestingly,
it was also observed that AMP levels were consistently higher
than those of ATP (Esther et al., 2008a). which was speculated
by the authors to arise from increased metabolism of ATP to AMP
by E-NTPDases (present on both neutrophils and epithelial cell
surfaces) combined with a lower capacity to convert extracellular
AMP 1o adenosine during inflammation due to a relative lack
of 5-nuclectidase (eNT: AMP — adenosine) on the surface of
infiltrating neutrophils.

It should be noted that while the studies described above were
able to show a strong direct correlation between neutrophil
numbers and AMP lewels, as well as ATP levels (Esther et al.,
2008a, 2009; Esther et al., 2008a; Patel et al., 2013; Wolak, 2009),
our preliminary results did not reveal as high as a correlation
berween neutrophil numbers and normalised AMP peak areas,
even within the high hydrophobicity nanoparticle treatment group
(Figure 6b). This discrepancy might be explained by the fact that
the studies cited above all used optimised protocols to specifically
measure ATP and AMP levels in their samples. This was

Elevaied AMP in BAL correlates with nanoparticle exposure 9

representative of a targeted, phase two approach in the biomarker
development pathway. In contrast, the analytical protocol used in
the current study was designed to maximise the detection of the
largest number of unknown metabolites, and may not have
favoured purine detection. In fact, Esther et al. (2008b) reported
that higher polarity nucleotide species, such as ATP, can be
sensitive to low pH mobile phases such as those used in this study
(e.g. 0.1% formic acid pH 3-5) and this can have an effect on the
limits of detection of the metabolite (Esther et al., 2008b). AMP, a
less polar metabolite, is more easily detected in a low pH mobile
phase, but may still require further optimisation. Thus, it should
be emphasised that targeted, phase two studies using optimised
analytical conditions to assess concurrent levels of ATP. ADP,
AMP, cAMP and adenosine with a longitudinal experimental
design are required to shed further light on both origin and
contribution of extracellular purines in nanoparticle-induced acute
respiratory toxicity.

Conclusions

This study has demonstrated that nanoparticles with a high
surface hydrophobicity induce acute respiratory inflammation
when administered into the lungs of mice. The inflammation was
characterised by significant neutrophilia, elevated levels of pro-
inflammatory cytokines, evidence of increased tissue damage
and significantly altered metabolite fingerprints in BAL fluid.
AMP concentration in BAL was found to correlate with the
degree of inflammation 24h after the administration of the
nanoparticles, the time point of peak neutrophilic response. This
provides an interesting addendum to the hypothesis that elevated
extracellular purines in the lungs are candidate biomarkers for
neutrophilic lung inflammation. This is the first study to our
knowledge to demonstrate elevaied AMP in an acute response
to the pulmonary administration of nanoparticles.

The non-targeted metabolomics screen also yielded five
unidentified metabolites that were highly correlated with expos-
ure to toxicity-inducing nanoparticles. The identities of these
metabolites may be elucidated in future studies by isolation of
molecules and LC-MS techniques combined with NMR analysis.
Similar to AMP, the identities of these molecules may shed
further light on individual mechanisms of respiratory nanotoxicity
and they have the potential to expand meaningfully the range of
nanotoxicity biomarkers available to researchers today.
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One of current fields in Analytical Chemistry for application in biomedical
areas is the establishment of rapid and efficient methods of analysis for the
determination of endogenous metabolites of clinical interest in biological fluids.

Free and modified nucleosides and nucleobases lie within this field; they are
compounds that are excreted naturally in urine as products of transfer RNA (tRINA)
regeneration and of DNA repair as the result of damage due to oxidative stress.
Their levels in urine increase anomalously in certain pathologies, such as tumour
processes and neurodegenerative diseases, such that these substances are of great
interest as biomarkers in clinical chemistry. Reports have been made of the potential
usefulness of free and modified nucleosides as biological markers in diseases as
diverse as rheumatoid arthritis, Alzheimet’s disease and AIDS, but mainly as eatly
markers of many different types of cancer.

Some authors have also reported studies relating the urinary levels of modified
nucleosides to other benign diseases and different lifestyles, such as smoking, fatigue,
stress, poor nutrition, exposure to toxic compounds, etc.

Accordingly, most of these compounds lack specificity, such that they cannot
be used as sole diagnostic tests. By contrast, they are useful for the eatly diagnosis
of certain diseases, in the control of the efficacy of a given treatment or specific

therapy and in the monitoring of post—operative recurrences.

The aim of this work was to develop rapid and efficient methodologies that
could be used for the separation, identification and quantification of a broad set of
free and modified nucleosides in biological fluids. Urine was chosen as the matrix

because it is readily available and its collection is non—invasive.

As analytical technique we used capillary electrophoresis coupled with mass
spectrometry (CE-MS), which combines the advantages inherent to capillary
electrophoresis as a high performance separation technique and the ability of mass
spectrometry to identify analytes faithfully. Moreover, capillary electrophoresis is
highly appropriate for application in the analysis of biological samples because it is
compatible with aqueous media and is suitable for the separation of highly polar
compounds, both ionic and ionizable. These requirements match most of the

metabolites found in biological fluids such as urine.

For its application to a complex matrix such as urine it was necessary to
develop extraction/cleaning/preconcentration procedutes in order to favour analyte
detection and preserve the instrumental set—up. Here we studied the application of
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a widely used technique (solid phase extraction, SPE) and also a more recently
developed one, based on the use of a restricted access material (RAM) owing to the
capacity of this type of material to exclude macromolecules thanks to a molecular
exclusion mechanism.

A final aim was to check the applicability of the methodologies developed in
the analysis of urine samples from healthy donors, smokers and non—smokers. This
part of the study aimed at confirming whether tobacco consumption affects the
levels of these nucleosides in urine, with respect to the reference levels of healthy
non—smokers. This could help to determine whether this habit might exert possible
interference in the use of the compounds studied as markers of severe diseases.

To conclude, a search for other metabolites possibly associated with tobacco
consumption is described. To accomplish this, a mass spectrometry detector with
high accuracy and resolution, such as a Time—of-Flight (TOF) detector, was used

for the analysis of urine samples from smokers and non—smokers.
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2.1. DETERMINATION OF NUCLEOSIDES BY CE—ESI—MS IN POSITIVE MODE.

The work reported here consisted of developing a method based on capillary
electrophoresis coupled with mass spectrometry for the separation, identification
and quantification of a set of nucleosides, nucleobases and methylated derivatives in
urine samples.

This chapter can be divided into three patts:

e Study of electrophoretic separation.
e Determination in urine samples.

e Development of a procedure for extraction—preconcentration.

From the results obtained in each of the above the following conclusions can
be drawn:

Study of electrophoretic separation

Using capillary zone electrophoresis (CZE) we studied the electrophoretic
behaviour of free and modified nucleosides with different separation media: acid and
base.

For this part of the study we used an initial set of 13 analytes, among which
there were nucleosides such as adenosine, guanosine, inosine and uridine;
nucleobases such as guanine; methylated derivatives such as 7-methylguanine,
1-methylguanine, 9-methylguanine, 1-methyladenosine, 7—methylguanosine and
5—methyluridine, and hydroxylated derivatives such as 8-hydroxy—2"—
deoxyguanosine.

In acid medium, the analytes susceptible to migrate electrophoretically are:

Guanine (Gua) 1-methyladenosine (ImA) |
7—methylguanine (7TmGua) Cytidine (Cyt)

l-methylguanine (ImGua) | T-methylguanosine (7mG)
9—methylguanine (9mGua) Guanosine (G)

Adenosine (A)
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Whereas in alkaline medium it is possible to separate the following:

L R e 1
H H '

- Guanine (Gua) 7-methylguanosine (7TmG)
7-methylguanine (TmGua) 2—deoxyguanosine (2dG)
1-methylguanine (1ImGua) Guanosine (G)

- 9-methylguanine OmGua) | Inosine (INN)

- Adenosine (4) - 5-methyluridine (SmU)
1-methyladenosine (ImA) 8—hydroxy—2"—deoxyguanosine (8OH2dG)
' Cytidine (Cyo) |

Later studies focused on developing a method using capillary zone
electrophoresis in acid medium with the analytes susceptible to migrating under
these conditions.

Optimization of electrophoretic separation in this acid medium involves the
following conditions:

= Electrophoretic separation medium (background electrolyte, BGE):
100 mM formic acid—ammonium formate, pH 2.5.

= Voltage applied: 20 kV up to 12 min; 25 kV from 12 to 15 min, and
30 kV for 15 min and longer.

= Hydrodynamic injection: 8 sec at 50 mbar.

= MS detection:

— Quadrupole analyzer.

— Electrospray interface (ESI), positive mode; capillary voltage,
+3500 V; additional liquid flow rate, 0.78 uL. min'!; nebulizer gas
pressure, 10 psi; nebulizer gas flow rate, 6 L min! and nebulizer
gas temperature, 150 °C.

— Additional liquid: 1:1 (v/v) UHQ water:isopropanol with
7.5 mM acetic acid.

358



IX. SUMMARY IN ENGLISH: RESULTS AND DISCUSSION

Determination in urine samples

Application to urine samples revealed the different concentration levels at

which the analytes are found naturally.

In the case of the analytes present at high concentrations, 7mGua, 1mA and
A, a quantification method based on calibration in synthetic urine was proposed as
an alternative to the standard additions method since it provided similar results.
These results were confirmed with LC—MS/MS.

For the analytes present at medium and low concentrations, Gua, 1mGua,
9mGua, Cyt, 7mG and G, a preconcentration procedure based on SPE was
developed. This is described below.

Development of a preconcentration procedure

We describe a procedure for the extraction—preconcentration of the analytes
studied in urine samples based on the use of SPE with a polymeric sorbent, ENV+,
which is a hydroxylated copolymer of polystyrene—divinylbenzene.

A volume of urine of 2.0 mL was used in the proposed procedure. Analyte
elution was performed with 2.0 mL of 90:10 (v/v) ACN:NH3;, which was evaporated
off and the residue was redissolved in 500 uL. of UHQ water with 0.1% (v/v) formic
acid prior to injection into the CE system. The recoveries obtained for the analytes
studied ranged between 68% and 100% in urine samples.

In general, it may be concluded that the methodology developed in this work,
based on the coupling of capillary zone electrophoresis to mass spectrometry
(CE-ESI-MS) is rapid and robust, and that it is appropriate for the determination
of modified nucleosides and nucleobases.
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Published results:

e “Capillary electrophoresis—mass spectrometry for direct determination of urinary
modified nucleosides. Evaluation of synthetic urine as a surrogate matrix for
quantitative analysis”, J. Chromatogr. B 942-943 (2013) 21-30.

e “Development of a procedure for the isolation and enrichment of modified
nucleosides and nucleobases from urine prior to their determination by capillary
electrophoresis—mass spectrometry”, J. Pharm. Biomed. Anal. 88 (2014) 489— 496.
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2.2. DETERMINATION OF NUCLEOSIDES BY CE—ESI-MS IN NEGATIVE MODE.

We next developed a methodology based on CE-MS for the separation of
modified nucleosides susceptible to migrating electrophoretically as anions in basic
medium. In this case, later detection by MS was performed by electrospray ionization

in negative mode, ESI(-).

In this part of the study we used a set of 5 analytes, among which the following
were included: the hydroxylated derivatives 8—hydroxyguanosine (8OHG) and
8—hydroxy—2"—deoxyguanosine (80OH2dG), which are metabolites associated with
processes of oxidative stress, together with nucleosides such as inosine (INN) and
other derivatives such as 5—methyluridine (5mU) and 2’~deoxyguanosine (2dG).

From the results obtained from this second method, the following

conclusions can be drawn:

Study of electrophoretic separation.

Electrophoretic separation using capillaries with different internal diameters
=50, 75 and 100 um— revealed that 50 pm was the most suitable diameter for the
separation of the analytes studied since it provided the best resolution within a given

time of analysis.

Optimization of electrophoretic separation in basic medium and with this

capillary diameter (50 pm) involved the following conditions:

= Electrophoretic separation medium (background electrolyte, BGE):
30 mM ammonium formate—ammonia, pH 11.0.

= Voltage applied: 30 kV.

= Hydrodynamic injection: 30 sec at 50 mbar in a 1:10 (v/v) BGE:UHQ
water injection medium.

= MS detection:

— Quadrupole analyzer.

— Electrospray interface (ESI), negative mode; capillary voltage,
-3500 V; additional liquid flow rate, 0.78 pL. min-'; nebulizer gas
pressure, 6 psi; nebulizer gas flow, 7 L min' and nebulizer gas
temperature, 350 °C.

— Additional liquid: 1:1 (v /v) UHQ watet:isopropanol.
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Determination in urine samples

Application to urine samples revealed the low concentration levels of the
analytes studied. The development of a previous sample treatment step was based

on SPE with polymeric sotbents and on the use of a restricted access material

(RAM).

Solid phase extraction (SPE) as a previous step.

We report a procedure for the extraction of the analytes studied in urine
samples that is based on the use of a polymeric sorbent, ENV+, a hydroxylated
copolymer of polystyrene—divinylbenzene.

The proposed procedute employed a 5.0 mL volume of urine diluted 1:1 (v/v)
with UHQ water. Analyte elution was accomplished with 2.0 mL of a 90:10 (v/v)
MeOH:NH3, which was evaporated off and the residue was redissolved in 1.0 mL
of 1:10 (v/v) BGE:UHQ water before injection into the CE-ESI-MS system. In
this case, the injection time was reduced from 30 to 10 sec.

The optimized conditions in this part of the study were satisfactory for the
separation and quantification of some of the analytes studied, SOHG and 8OH2dG,
although they did not provide acceptable results for all of them. Recoveries ranged
between 69 and 93%.

Use of a restricted access material (RAM) as a previous step

We describe a procedure for the extraction of the analytes studied in urine
samples based on the use of a restricted access material (RAM) packed with a
hydrophilic copolymer containing N—vinylacetamide, with a size of 10mm x 4.0mm.

In the proposed procedure we used a volume of 500 pL of urine diluted
1:1 (v/v) in UHQ water. Elution of the analytes retained in the RAM was conducted
with ACN:UHQ water at a proportion of 70:30 (v/v), with a flow rate of
0.5 mL min-! over 4 min. The eluted fraction was evaporated off and the residue was
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redissolved in 250 pL of 30 mM BGE spiked with the internal standard prior to
injection into the CE—ESI-MS system.

Analysis of nucleosides in urine samples as a function of smoking or
non-smoking.

The methodology developed -RAM/CE~ESI(-)MS— was applied to the study
of the analytes of interest in urine samples from healthy donors who smoked. We
were interested in determining whether there were any significant differences in the
concentrations of these analytes in urine samples from smokers as compared with
samples taken from non—smokers.

The aim underlying this was to establish a possible relationship between the
levels of these modified nucleosides and tobacco consumption in healthy individuals.
Healthy individuals were selected in order to avoid the influence of possible diseases
on the levels of these metabolites and hence establish the specific effect of the
smoking habit.

In 42 wurine samples from healthy individuals (21 smokers and 21
non—smokers, balanced according to age and gender), low concentration levels of

these compounds were observed in all of them. The results obtained with the use of
the method developed (RAM/CE-ESI(-)MS) were validated by LC-MS/MS).

These results showed that there were no significant differences in the
concentrations of these analytes between samples from smokers and from
non—smokers. We also failed to detect significant differences in the concentrations
of the analytes among the smokers as a function of their age and gender.

Atleast in light the above studies, there is no experimental evidence to be able
to conclude that the concentration of the nucleosides studied here in urine (among
them the 80OH2dG and 8OHG derivatives) is higher in smokers than in
non—smokers. Accordingly, in healthy individuals tobacco consumption does not

seem to alter the urinary levels of these compounds.

Nevertheless, it should not be forgotten that the sampling carried out here
was only done in healthy individuals (middle—aged and young people), suggesting
that it would be necessary to conduct further studies, broadening the sample
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population to older individuals and to individuals already affected by a disease, all of

them included in the category of smokers and non—smokers.

Finally, it should be stressed that the aim of this study was to demonstrate a
possible application of the methodology proposed as an analytical tool for use in
clinical practice, with no intention of further entering this field itself since it is

evidently beyond our reach as chemists.

Published results:

e “Determination of hydroxylated nucleosides in human urine by capillary
electrophoresis with mass spectrometric detection.” Communication presented at
20th International Symposium on Electro— and Liquid Phase Separation
Techniques, ITP 2013. Pending publication.
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2.3. APPLICATION TO THE STUDY OF METABOLITES ASSOCIATED WITH

TOBACCO CONSUMPTION.

In the previous section, we reported the development of a method based on
CE—-ESI(-)MS for the detection and quantification of some modified nucleosides of
interest, among them the hydroxylated derivatives 8OHG and 8OH2dG.
Application of the proposed method for the analysis of urine samples from smokers
and non—smokers, all of them healthy, did not reveal significant differences as

regards the levels of this group of compounds.

Accordingly, it was decided to broaden the study to other possible modified
nucleosides that had not been included previously and in general to search for
metabolites related to tobacco consumption that might show significant differences

between the two groups of samples.

A study was conducted to obtain the metabolic fingerprint of the urine
samples through the use of a Time—of—Flight (TOF) mass analyzer coupled with a
liquid chromatograph (LC-TOF). In this study, the sample treatment step with the
RAM described above was maintained, but the parameters affecting
chromatographic separation in reverse phase mode were optimized.

The approach of this study is based on the experience acquired by the PhD
student during her research stay, developed as part of their pre—doctoral training, at
King’s College London (Department of Pharmaceutical Chemistry).
[Nanotoxicology. 2015 Feb; 9 (1): 106-115].

From the results, the following conclusions can be drawn:

* From accurate mass analysis the identity of the 5 nucleosides under study in
the urine samples was confirmed (metabolite target analysis). The lower
sensitivity of TOF made their quantification almost impossible in most of the
samples owing to the low concentration at which they are present in urine, both

in smokers and in non—smokers.

* The second analysis was an analysis of the metabolic fingerprint whose aim
was to search for possible significant differences in the metabolic profiles of the
samples from smokers and non—smokers. From the study of these profiles, it
would be feasible to identify other possible metabolites associated with tobacco
consumption responsible for the differences between both sample sets. Models

were generated with all possible combinations, bearing in mind variables such as
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gender, age and the condition of being a smoker or not. Only those that
compared the smokers with the non—smokers were valid, with no differences as

regards gender or age.

From the results of this study it may be concluded that there were significant
differences in the metabolic profiles of smokers and non—smokers. However, none
of the metabolites responsible for such differences could be attributed a chemical
structure related to the modified nucleosides according to the search carried out in
the Human Metabolome Database (HMDB). Neither was it possible to identify them
on the basis of compounds related to tobacco consumption such as derivatives of

the nicotine metabolic pathway.

The results obtained in this section of the work indicated that in healthy
individuals there is no experimental evidence that tobacco consumption is as

additional factor in the increase in the levels of modified nucleosides in urine.

Again, it should be stressed that the sampling was limited, further and more
specific studies being required to confirm the results.

Published results:

e “A metabolomic approach to the study of modified nucleosides in urine from
healthy smoker and non—smoker.” (in preparation).
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The work described here consisted of the development of new methodologies
based on capillary electrophoresis coupled with mass spectrometry (CE-MS) for the
separation, identification and quantification of a set of nucleosides, nucleobases and
some of their methylated and hydroxylated derivatives in urine samples. The work
was completed with a study to search for and identify possible metabolites associated
with tobacco consumption.

In the corresponding sections we have described the particular conclusions
drawn for each step of these studies. Below we note the most relevant general

conclusions.

DETERMINATION BY CE—ESI—MS.

1. We have established two new analytical methods based on CE coupled with
MS (CE-MS) for the determination of nucleosides excreted in urine. In both
methods, capillary zone electrophoresis (CZE) was used, either in acid
medium, for the separation of compounds susceptible to generating cationic
species, or in alkaline medium, for the separation of anionic species.

2. Detection via mass spectrometry was carried out with a simple quadrupole
analyzer with a coaxial electrospray ionization source functioning in positive,
ESI(+), or negative ESI(-) mode, depending on the possibility of ionization
of the compounds studied.

APPLICATION TO URINE ANALYSIS.

3. Application to urine samples from healthy individuals revealed the different
concentration levels at which each analyte was naturally present in the urine
from the same individual and, furthermore, the great variability with which
the same compound appeared among individuals.
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4. For the analytes present at high concentrations a quantification method

employing calibration in synthetic urine can be proposed as an alternative to
the standard additions method. The results were confirmed with LC—MS/MS.

5. In the case of analytes present at intermediate or low levels (Gua, 1mGua,

9mGua, 7mG and G, in acid medium, and the hydroxylated derivatives in
alkaline medium) we developed sample treatment steps based on SPE with
polymeric sorbents and on the use of a restricted access material (RAM),
facilitating the detection of the analytes, and at the same time preserving the
instrumental set—up.

DETERMINATION OF MODIFIED NUCLEOSIDES IN URINE FROM SMOKERS AND

NON-SMOKERS.

6. The RAM/CE-ESI(-)MS method developed for the determination of anionic

species, such as the hydroxylated derivatives SOHG and 8OH2dG, was
applied to the study of these compounds in urine samples from healthy
smoker and non—smoker donors in order to determine whether there were
any significant differences in the concentrations of these analytes between the
two groups.

7. The sampling was carried out on 42 urine samples from healthy volunteers,

21 of them smokers and the rest non—smokers. The groups were balanced as

regards gender and age.

8. The experimental results, validated by means of LC-MS/MS, indicate that for
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APPLICATION TO THE STUDY OF METABOLITES ASSOCIATED WITH TOBACCO

CONSUMPTION.

9. The samples of urine from smokers and non—smokers were analyzed with a

10.

11.

Time—of-Flight analyzer coupled with a liquid chromatograph (LC-TOF),
using a RAM material as the previous clean—up step.

The analysis of target metabolites applied to the hydroxylated derivatives
8OHG and 8OH2dG, together with 5mU, 2dG and INN, allowed the identity
of the 5 compounds studied to be determined via accurate mass analysis.
However, the lower sensitivity of TOF hindered their quantification in most
of the samples owing to the low concentration at which they are naturally
present in urine, both that of smokers and that of non—smokers.

Study of the metabolic fingerprint of these urines samples from smokers and
non—smokers allow the conclusion that both populations are significantly
different but not as regards these endogenous compounds. Neither can they
be discriminated on the basis of compounds derived from the nicotine

metabolic pathway.

Opverall, it may be concluded that the methodologies developed here, based

on CE-ESI-MS, are rapid and robust. They are suitable for the determination of the

modified nucleosides and nucleobases studied in urine samples.

The experimental results described here for the application of the methods to

the analysis of urine from smokers and non—smokers do not point to any evidence

that in healthy individuals tobacco consumption is an additional factor in the increase

in the levels of these modified nucleosides in urine with respect to the reference

values in healthy non—smoker individuals. However, it should not be overlooked

that the sample size was small and the results should therefore be considered

preliminary.
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Finally, it is important to note, once again, that the aim of these studies was
to demonstrate a possible field of application for the proposed methodologies as
analytical tools, without any intention of becoming involved in clinical diagnosis,

which is evidently not part of our knowledge and expertise as chemists.
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En este apéndice I se muestran los espectros de masas (M) y de
fragmentacion (MS/MS) de los diferentes compuestos estudiados en la tltima
parte de esta tesis.

Para cada uno de ellos se encuentran, en la parte izquierda, la sefial obtenida
en un barrido de masas simple (sin fragmentacion). Se sefiala, en todos los casos, la
estructura mas probable del ion mas abundante.

En la parte derecha, se muestra la sefal obtenida en un barrido de iones
producto correspondiente a la fragmentacién del ion mayoritario en el barrido de
masas simple (ion precursor). Se sefiala de nuevo, en todos los casos, la estructura

mas probable del ion producto mas abundante.
Las condiciones de trabajo fueron:

= Analizador de triple cuadrupolo.

= Fuente de ionizacion de electrospray EST modo (-).
= Voltaje capilar: - 4000 V.

= Presion de nebulizacién: 35 psi.

= Gas de secado: N, a 350°C y 12 L min-!,

= Gas de colision: Na.

La energia de colision se optimiza para cada analito de forma que la
sensibilidad de los distintos fragmentos sea la mayor posible. En la Tabla I se
muestran todas las transiciones optimizadas. En negrita se indica la transiciéon de

cuantificacion.
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Tabla 1. Apéndice I. Parametros del analisis mediante L.C-QgQ optimizados para los compuestos
estudiados.

A rociciones  ERetgia |

! r ransicion !

i Analito . ansieiones de colision Abundancia

: (min) (m/z) :

(eV)

i 361.17 — 79.3 50 515

P 13Cq ISNs—AMP 1.0

: 361.17 — 97.5 16 28

i 267.07 — 135.4 16 955

¢ INN 1.8

: 267.07 — 108.5 16 20
257.08 — 167.5 5 154

5mU 2.0 257.08 — 124.5 5 153
257.08 — 89.4 16 120

i 298.08 — 208.5 5 364

i SOHG 2.2

: 298.08 — 123.3 27 110
266.09 — 150.4 5 798

2dG 2.3 266.09 — 133.1 25 400
266.09 — 108.3 29 271

282.08 — 192.7 5 300

i SOH2dG 3.5

: 282.08 — 122.5 27 150
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APENDICE I MENCION “DOCTORADO INTERNACIONAL”

Con la elaboracion y defensa de esta memoria de tesis se pretende optar a la
obtencién de la mencién “Doctorado Internacional”, al considerar que la doctoranda
redne los requisitos para optar a tal mencion:

e La doctoranda ha realizado una estancia de quince semanas en el King’s
College London (Reino Unido) relacionada con la presente tesis.

e FHsta memoria incluye un resumen en inglés, incluyendo objetivo y
conclusiones.

e La tesis cuenta con los informes favorables de dos Doctores expertos
pertenecientes a instituciones de educacién superior no espafiolas.

e Uno de los miembros que ha de formar parte del tribunal evaluador de la
tesis es un experto perteneciente a una institucion de educacién superior
no espanola.

Se incluyen, en este apéndice, los pertinentes informes favorables asi como la
certificacién de la estancia breve.
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ADMISION EN EL CENTRO RECEPTOR DE LA ESTACIA

1. Becario/ applicant:

Localidad/ Country: Londres (Reino Unido) / London (UK)

3. Investigador responsable en el centro / Person in charge of the Host
Institution:

CERTIFICO:

que acepta al becario arriba mencionado durante la estancia en este centro durante
las siguientes fechas:

desde: 01/septiembre/2012 hasta 16/diciembre/2012

THIS IS TO CERTIFY:

That this Institution accepts the above mentioned applicant during his/her
temporary stay in the following dates:

From: 01/ September/2012 To 16/ December/2012

Lugar v fecha/ City and date: London

7 ING'S
(0//(’0{ ’
I()\I)()\

University of London
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DEPARTMENT OF CHEMISTRY

Chemistry Research Laboratory, University of Oxford
Mansfield Road, Oxford OX1 3TA
United Kingdom

Oxford, 7 November 2015

RAQUEL HERNANDEZ PRIETO THESIS REPORT

Title: “New applications of capillary electrophoresis coupled with mass spectrometry for the
evaluation of endogenous metabolites of clinical interest in urine”.

(University of Salamanca, Spain)

The Doctoral Thesis presented by Ms. Raquel Hernandez Prieto is a research of great importance, both
practical and applied, with could have very interesting applications as analytical tool for use in clinical
practise.

The PhD has used capillary electrophoresis coupled with mass spectrometry to carry out the separation,
identification and quantification of a broad set of nucleosides in urine. The methodology developed is rapid
and robust. In addition, a new procedure for the extraction, cleaning and preconcentration of the biological
samples has been descnbed. Not only but also, she has applied the methodology as analytical tool to study
whether tobacco consumption affects the levels of nucleosides in urine.

The large amount of work presented in this thesis has followed serious and rigorous experimental
procedures which have been carried out in an ordered and methodological way. The objectives are well
presented and all the experimental work has been thoroughly explained. All the objectives have been
achieved with success and the results have been analyzed in a critical and clear way.

The volume of the work that has been done is remarkable, and has already been published in two
international journals with high impact factor.

Moreover, the PhD has completed with success a predoctoral stay of three months in the prestigious
Institute of Pharmaceutical Science King's College London, research that has already been published in a
high impact factor international journal. The experience gained by the candidate during this predoctoral stay
has been applied in a practical way to her thesis topic, indicating the high degree of utilization of this stage.

In conclusion, | would like to congratulate the Ph.D. Student, Raquel Hernandez Prieto, for her work and
the quality and relevance of the results obtained. Therefore, | believe that the work meets the scientific

quality requirements for presentation and oral dissertation at the Universidad de Salamanca.

Yours sincerely,

Dr. Angel L. Fuentes de Arriba
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T
I A\( ) J S ANALYTICAL & ENVIRONMENTAL SCIENCES DIVISION
College KING'S COLLEGE LONDON
l ()\ l ) ()\ 4TH FLOOR, FRANKLIN-WILKINS BUILDING
AREE gilas 150 STAMFORD STREET

LONDON SE1 9NH
University of London

Report for the PhD thesis entitled:
“New applications of capillary electrophoresis coupled with mass spectrometry for
the evaluation of endogenous metabolites of clinical interest in urine” presented by

Raquel Hemandez Prieto. University of Salamanca (Spain).

The PhD thesis reviewed here encompasses new and original scientific work
and deals with the development of rapid and efficient methodologies for the separation.
identification and quantification of a broad set of free and modified nucleosides in
biological fluids. The analytical technique employed is capillary electrophoresis coupled
with mass spectrometry (CE-MS), this combination exploits the advantages inherent to
capillary electrophoresis as a high performance separation technique and the ability of
mass spectrometry to identify analytes. Moreover, capillary electrophoresis is highly
appropriate for applications in the analysis of biological samples because it is
compatible with aqueous media and is suitable for the separation of highly polar
compounds, both ionic and ionizable. These requirements match most of the metabolites
found in  biological fluids. For its application to wurine, several
extraction/cleaning preconcentration procedures have been developed in order to favour
analyte detection and take care of any contamination damage to the instrumental set-up.

The work described is a research of great theoretical and practical interest.
together with a highly topical approach, presenting serious and rigorous experimental
development. The experimental was made in a very methodical way, allowing the
evaluation of targets and achievements. The results are analyzed eritically allowing
conclusions about the possible use of these compounds as markers of disease. Overall
an excellent piece of analytical and biomarker work. Hence, I believe that the work

done widely qualify scientific quality to reach the Degree of Doctor.
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Additionally. I believe that the work meets the requirements of scientific
quality to obtain the PhD Degree with international Mention for the University of

Salamanca.

Yours Sincerely,

W, $M1kl\

Dr. Norman W. Smith
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