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1. Resumen
La 1,3-difenilguanidina es un compuesto ampliamente utilizado en los procesos de
vulcanizaciéon del caucho. Diferentes estudios han reportado su presencia en el
medioambiente, (polvo, aguas, aire...), asi como toxicidad en diferentes especies
animales. Debido a esto, seria interesante utilizar técnicas de biomonitorizacién para
poder evaluar la exposicion del ser humano a esta sustancia. Para poder llevar esto a cabo
es necesario conocer los metabolitos resultantes a su paso por el organismo. Los
metabolitos de esta sustancia no han sido descritos todavia, por eso, en este proyecto se
realizan ensayos in-vitro para intentar obtener estos posibles metabolitos. Estos se
buscaron mediante screening con cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de
masas (en tandem) de alta resolucion y se identificaron un total de seis metabolitos. Una
vez conocidos esos posibles metabolitos se realizaron analisis de orina de unas muestras

de voluntarios para determinar su presencia en humanos, sin detectar ninguno de ellos.

2. Introduccion
Debido a la enorme produccion de sustancias quimicas organicas que se da en la
actualidad, los seres humanos, asi como otros muchos organismos, se ven expuestos a
una gran variedad de compuestos, muchos de los cuales pueden tener efectos negativos
sobre la salud. Por ello, es habitual utilizar técnicas de biomonitorizacion para evaluar el
nivel de exposicion, y por lo tanto el riesgo potencial que estas suponen, entendiendo por

dichas técnicas el andlisis de muestras de tejidos o fluidos biologicos.

La orina presenta varias ventajas para este tipo de analisis, ya que es facil de obtener y
las técnicas de obtencion de esta no son nada invasivas, pero para poder realizar este tipo
de estudios es necesario conocer cudl es la sustancia excretada, pudiendo ser la molécula

original y/o sus metabolitos de fase I o fase II.

En este trabajo se estudiara el metabolismo de un compuesto utilizado en el proceso de
vulcanizacién del caucho, la 1,3-difenilguanidina (DPG), y su presencia en muestras de

orina. La estructura de esta molécula se muestra en la figura 1.

Figura 1: Estructura de la DGP.



El metabolismo engloba una gran cantidad de reacciones bioquimicas, las cuales suelen
estar catalizadas por enzimas, permitiendo la produccion de las biomoléculas esenciales
y la energia necesaria para el mantenimiento de las células (1). Todos aquellos productos
de una determinada reaccién metabdlica se denominan metabolitos. Por otra parte, los
compuestos xenobiodticos son todos aquellos compuestos que son exdgenos a los
animales. El término engloba una enorme variedad de sustancias, constituyentes de
vegetales, drogas, pesticidas, productos quimicos industriales, etc. Se estima que los seres
humanos se exponen a un total de 1-3 millones de compuestos xenobioticos a lo largo de
su vida. La mayoria de estos compuestos llegan a los organismos a través de la dieta, del
aire o del agua. Estas moléculas son sometidas a procesos metabolicos de detoxificacion
que, en general, daran lugar a moléculas menos toxicas y mas polares, lo que las hace mas

faciles de excretar (2).

Normalmente, el metabolismo de estos compuestos implica una fase I donde las
moléculas apolares se convierten en compuestos polares mediante reacciones de
oxidacion-reduccion (ej. hidroxilaciones) y una fase Il donde se unen algunas pequefias

moléculas (por ejemplo, acido glucurénico o sulfatos). (3, 4)

Todas estas reacciones, que ocurren de manera natural (in vivo) en el organismo pueden
replicarse de manera simulada en el laboratorio, lo que constituye el denominado
metabolismo in-vitro. En las Gltimas décadas se han desarrollado numerosos modelos in-
vitro del metabolismo del higado, dentro de los cuales se incluyen el citosol y los
microsomas. Los microsomas de higado humano son fracciones subcelulares derivadas
del reticulo endoplasmatico hepatico. Suelen usarse para simular reacciones de la fase I
(con adicién de NADP, nicotinamida-adenina dinucleotido fosfato, como cofactor) y
algunas de fase II, como la glucuronidacién (la UGT esta presente en estos microsomas
y requiere de UDPGA, 4cido uridin difosfato glucuronico, como cofactor). Las fracciones
citosolicas del higado contienen numerosas enzimas de fase II (por ejemplo,
sulfotranferasas, ST). Los cofactores necesarios para el funcionamiento de estas enzimas

tienen que ser afiadidos.(4)

La DPG es un producto quimico sintético utilizado en el proceso de vulcanizacion del
caucho y otros polimeros. El uso de estos materiales estd ampliamente extendido y
podemos encontrarlos en la produccion de neumaticos, materiales de construccion,

suelos, muebles, juguetes, productos de cuero, calzado, material de electronica y guantes.
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La produccion de la DPG se estima entre 1.000 y 10.000 toneladas anuales (datos para
Europa en el 2018) (5). Este compuesto puede pasar al medio ambiente desde los
materiales en los que se encuentran, por lo que existe una exposicion potencial del ser
humano a estos. Se han realizado estudios en modelos animales (6) en los que se vio como
tras una ingesta oral (1,5-150 pmol/kg) la DPG era rapidamente absorbida por el intestino,
seguida por una rapida distribucion en todo el cuerpo y su posterior metabolizacion (6).
Tanto los metabolitos como sus compuestos precursores fueron excretados en orina y
heces, aunque no se identifico la estructura de los metabolitos. El tiempo de vida media
de la DPG en este estudio fue de 9,6 h (6). Otros estudios toxicoldgicos indican que las
particulas generadas por el desgaste de los neumaticos que contienen DPG son tdxicas
para los embriones de Pimephales promelas (carpa cabezona) (6). La Agencia de
Proteccion Ambiental de Estados Unidos (EPA) también predice propiedades
neurotdxicas y como disruptor endocrino para la DPG (6). En cuanto a la
biomonitorizacion de estos compuestos, un estudié indicé la presencia de la DPG en el
suero materno y el cordon umbilical con unas concentraciones de 1,7 y 0,35 ng/mL,
respectivamente (6), y otro mas reciente encontrd concentraciones en orina de voluntarios
de la ciudad de Nueva York (USA) en el rango 0,02-0,79 ng/mL (7). También hay
estudios epidemioldgicos y clinicos que establecen relacion entre la exposicion a la DPG

y la dermatitis alérgica de contacto (6).

Por otra parte, la presencia de este compuesto se ha estudiado en el polvo de interiores en
varios paises y se vio que la DPG estaba presentes en el 100% de las muestras con una
concentracion media de 140 ng/g (8). También se ha encontrado DPG en agua de lluvia,
(a nivel de 60 ng/L) y procedente de nieve derretida (a nivel de 1 pg/L) (8). En estudios
de aguas superficiales en varios paises europeos se detectdé DPG en el 100% (9) de las

muestras analizadas.

Debido a esto, se cree importante identificar la presencia de la DPG en humanos, pero
para ello es necesario conocer los metabolitos derivados de esta sustancia, para, una vez

conocidos, proceder con a su deteccion mediante técnicas de biomonitorizacion.

La hipdtesis de este trabajo es que la DPG tiene un metabolismo in vivo comparable al
metabolismo in-vitro y que este dara lugar a uno metabolitos determinados, los cuales se

podran encontrar en muestras de orina, en caso de exposicion a dicha sustancia.



Para poder llevar a cabo el analisis del metabolismo in-vitro y de las muestras de orina se
emplearan técnicas de screening mediante cromatografia de liquidos de alta resolucion

acoplada a espectrometria de masas en tandem (HPLC-MS/MS)

Se conoce como screening al conjunto de metodologias analiticas destinadas a identificar
un grupo de analitos en una muestra inicial. Este tipo de analisis pretende hacer una

clasificacion de si/no respecto de la presencia de determinados analitos en una muestra.
(10)

La HPLC-MS/MS es una de las mejores técnicas que existen actualmente para el analisis
de biomoléculas tales como proteinas o metabolitos, ademas de que se pueden aplicar
tanto para muestras provenientes de sistemas bioldgicos modelo o de muestras clinicas

como fluidos o tejidos.(11)

3. Objetivos
El objetivo principal de este trabajo es identificar los principales metabolitos humanos de
la DPG mediante metabolismo in-vitro combinado con técnicas de screening con un
sistema HPLC-MS/MS, para posteriormente evaluar su potencial presencia en muestras

de orina humanas.

Para poder lograr los objetivos propuestos se estructura el siguiente plan de trabajo:

e Realizacion de experimentos de metabolismo (fase I y de fase II) in-vitro de las
sustancias.

e Inyeccion de las disoluciones conteniendo los productos de reaccion (metabolitos)
en el sistema HPLC-MS/MS para proceder a su analisis mediante un abordaje de tipo
suspect screening.

e Creacion de la lista de sospechosos (suspect list) utilizando para ello diferentes
softwares (QSAR Toolbox, GloryX y BioTransformer) que generan in silico
multiples posibles metabolitos de las sustancias de partida.

e Procesado de datos e identificacion de los posibles metabolitos en las disoluciones
de fase I y fase II, realizando si es preciso andlisis adicionales en modo target e
interpretando los espectros obtenidos.

e Anadlisis de muestras reales de orina para verificar si dichos metabolismos estan

presentes in vivo.



. Metodologia

4.1 Materiales, reactivos y patrones

Microtubos

Micropipetas y puntas

Pipetas pasteur

Jeringas de pléstico desechables
Filtros de jeringa Clarify (PFTE,
13mm, 0,2um, Phenomenex)
Microcentrifuga

Viales de vidrio para LC
pHmetro

Horno

Termometro

Etiquetas

Crondmetro

Viales y frascos para conservar
las disoluciones

Jeringas

Cartuchos Oasis HLB 200 mg
Colector de vacio Visiprep para
SPE

Estacion de secado Visidry con
corriente de N»

Tubos de vidrio para TurboVap
Sistema de  concentracion
MiniVap (Supelco)

Agua ultrapura

Disolucion de stock de DPG en
DMSO (97% pureza)
Nicotinamida-adenina
dinucledtido fosfato (NADPH)
(Sigma Aldrich)

Acido formico LCMS (Scharlab)
Acetonitrilo LCMS (Fischer)
Irbesartan-d4-IS-(+)(-)
(Caymanchem)

Fenacetina (Sigma-Aldrich)
Acido uridin difosfato
glucurénico (UDPGA) (Sigma-
Aldrich)

PAPs ()

Alameticina (Sigma Aldrich)
4-nitrofenol (Sigma-Aldrich)
HLM 20 mg/mL (Xenotech)
HLCYP10 mg/mL (Xenotech)
Base trizma (2-Amino-2-
(hidroximetil)-1,3-propanodiol)
(Sigma Aldrich)

HCI IM

MdCl,-6H>0 (Sigma Aldrich)
Metanol LCMS (Fisher)

Acido formico LCMS (Scharlab)



4.2 Metodologia de los estudios in-vitro

4.2.1 Procedimiento

En primer lugar se prepararon los reactivos y sustancias necesarias para poder llevar a

cabo las reacciones de acuerdo con el protocolo descrito en Gys, Celine y col. (12).

Para la disolucion sustrato se utilizé directamente disolucion de stock de la DPG, 1780

pg/mL,

Para la preparacion de la disolucion tampon de TRIS-HCI 100 mM se pesaron 1,22801 g
de base trizma y 0,111000 g de MgCl» hexahidratado. La reaccion tiene lugar a 37°C, por
lo que el tampon debe prepararse a esta temperatura para evitar variaciones del pH. En el
horno se calentaron 80 mL de agua ultrapura en un vaso de precipitados y se afiadieron la
base trizma y el MgClz y se volvid a calentar hasta la temperatura deseada. Una vez
alcanzada, se coloca un termometro y se afiade HCl 1 M poco a poco con una pipeta
pasteur mientras se agita. Hay que comprobar a cada momento el pH y la temperatura, si
esta baja de los 37°C hay que volver a calentar. Una vez alcanzado el pH deseado
(pH=7,52) se afiadi6 agua ultrapura hasta los 100 mL de volumen total de disolucion y se
calentd nuevamente hasta 37 °C, se comprobo el pH (7,5) y se almacend a 4°C hasta su

uso.

Antes de comenzar el proceso, se preparo la disolucion de parada, consistente en 1% v/v
de acido férmico en acetonitrilo con 5 mg/mL de irbesartan-d4 (empleado como patrén
interno) y las disoluciones de NADPH (0.08 mg/uL) y fenacetina (100 ug/mL) en agua
ultrapuray UDPGA (1mM), PAPs (10 mM) y 4-NP (1mM) en disolucién tampon.

Una vez preparadas las disoluciones necesarias se irdn simulando las reacciones. Primero
se etiquetan los microtubos adecuadamente y se afaden los reactivos. Los volumenes
afnadidos, asi como los tiempos a los que se afiaden se resumen en las tablas A1, A2 y A3
(material suplementario). La primera muestra se corresponde con el control positivo, un
compuesto cuyo metabolismo se conoce que es de fase I, la fenacetina, se utilizara para
comprobar que las reacciones se han realizado correctamente. Los experimentos 2 al 7
corresponden a controles negativos a los cuales no se les anade el sustrato, el cofactor o
los HLM, se utilizaran para descartar posibles compuestos interferentes. Se hace un
control negativo para ambos tiempos, 1 y 3 horas. Las muestras de la 8 a la 13 son las

réplicas, se hacen 3 a cada tiempo (1 y 3 h).



Para los ensayos de fase II las muestras 14, 15, 22 y 23 son controles negativos donde no
se afiade cofactor o sustrato. Las muestras 19 y 27 constituyen el control positivo con el
4-nitrofenol y las muestras 16, 17, 18, 24, 25 y 26 constituyen las réplicas. Se realizan
también dos réplicas de solo fase II (20, 21, 28 y 29) para comprobar si se forma algin

metabolito solo durante estas reacciones metabolicas.

Los microtubos se colocan dentro del horno a 37°C durante todo el experimento y los

cofactores se almacenaran a 4° C mientras no se estan utilizando.

Primero se hacen las reacciones de fase I (tabla 4), tanto las que son solo de esta fase
como las que van a continuar a la fase II. En primer lugar, hay que afiadir el volumen de
disolucion tampon necesaria a cada microtubo. Después, se afiaden los 25 plL de los HLM
20 mg/mL en las muestras que lo requieran. A continuacion, se afiaden los 10 uL de la
disolucion sustrato en las muestras donde asi se indique y en el caso del control positivo,
los 10 pL de la disolucion de fenacetina. Al finalizar todas estas adiciones hay que agitar
los microtubos con un vértex. Se ponen a incubar las muestras durante cinco minutos y
después se afiaden 10 uL. de NADPH y se agita. Se deja reaccionar una hora. Al pasar
estos 60 minutos hay que parar las muestras de fase I de 1h con 0,25 mL de la disolucion
de parada. Las otras muestras contintian la reaccion y hay que volver a afiadir el NADPH.
Los microtubos en los cuales se par6 la reaccion se agitan y se meten en una
microcentrifuga a 8000 rpm durante 5 minutos. Cuando vuelva a pasar otra hora (120
minutos desde el inicio) hay que volver a afiadir el cofactor, agitar y dejar reaccionar otra
hora més. Al cabo de otros 60 minutos, 180 en total, hay que parar las reacciones de fase
Iy fase II. A las de fase I se les afiaden 0,25 mL de disolucion de parada y a las de fase 11
se las mete en un bafo de agua-hielo durante 30 segundos. Todas estas muestras se

llevaran a una microcentrifuga a 8000 rpm durante 5 minutos.

Después de esto dan comienzo las reacciones de fase II. Se recoge la cantidad de
sobrenadante indicada de los microtubos que han sido centrifugados y se afiaden 25 pL.
de los HLM o de los HLCYT, seglin corresponda. Posteriormente hay que afiadir 10 pL
de sustrato y de alameticina a las muestras de las reacciones de glucuronidacion. Se deja
incubar 5 minutos y se anade el cofactor, el UDPGA en un caso y el PAPs en el otro.
Tanto en los controles positivos como en los de solo fase II hay que afiadir la cantidad de

disolucion tampon indicada y el sustrato. Después de afiadir los cofactores se empieza a



contar el tiempo, teniendo en cuenta que hay que volver a afadir los cofactores

correspondientes cada hora, es decir, a los 60 y a los 120 minutos.

Una vez transcurridas 3 horas (180 minutos) se afaden 0,25 mL de disolucion de parada,

se agita y se microcentrifuga durante 5 minutos a 8000 rpm.

A las muestras centrifugadas se les recoge el sobrenadante y se vierte en viales
debidamente etiquetados, los cuales se conservaran en un congelador a -20°C hasta la
inyeccion. Antes de la inyeccion las muestran se tienen que filtrar, para ello se utilizaran

filtros desechables de 0,2 um acoplados a una jeringa.

4.2.2 Condiciones de medida

Dado que se tiene una lista de posibles metabolitos se realiz6 un suspect screening. Las
muestras fueron analizadas en un equipo de cromatografia de liquidos de alta resolucion
acoplado con espectrometria de masas en tdndem hibrida cuadrupolo-tiempo de vuelo

(HPLC-QTOF).

El cromatdgrafo es el modelo Agilent 1290 Infinity II acoplado mediante un sistema ESI
(JetStream) al espectrometro de masas en tindem modelo Agilent 6550 iFunnel, como se
observa en la figura 2. La columna cromatografica es de fase inversa de Agilent, modelo
ZORBAX Extend-C18 Rapid Resolution HT, de 2,1 x 50 mm y tamaiio de particula 1,8
um con una precolumna SecurityGuard C18 2,1 mm. También fue necesario el uso de una

columna de retardo Agilent InfinityLab PFC 4,6 x 30 mm.

- s

i
o
1
"4
D 4
- - i
[ D

~—

Figura 2: HPLC-QTOF. Copyright
Agilent Technologies.

El gradiente de fase movil se describe en la tabla 1. El flujo se mantuvo constante a 0,4

mL/min.



Tabla 1: Porcentaje de cada fase mdvil para el gradiente de elucion. Flujo 0,4 mL/min.

Tiempo (min) | Fase movil A (%) | Fase movil B (%)

0,00 98,00 2,00

1,00 98,00 2,00

15,00 30,00 70,00
16,00 30,00 70,00
19,00 0,00 100,00
20,00 0,00 100,00
20,01 98,00 2,00
25,00 98,00 2,00

La fase A estd compuesta por agua ultrapura calidad LC-MS (VWR Chemicals) 5mM de
acetato de amonio (NH4OAc) y la fase B metanol calidad LC-MS (Fischer Scientific) 5
mM de NH4OAc. Las muestras se inyectaron en el modo Auto MS/MS (DDA) y se

ionizaron tanto en positivo como en negativo.

El equipo tiene dos frecuencias de operacion, 4 GHz y 2 GHz. Se escogio el segundo ya
que a pesar de tener menor resolucion tiene un mayor rango lineal. Las condiciones de

operacion del espectrometro se muestran en la tabla 2.

Tabla 2: Condiciones experimentales del espectrometro de masas.

Modo de ionizacion ESI +/-

T? gas de secado (N2) 200°C

Flujo del gas de secado 12 L/min

Presion nebulizador 30 psig

Voltaje del fragmentador 120V

Voltaje del capilar 2500 V

Velocidad de adquisicion | 6 espectros/s

Rango m/z 60-1000

Energia de colision 10/20/40 V

Para alguno de los metabolitos se realizaron inyecciones complementarias en el modo

Target MS/MS con el fin de adquirir espectros MS/MS de calidad.



4.2.3 Tratamiento de datos

Antes de realizar la inyeccion se generd una lista de posibles metabolitos con la ayuda de
los softwares GloryX!, QSAR Toolbox? y BioTransformer® y en base a conocimientos
previos de metabolismo. Se obtuvieron un total de 42 posibles metabolitos para la DPG
En esta lista se incluyeron tanto metabolitos de fase I como de fase II, asi como el

compuesto de partida.

Los datos obtenidos mediante el HPLC-QTOF se analizaron con dos softwares,
MassHunter Profinder y MassHunter Qualitative. En el primero se introdujeron todos los
posibles metabolitos de la lista y los cromatogramas de todas las muestras para hacer una
seleccion preliminar y ver que metabolitos estaban presentes y cuales no. Una vez hecho
este primer cribado se utilizd el otro software para ver la estructura y forma del

cromatograma, asi como para extraer los espectros de masas a diferentes energias.
Los criterios utilizados para aceptar o descartar a cada candidato fueron:

- No estar presentes en los controles negativos o que el area del pico de estos
suponga menos del 10% del area correspondiente réplica los experimentos con
sustrato DPG.

- Estar presente en al menos dos de las tres réplicas.

- Tener un error de masa de menos de 10 ppm.

Ademas, se analizaron los controles positivos y el patron interno para comprobar que

tanto las reacciones como las inyecciones habian transcurrido segun lo esperado.

4. 3 Metodologia de los analisis de orina

4.3.1 Procedimiento experimental

Para las pruebas de los analisis de orina se realizaron dos tipos de preparacion de muestra.
Por una parte, se realizo una dilucion de la orina y se inyect6 directamente en el sistema

(dilute and shoot) y por otra parte se realizo una extraccion en fase solida (SPE).

! https://nerdd.univie.ac.at/gloryx/
2 https://qsartoolbox.org/
3 https://biotransformer.ca/new
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La orina procede de unas muestras de 60 voluntarios (estudio aprobado por el Comité de
Etica de Santiago-Lugo, registro 2019/545)) de las cuales se hicieron tres muestras

compuestas o pools, cada uno de ellos compuesto por la mezcla de 20 orinas diferentes.

Las muestras dilute and shoot se prepararon mezclando 250 pL de cada pool de orina,
previamente filtrados con filtros de 0,22um acoplados a jeringa, con 750 puL de agua

ultrapura, es decir, se hizo una dilucion 1:4.

La SPE comenzo6 con la filtracién de las muestras de orina. Los cartuchos de tipo OASIS
HLB se acondicionaron con 3 mL de agua ultrapura y 3 mL de MeOH. Después se paso
a través de ellos la muestra consistente en 1 mL de orina y 10 mL de agua ultrapura. Se
hizo un lavado con 1 mL de agua ultrapura. Posteriormente, los cartuchos se secaron con
una corriente de nitrogeno durante 20 minutos y al finalizar se eluyeron con 6 mL de
metanol. Después se evaporo a sequedad con corriente de N> con ayuda del TurboVap y
del MiniVap y se reconstituydé con 100 pL. de una disolucion 50:50 metanol/agua
ultrapura. Esto nos da un factor de concentracion de 10, ya que se partié de 1 mL de orina

y el volumen final es de 100 pL.

Antes de la inyeccion las muestras de la SPE se filtraron con los filtros acoplados a jeringa

de 0,22 um.

4.3.2 Condiciones de medida

Tanto los equipos como las condiciones de medida fueron las mismas que las utilizadas
en el andlisis de las muestras de metabolismo in-vitro (ver apartado 4.2.2), salvo por el
método de adquisicion. En este caso se realizo primero un andlisis en DIA (4!l ions) para
intentar obtener la mdxima informacidon posible, aunque no se pudiesen asignar los
fragmentos a sus precursores. Posteriormente un DDA dirigido para obtener espectros

MS/MS con sus correspondientes precursores.

433 Tratamiento de datos

Los datos obtenidos mediante el HPLC-QTOF se analizaron con el software MassHunter
Qualitative. Se utilizé la misma suspect list que para la busqueda de los metabolitos in-
vitro, por si aparecian algunos que no se habian obtenido. El criterio de seleccion para
estos compuestos fue: coincidencia de los tiempos de retencién con los metabolitos

obtenidos mediante las reacciones in-vitro y tener un error de masa de menos de 10 ppm.
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5 Resultados y discusion

5.1 Resultados del metabolismo in-vitro

Se encontraron un total de 6 metabolitos de la DTG. Los nombres de estos, asi como su

estructura, se recogen en la tabla 3.

Tabla 3: Abreviatura y estructura de los metabolitos encontrados mediante el andlisis de screening de las reacciones

de metabolismo in-vitro de la DPG.

Reaccion Abreviatura Estructura
H NH
Glucuronidacion eI.l e.l nitrogeno DPG-G O/ \“/ 0
de la guanidina N._© ot
HOW
OH
_OH
Hidroxilacion de un anillo e
- DPG-MI |
aromatico L A
1) N ! F«i et
H }
Hidroxilacion de un anillo s OO __.-Lx_,.,,
aromatico y su posterior DPG-MIG | [ [ [
. ., N 7 HO™ ~ oH
glucuronidacion b H A
Doble hidroxilacion de un anillo HO NH -
(e DPG-M10 /J_L
aromatico N7 N
H H
HO =
Hidroxilacion y transformacion R o “
Y DPG-M7 | [
de guanidina en urea
H p
HO —
{x
Ciclacion e hidroxilacion de un
. » DPG-M12a
anillo aromatico M\(N H
M
H NH
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Los metabolitos que se encontraron cumplian las condiciones anteriormente mencionadas

y fueron confirmados, con diferentes niveles de certidumbre, por sus espectros MS/MS.

e DPG-M1

La DPG-M1 se encontr6 tanto en los andlisis con ionizacioén positiva como negativa. Se
encontr6 en réplicas de fase [ y de fase II. Se supone su formacion en la primera fase y su

conservacion en el medio de reaccion en la segunda fase.

10 3 +ESI Product lon (r: 6-6 min, 3 scans) Frag=120.0V CID@10.0 (228.1134[z=1] -> **) 14_CYP-3h-REP2.d
x10 3 ) % i
~
HO - 2
1.8 ST N
o S ) &
1.6 H N
1.4
HO ==\
"2 N7 "Ny HO .
SN H
1 \ HO.;=\ NH (e ~F
', S i @
0.8 e |. - H =
l-:_ l v + . 2
0.6 : NH; < P 0 2
¢ S . o Z
4] &§ .= gz 32 o 8
. z - - v
wf $o 82 8% 2T 3 & ST -NH3
.~ 8 n = - D~ = =4 - | bocd )
02|ex o 2 o @ L.
= @ o =2 A ~ - -0
53 38 F2 A 2 o
0 P.exe |y L [ « oy = 1%
90 1 1 120 13 14 150 16 17 180 1€ 10 0 3
0 0 2 0 Coung VS, Mass—toﬁhargc?mfz) % 200 2 2 230

Figura 3: Espectro MS/MS de la DPG-M1 a energia de ionizacion 10 V junto con la identificacion de

varios fragmentos. lonizacion positiva, ESI +.

Como se puede ver, en el espectro, figura 3, se observa la pérdida de pequefios grupos
tales como amoniaco o benceno que cuadran con posibles pérdidas de las estructuras
propuestas. Ademas, el patron de fragmentacion propuesto coincide con el mostrado en

otro trabajo de investigacion previo de oxidacion de estos compuestos con cloro (13).

Observando este espectro podemos obtener mas informacion que respalda la eleccion de
la estructura propuesta. No obstante, hay que decir que no se puede distinguir en que
posicion se encuentra el grupo hidroxilo. Ademas, en el modo negativo se encontraron
dos picos cromatograficos a distintos tiempos de retencidén con espectros coincidentes, lo

que indica que se formaron al menos dos isémeros del compuesto.

En base a estos datos se puede decir que se formaron (al menos) dos compuestos

monohidroxilados en el anillo aromatico.
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e DPG-M7

La DPG-M7 se encontr6 solo en los analisis con ionizacidén negativa y en las réplicas de
fase I y fase II. Su espectro MS/MS se muestra en la figura 4. El error de masas en las

muestras en las que aparecia era menor que 7 ppm.

+n 3 [Cpd 3 C10 H14 N OS: 10: (M-H)-: -ESI Product lon (: 10-10 mn, 10 scans) Frags1200V CID@10.0 (227.0826[z=1] -> )
5- HO X -
R N 0 27N
NN .
- L L )
3 - NFTONH u t‘: OH

i

8 N il Il A
0 70 80 0 100 110 120 130 J40 150 180 170 180 190 200 210 220 230
o ’ ~ ' ::\u‘-t:l'./: !-V‘a::»!::»thar;o\f* z) = o o ic o

«
[*1] —
-

Figura 4: Espectro MS/MS de la DPG-M7 a energia de ionizacion 10 V junto con la identificacion de

varios fragmentos. lonizacion negativa, ESI -.

Este espectro se compard con una prediccion obtenida mediante CFM-ID* y la mayor
parte de los picos predichos coinciden con los del espectro experimental, ademas se
pueden asignar varias masas y sus posibles formulas moleculares con estructuras

derivadas del metabolito propuesto.

En base a esto se puede decir que se formo6 un metabolito en el que sustituyd uno de los
nitrégenos por un oxigeno, pasando asi de una guanidina a una urea y que ademas esta

monohidroxilado en uno de los anillos aromaticos.
e DPG-MI10

La DPG-M10 solo aparecia en ionizacidn positiva y se encontrd tanto en las réplicas de
fase I como las de fase II. El error de masas es en todos los casos menor a 7 ppm. El

espectro de masas obtenido se corresponde con la figura 5:

4 https://cfmid.wishartlab.com/
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Cpd 1: C13 H13 N3 0Z; 4 (M=H)+: +ESI Product lon (rt: 44 min, 4 scans) Frag=1200V CIDE10.0 (244.1081[z=1] = ") 04_ _

x10 2 .
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1.1 q
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Figura 5: Espectro MS/MS de la DPG-M10 a energia de ionizacion 10 V junto con la identificacion de

varios fragmentos. lonizacion positiva, ESI +.

En este caso también se compard6 el espectro experimental con el predicho en CFM-ID.
Se observa coincidencia entre alguno de los picos de la prediccion con los obtenidos
experimentalmente. En el espectro experimental también se pueden atribuir ciertos picos
y foérmulas moleculares con estructuras y fragmentos que vendrian justificados por el
metabolito propuesto. En base a estos fragmentos se puede suponer que los dos hidroxilos

se encuentran en el mismo anillo.
e DPG-M12a

La DPG-M12a aparece solo en positivo y en las réplicas de fase I y fase II. El error de
masa fue siempre menor de 6 ppm. En este caso si se disponia de otro espectro
experimental obtenido de (13), que se corresponde bien con el obtenido en este trabajo y

presentado en la figura 6:
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Figura 6: Espectro MS/MS de la DPG-M12a a energia de ionizacion 10 V junto con la identificacion de
varios fragmentos. lonizacion positiva, ESI +.

Como se puede ver, se encontraron varios fragmentos que respaldan la estructura
propuesta y que ademads coinciden con algunas de las posibles formulas. En este
metabolito se produce una reaccion de ciclacion y una hidroxilacion de un anillo

aromatico.
e DPG-G

La DPG-G solo se encontrd en los analisis con ionizacion positiva y solo en las réplicas
de fase II, cosa que cabria esperar dado que es un glucurénido. Los errores de masa fueron

siempre inferiores a 2 ppm. El espectro experimental aparece en la figura 7:

1103 ]/Cod 2 C19H21 N3 O 5: (MeH+. +ESI Product lon (- S-S min, 5 3cans) Frage120.0v CID@10.0 (388.1503z=1] -> ) 13__

+
425
3%
35

2755
25

: KR

1.7 R U e
15 e
1.5 NHy &
1 . A
0.7 NZ = Z
0s ::' ; B 0
<R 2R B
0.5 *5 = . A

0 3 v
2 4 6 80 100 120 140 160 200, 220 240 1?;9.,28)307220 30 B0 B0 <00

Cc:aé:)s Vi s-o-Charge
Figura 7: Espectro MS/MS de la DPG-G a energia de ionizacion 10 V junto con la identificacion de

varios fragmentos. lonizacion positiva, ESI +.
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Como se puede observar, se pueden identificar algunos de los picos con las formulas y
estructuras propuestas relacionadas con el posible metabolito. Ademas, se observa que
desde M+H hasta m/z 212.1180 (DPG protonada) hay una diferencia de masas

correspondiente a la pérdida de un glucuroénido.
e DPG-MIG

La DPG-M1G solo se encontr6 en muestras de fase II y en ionizacion positiva. Los errores

de masa siempre fueron menores que 3 ppm . La figura 8 recoge el espectro obtenido.

En el espectro experimental se pueden identificar varias masas y estructuras propuestas

compatibles con la molécula de origen. Ademas, también se observa una diferencia de
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Figura 8: Espectro MS/MS de la DPG-M1G a energia de ionizacion 10 V junto con la identificacion de
varios fragmentos. lonizacion positiva, ESI +.

masa entre dos picos correspondiente al acido glucurdénico. Este metabolito es el
glucuronido derivado de la DPG-M1, asi que visto que no se pudo identificar la posicion
del hidroxilo en su predecesor, tampoco se puede saber el lugar exacto que ocupa este

glucurénido.

5.2 Posible ruta metabolica

En la figura 9 se recoge la posible ruta metabolica de la DPG. En las reacciones de fase I
se forma, a partir de la DPG su derivado monohidroxilado (DPG-M1). Desde este

metabolito se puede producir el compuesto monohidroxilado con el grupo urea (DPG-
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M7) o el dihidroxilado (DPG-M10). Desde el dihidroxilado se puede obtener el

compuesto ciclado con un grupo hidroxilo en el anillo aromatico (DPG-M12a).

En cuanto a fase II se forman dos glucurénidos, el propio de la DPG con el grupo unido
a un nitréogeno del grupo guanidina y el derivado de la DPG-M1 con el grupo glucuronido

unido al oxigeno del grupo hidroxilo.

N ~ -
0PG I// J DPG-G

N NH N
S o —_

l Qf.. U

0
o ,ﬁ/(in |/§ N fl OH ) /j = O’O""O'Y‘LOH
J N/\V L)\ Ay \T [\V i\-ﬁ-’u‘ﬁ» X lHo-'l\(g)“OH
H

N7 N7
H H ppe.m
DPM-M7 g DPG-MIG
/ HO
i —
a
HO OH \\ﬁ
Yy N Y %
O T — O
NFSN7 N7 NF NN A
H H VI
H NH
DPG-M10 DPG-M12a

Figura 9: Posible ruta metabdlica para la DPG.

5.3 Resultados de los analisis de las muestras de orina

En las muestras de orina no se encontr6 ningin metabolito, sin embargo, si se encontro
una masa coincidente con el DPG-M?7, pero como aparecia en ionizacion negativa y en
los analisis previos solo se obtuvo el espectro MS/MS en ionizacidn positiva, estos no se

pueden comparar, por lo que no se puede afirmar que se trate de este metabolito.

6 Conclusiones

En este estudio se hicieron experimentos de metabolismo in-vitro de la DPG para obtener
los metabolitos correspondientes de esta sustancia. La identificacion de dichos
metabolitos se realizd6 mediante técnicas de screening por cromatografia de liquidos de
alta resolucion acoplada a espectrometria de masas en tdindem. Por tltimo, se analizaron

muestras de orina de voluntarios.

En base a los resultados obtenidos se consiguieron identificar tentativamente seis
metabolitos de la DPG (algunos presentando varios isomeros) mediante la simulacion in-

vitro. La estructura de estos metabolitos se dedujo a partir de sus espectros de MS/MS.
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En los anélisis de orina no se encontrd ningiin metabolito, aunque si se encontr6é una masa
coincidente con un metabolito (DPG-M7), pero su espectro MS/MS no permitia la
identificacion. Cabe la posibilidad de que se pudiesen encontrar mas metabolitos, por lo
que seria interesante proseguir la investigacion disminuyendo los limites de deteccion del
método, investigar una poblacion mas amplia (incluyendo sujetos de posible exposicion

ocupacional) para comprobar si se forman o no otros metabolitos.
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Material suplementario

Tabla Al: Volumenes y tiempos de adicién para cada microtubo para las reacciones de Fase I.

1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12 13
CYP- | CYP- CYP | CYP I cvp. | CYP- | CYP- | CYP- | CYP- | CYP-
CYP- CYP- | CYP- - -
PC NCS- | NCS- NCC-1 | Ncc-3 | NCH | NcH 1h- 1h- 1h- 3h- 3h- 3h-
1 3 1 3 REP1 | REP2 | REP3 | REP1 | REP2 | REP3
CYP CYP | CYP CYP CYP CYP CYP | CYPs: | CYPs: .| CYPs: | CYPs: | CYPs:
Control . . . . sin . CYPs:
ositivo sin sin sin sin HL sin 1h 1h Réplic 3h 3h 3h
,'Senaceti sustrat | sustrat | NADP | NADP M HLM | Réplic | Réplic ap3 Réplic | Réplic | Réplic
n olh | o3h | H1h | H3h 1h 3h al a2 al a2 a3
935 965 945 965 965 980 | 960 955 955 955 935 935 935
25 25 25 25 25 0 0 25 25 25 25 25 25
0 0 0 10 10 10 10 10 10 10 10 10 10
10 - - - - - - - - - - - -
10 10 10 0 0 10 10 10 10 10 10 10 10
Parar Parar Pca:)r;lr Parar | Parar | Parar
10 con 10 con 0 hoe 10 con con con 10 10 10
- s acid f - -
acido acido o acido | acido | acido
10 10 0 10 10 10 10
Parar Parar Parar Parar Parar | Parar | Parar
con con con con con con con
acido acido acido 4cido acido | acido | acido




Tabla A2:VolUmenes y tiempos de adicion para cada microtubos para las reacciones de glucuronidacion de Fase Il.

14 15 16 17 18 19 20 21
GLUC
GL.UC GL.UC G,LL.JC GLUC G,LL.JC Control Pos GLUC ,SOI.O GLUC solo Fase Il
sin sin réplica réplica 2 réplica (4-NP10 Fase Il réplica rélica 2
cofactor | sustrato 1 P 3 1 P
uUM)
955 965 955 955 955 0 0 0
25 25 25 25 25 0 0 0
10 0 10 10 10 0 0 0
10 10 10 10 10 0 0 0
10 10 10 10 10 0 0 0
10 10 10 10 10 0 0 0
. . 3h 3h 3h
Shhielo | 3hhielo | iolo | hielo | hielo
945 935 935 935 935 935 935 935
25 25 25 25 25 25 25 25
4-NP: 10 DPG/DTG: 10 DPG/DTG: 10
10 10 10 10 10 10 10 10
0 10 10 10 10 10 10 10
0 10 10 10 10 10 10 10
0 10 10 10 10 10 10 10
3h 3h 3h 3h 3h 3h 3h 3h

Tabla A3:Volumenes y tiempos de adicion para cada microtubo para las reacciones de sulfatacion de Fase Il.

14 15 16 17 18 19 20 21
SULF
SULF SULF sin S,U LF SULF S,U LF Control Pos SULF ?OIP SULF solo Fase Il
sin réplica | . . réplica Fase Il réplica -
sustrato réplica 2 (4-NP10 réplica 2
cofactor 1 3 1
pM)
955 965 955 955 955 0 0 0
25 25 25 25 25 0 0 0
10 0 10 10 10 0 0 0
10 10 10 10 10 0 0 0
10 10 10 10 10 0 0 0
10 10 10 10 10 0 0 0
. . 3h 3h 3h
Shhielo | shhielo | 1ol | hielo | hielo
945 935 935 935 935 935 935 935
25 25 25 25 25 25 25 25
4-NP: 10 DTG/DPG: 10 DTG/DPG: 10
10 10 10 10 10 10 10 10
0 10 10 10 10 10 10 10
0 10 10 10 10 10 10 10
0 10 10 10 10 10 10 10
3h 3h 3h 3h 3h 3h 3h 3h

II




