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ABSTRACT

Organophosphate (OP) compounds are considered a high concern due to their
neurotoxicity. Current treatments of intoxication are inefficient. A-esterases are enzymes
capable of hydrolyzing OP when activated by divalent metal cofactors. Our research group
has specialized in the A-esterases search in sera of different species. The domestic and
seabirds’ serum albumin was found to show a Cu?*-dependent A-esterase. This activity was
detected only in birds but in 2017 our research group observed a Cu?*-dependent activity in
goat serum on the chiral insecticide trichloronate (TCN). The best-known A-esterase in
mammalian serum (PON1) is activated by Ca?* and does not hydrolyze TCN which suggests
that one or more proteins in mammalian serum are capable of OP hydrolysis. Identifying and
characterizing these enzymes is important for medical, veterinary, and environmental fields.
In this work we did ex vivo studies of the TCN hydrolysis in serum and its albumins from
humans and other domestic mammals (dogs, goats, pigs, sheep and bovine) in presence of
Cu?*, Ca?" and EDTA using UV-Vis spectrophotometry and chiral chromatography for
measuring the compound hydrolysis. Goat serum albumin (GSA) showed Cu?*-dependent
hydrolyzing activity on the insecticide TCN. 200 pg/mL of GSA reaches a substrate
conversion greater than 75% after 60 min of reaction with 100 and 300 uM copper sulfate
under physiological conditions of pH=7.4 and 37 °C. This activity was 38-58% higher than
those observed in our laboratory for other mammals. At the tested conditions, GSA was
significantly (p < 0.05) stereoselective (+)-TCN > (=)-TCN (45% vs. 33%). Ca?*-dependent
(2.5mM) and EDTA-resistant activities (5mM) (1-6%) were not significant (p>0.05). This
suggests that GSA is the protein responsible for the Cu?*-dependent TCNase activity in goat
serum. To study Cu?* and TCN binding to GSA, we performed a molecular docking and

dynamic calculations, His145 could be involved in the active site of the protein.



RESUMEN

Los compuestos organofosforados (OP) se consideran de gran preocupaciéon debido a su
neurotoxicidad. Los tratamientos actuales de la intoxicacion son ineficaces. Las A-esterasas
son enzimas capaces de hidrolizar OP cuando se activan por cofactores de metales
divalentes. Nuestro grupo de investigacién se ha especializado en la busqueda de A-
esterasas en sueros de diferentes especies. Se encontré que la albumina sérica de aves
domésticas y marinas mostraba una A-esterasa dependiente de Cu?*. Esta actividad se
detectd solo en aves, pero en 2017 nuestro grupo de investigacion observé una actividad
dependiente de Cu?* en el suero de cabra sobre el insecticida quiral tricloronato (TCN). La
A-esterasa mas conocida en el suero de mamiferos (PON1) es activada por Ca?* y no
hidroliza TCN, lo que sugiere que una o mas proteinas en el suero de mamiferos son
capaces de hidrélisis de OP. Identificar y caracterizar estas enzimas es importante para los
campos medico, veterinario y ambiental. En este trabajo realizamos estudios ex vivo de la
hidrolisis de TCN en suero y sus albuminas de humanos y otros mamiferos domésticos
(perro, cabra, cerdo, ovejas y vaca) en presencia de Cu?*, Ca?* y EDTA mediante
espectrofotometria UV-Vis y cromatografia quiral. La albumina sérica de cabra (GSA)
mostré actividad hidrolizante dependiente de Cu?* sobre la mezcla racémica del insecticida
TCN. Una alicuota de 200 ug/mL de GSA mostré una actividad hidrolizante superior al 75%
después de 60 min de reaccion con sulfato de cobre a una concentracién 100 y 300 uM en
condiciones fisioldgicas de pH=7,4 y 37 °C. Esta actividad estuvo entre un 38% y un 58%
mayor con respecto a otras albuminas de mamiferos. La actividad TCNasa de la GSA fue
estereoselectiva, ya que el isébmero (+)-TCN presento niveles de hidrdlisis significativas
(p<0.05) de un 45% con respecto a su correspondiente enantiomero (—)-TCN que mostro
niveles de un 33 %. Mientras, las actividades dependientes de Ca?* (2.5 mM) y resistentes
a EDTA (5 mM) (1-6%) no fueron significativas (p>0.05). Esto sugiere que la GSA es la
proteina responsable de la actividad TCNasa dependiente de Cu?* en el suero de cabra.
Con el propésito de identificar el sitio de unién de Cu?*y TCN a GSA, se realiz6 un estudio
de calculos de acoplamiento y dinamica molecular, e residuo de His145 de la GSA podria

estar involucrado en el sitio activo de la actividad A-esterasa de esta proteina.
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1. INTRODUCCION

1.1. Los compuestos organofosforados (OP)

1.11. Breve historia

Los compuestos organofosforados (OP) son ésteres o derivados tiol del acido fosférico,
fosfinico o fosforamidicol. En 1849 se sintetiz6 por primera vez un compuesto
organofosforado (OP) llamado ftrietil fosfato (TEP) en el laboratorio de Gustav Magnus,
particularmente las contribuciones de Jean Louis Lassaigne y Jules Pelouze. En 1854
Philippe de Clermont y Moshnin sintetizaron Tetraetilpirofosfato (TEPP) el primer OP
descrito como inhibidor de enzimas del sistema nervioso central llamadas colinesterasas
(ChE)2. Durante el siglo XIX se sintetiz6 una amplia variedad de compuestos
organofosforados sin conocer sus efectos toxicos hasta que en 1932 Gerda von Krueger y
en 1936 Schrader, se intoxicaron accidentalmente por la exposicién a esteres de fosfatos
con los que trabajaban y describieron sus efectos toxicos que se relacionan principalmente
con la inhibicion de ChE como la Acetilcolinesterasa (AChE). Durante la segunda guerra
mundial, en Europa hubo un gran interés en estudiar las propiedades téxicas de estos
compuestos desarrollando agentes nerviosos como el sarin y el tabun, por lo que se
empezaron a producir OP en gran escala al mismo tiempo que se investigaban sus
propiedades farmacoldgicas y toxicoldgicas®. Desde entonces, se desarrollé la sintesis de
nuevos compuestos OP optimizando los procesos y reduciendo los costos de produccion.
Esto permitié que se sintetizara una gran variedad de compuestos OP con estructuras

quimicas muy diversas en los proximos afos de la segunda mitad del siglo XX.
1.1.2. Estructura quimica

La estructura general de los compuestos OP comprende un atomo central de fosforo (P),
que en algunos casos puede ser un centro quiral, dicho atomo une por un doble enlace a
un atomo de O o Sy por enlaces sencillos a grupos arilo o alquilo (R1y R2) y a un grupo X
que puede ser un halégeno, o bien, un grupo alifatico, aromatico o heterociclico. Segun el
atomo unido al fosforo con su doble ligadura (O o S) se dividen los OP en dos grandes
grupos, si el atomo es O, el OP se encuentra en su “forma oxo” (o oxofosfato), mientras que

si es S, el OP esta en “forma tio” (o tiofosfato). Los grupos R1, R2 y X se pueden unir a P
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mediante un enlace labil, habitualmente -O- 6 -S-. El grupo X se denomina “grupo saliente”
porque es el grupo que se separa cuando el OP se hidroliza quimicamente o con esterasas
(Figura 1) 45,

Figura 1. Estructura general de los compuestos organofosforados.

La sintesis de OP ha sido tan alta que hoy en dia existe una gran diversidad de compuestos
con esta estructura base. Las mas comunes se observan en la Figura 2. Si el atomo de P
se une a S con doble ligadura (en su forma tio) y los demas sustituyentes se unen mediante
O, el OP es un fosforotionato. Cuando ademas de estar en forma S también un grupo R1 o
R2 que se une a P con S el OP es un fosforoditionato. Si el atomo de P se une a O con
doble ligadura (en su forma oxo) y sus sustituyentes se unen a P con O el OP es un fosfato
y si el sustituyente es S el OP es un fosforotiolato. Si se une directamente con enlace P-C

es un fosfonato, y si se une con N es un fosforamidato .

[ i —_f
—O —O0 ” \
L >P—O— _O>P—o— o—P—0—

Fosforotionato Fosfato Fosforamidato

s ﬁ o) o)
_ s —

S Nl T,
—O/ —O/ O/
Fosforoditionato Fosforotiolato Fosfonato

Figura 2. Estructura de los compuestos organofosforados mas comunes
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1.1.3. Caracteristicas

Los compuestos OP, generalmente son compuestos apolares, por lo que son poco solubles
en agua, se disuelven en grasas y suelen ser inhibidores de colinesterasas (ChE), enzimas
del sistema nervioso central. Las diferencias quimicas estructurales de los oxofosfatos y
tiofosfatos les proporcionan diferencias fisicoquimicas y biologicas®. Los tiofosfatos tienen
generalmente mayor presion de vapor, mayor lipofilicidad y mayor estabilidad a la
degradacién hidrolitica en condiciones acuosas que sus analogos correspondientes en
forma oxo. Sin embargo, los OP en forma tio suelen tener una baja actividad
anticolinesterasa y son menos reactivos que el correspondiente OP en forma oxo debido a
que el enlace P=S, ya que esta menos polarizado en comparacién con el enlace P=0 por
la menor electronegatividad del S en comparacién con el O. La polarizacién del enlace P=0
origina un atomo de fésforo mas electropositivo, que facilita el ataque al fésforo por agentes
nucledfilos. Por ejemplo, el hidroxilo de la serina de la acetilcolinesterasa (AChE). Por esta
razén los fosfatos son inhibidores potentes de ChE*”8. Los OP en forma tio pueden ser
biotransformados a través de enzimas oxidasas de funcién mixta dependientes de los
citocromos P450 (CYP450) lo que genera metabolitos en forma oxo. La forma oxo se llama
"oxon" y es el metabolito activo de los compuestos tiofosfatos correspondientes como
frecuentemente se refleja en el nombre comun del compuesto. Por ejemplo, el paraoxén y
el malaoxén son metabolitos activos de los insecticidas paration y malation,
respectivamente’*’. Muchos OP se sintetizan en forma tio ya que son compuestos mas

estables y puede biotransformarse en su oxoén activo’.

1.1.4. Quiralidad

El atomo de P central de los OP tiene 4 sustituyentes, en algunos compuestos este atomo
se presenta como un centro quiral. Alrededor del 30% de los OP comerciales son moléculas
quirales®. Este tipo de plaguicidas OP generalmente se comercializan como mezclas
equimolares de enantiomeros™. Los enantidmeros de compuestos quirales tienen
propiedades fisico-quimicas idénticas, pero poseen diferentes actividades bioldgicas'.
Esto es de importancia toxicolégica dado que las interacciones estereoselectivas con los
sistemas bioldgicos reconocen como sustrato a uno de los enantiomeros con mayor

afinidad, o metabolizan con mayor eficacia a un isémero en comparacion con el otro, lo que
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resulta mas toxico o mas persistente a ciertos isbmeros que a otros en los sistemas

bioldgicos, que incluyen a los mamiferos y sobre todo al ser humano®'213,
1.1.5. Usos

Los OP se han usado como agentes nerviosos (sarin, soman, VX, etc), retardadores de
flama (TCPP), lubricantes, aditivos de aceite, en veterinaria se han usado como
antihelminticos y ectoparasiticidas y en estudios preclinicos se han utilizado en modelos de
enfermedades como Alzheimer, Parkinson, Esquitosomiasis (metrifonato) e incluso COVID-
19. Sin embargo, su principal uso es como plaguicida (paratién, malation, clorpirifos,
glifosato, etc) #5415, En la figura 3 se encuentran algunos ejemplos de estructuras de
compuestos OP. Los OP son una de las clases mas importantes de insecticidas debido a
su alta toxicidad en estos organismos, asi como a su propiedad biodegradable, ya que
tienen baja persistencia ambiental en comparacion con otros plaguicidas como los
organoclorados y principalmente por sus bajos costos de produccién. Por estas razones
los plaguicdas OP que se utilizan en gran medida, principalmente en paises en

desarrollo®6.

o o
L9 I Pe
0P~ HsCO™/ ﬁ/&c\m HsCO”/ of

/ i Cl
F HsCO  OH HsCO  OH
Sarin Metrifonato
cl 0
B
(o) S
HsC o/ﬁ\o)\/ “ @ P
= o 107
. )
TCPP Paration

Figura 3. Estructura quimica de algunos organofosforados con distintos usos.
El TCPP es un retardador de flama; el Metrifonato, un OP quiral usado en terapia para la
esquistosomiasis, se usa como mezcla racémica; el Sarin un agente nervioso usado en la
guerra quimica y el paration etilico se usa como Insecticida y acaricida.

1.2. Plaguicidas OP

Los plaguicidas son sustancias 0 mezclas de sustancias que previenen, controlan, reducen,

o eliminan cualquier plaga, ya sean plantas, animales o cualquier especie indeseada'” 8.
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Mas de 100 insecticidas OP han alcanzado la etapa de desarrollo comercial’®. Los
plaguicidas influyeron positivamente en el desarrollo agropecuario, para el control de plagas
que destruyen los cultivos y afectan al ganado. También se utilizan para el beneficio de la
salud humana, ya que mitigan riesgos a la salud mediante el control de los vectores de
enfermedades®'® como dengue, malaria, paludismo entre otras. Por otro lado, estos
xenobidticos también tienen el potencial de ejercer efectos adversos a la salud y al medio
ambiente dada su naturaleza téxica. El uso inadecuado de los plaguicidas puede ocasionar
intoxicacion en los trabajadores agricolas, asi como a la poblacidn general mediante la

contaminacién de alimentos y el medio ambiente’®.
1.2.1. Clasificaciéon

Existen varias formas de clasificar a los plaguicidas segun la propiedad de interés. Los
plaguicidas OP pertenecen al grupo de plaguicidas sintéticos no persistentes, esto significa
que tienen la estructura quimica mencionada anteriormente (Figura 1) y son de origen
antropogénico?. Otras estructuras quimicas que pueden tener los plaguicidas son
organoclorados, carbamatos y piretroides, por ejemplo el DDT, el carbaril y la cipermetrina,
respectivamente?. Debido a que el objeto de estudio de esta tesis son los plaguicidas OP
no se profundizara en las otras estructuras, pero es importante mencionarlo porque la
orientacion terapéutica para los casos de intoxicacidon se enfoca en su estructura quimica

21, Los plaguicidas OP pueden clasificarse segun los siguientes criterios:

a) Por su tipo de accién (organismo diana): Insecticidas, herbicidas,
bactericidas, fungicidas, acaricidas, nematicidas, rodenticidas, etc.

b) Por su uso: Industrial, agricola, urbano, doméstico, veterinario, etc.

c) Por el objetivo de su uso. Control de plagas, control de enfermedades y control
de malezas.

d) Por su peligrosidad: De acuerdo con la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), se clasifican con base al valor de su dosis letal 50 (DLso) en ratas en
mg/kg y su via de exposicién (Tabla 1). No esta considerada la perturbacion

enddcrina ni la toxicidad por inhalacion.
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Tabla 1. Clasificacion de plaguicidas conforme a su peligrosidad??
DL50 (mg/kg)

Clase Clasificacion Via oral Via dérmica
la Extremadamente peligrosos <5 <50

Ib Altamente peligrosos 5-50 50-200

Il Moderadamente peligrosos 50-2000 200-2000
1] Ligeramente peligrosos > 2000 >2000

U Poco probable que presente peligros agudos 5000 o mayor

e) Por su toxicidad: Este es un pardmetro muy Uutil en el manejo y en el
seguimiento epidemioldgico de las intoxicaciones en cuanto a los riesgos
inmediatos para los aplicadores, pero tiene la deficiencia de que no permite
asociar el efecto con la estructura quimica ni predecir el comportamiento
ambiental del producto®. En esta clasificacion los plaguicidas se agrupan de
acuerdo con el tiempo en que empiezan a manifestarse los sintomas después

de la exposicion (Tabla 2).

Tabla 2. Clasificacién de plaguicidas por su toxicidad??

Clasificacion Toxicidad Tiempo post- exposicion

A corto plazo <24 horas
_ Aguda )

A mediano plazo 14 dias

A largo plazo Crénica > 6 meses

1.2.2. Los Plaguicidas Altamente Peligrosos (PAP).

Los Plaguicidas Altamente Peligrosos (PAP) son aquellos plaguicidas que presentan
niveles particularmente elevados de peligrosidad aguda y crénica para la salud y el medio
ambiente. Pueden ser considerados PAP los que causan dafo grave o irreversible a la
salud o el ambiente en las condiciones de uso en un pais?. Los criterios de peligrosidad
propuestos por la Red de Accién de Plaguicidas (PAN, por sus siglas en inglés) para

identificar los PAP estan organizados en tres grupos (Tabla 3).
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Tabla 3 Criterios de peligrosidad para la clasificacion de PAP?

Grupo Criterios de peligrosidad

Caracteristicas

Toxicidad aguda

Toxicidad a largo plazo

(efectos crénicos en la salud)

I Peligrosos para el ambiente

Extremadamente toxicos

Altamente toxicos

Mortales por inhalacion

Carcinogénicos para los humanos
Toxicos para la reproducciéon
Perturbadores enddcrinos

Destruyen a la capa de ozono

Muy persistentes en agua, suelo y sedimentos
Muy bioacumulativo

Muy téxico para los organismos acuaticos
Toxico para las abejas

En 2009 la PAN Internacional realizé una lista de PAP que se ha actualizado varias veces

hasta 2021, enlistando finalmente 338 PAP con el objetivo de prohibirlos progresivamente.

Los PAP pertenecientes al grupo de OP se muestran en la tabla 4.

Tabla 4. Lista de insecticidas OP pertenecientes a los PAP?*:

0o N OO ok W N -

11
12
13

Acefato
Azametifos
Azinfos etil
Azinfos metil
Bromofos etil
Cloretoxifés
Clorfenvinfos
Clormefos
Clorpirifos metil
Coumafos
Diazinon
Diclorfés

Dicrotofés

14
15
16
17
18
19
20
21
22
23
24
25
26

Dimetoato
Disulfoton
Edifenfos
E-Fosfamidon
EPN

Etion
Etoprofés
Fenamifos
Fenitrotion
Fention
Fentoato
Forato

Fosmet

27 Fosfamidon 40 Profenofos
28 Malation 41 Propetamfos
29 Mecarbam 42 Protiofos

30 Metamidofés 43 Quinalfos

31 Mevinfos 44 Sulfotep

32 Monocrotofés 45 Tebupirimfos
33 Naled 46 Temefos

34 Ometoato 47 Terbufés

35 Paration (etil y metil) 48 Tetraclorvinfos
36 Pirazofos 49 Tiometon

37 Pirazoxon 50 Triclorfon

38 Piridifention 51 Triazofés

39 Pirimifés-metil 52 Vamidotion

16



1.2.3. Regulacién nacional e internacional de plaguicidas

Los compuestos OP han causado intoxicaciones en poblaciones humanas en todo el
mundo?. Por esta razén organismos nacionales e internacionales se han coordinado para

regularlos, limitarlos o prohibirlos.

1.2.3.1. Regulacion internacional
Los plaguicidas empezaron a regularse en 1938 por la Organizacién de las Naciones

Unidas para la alimentacion y agricultura (FAO, por sus siglas en inglés). Con el tiempo
otros organismos internacionales se han sumado para tener un mejor manejo y control de
estas sustancias, como lo son la Agencia de Proteccion Ambiental (EPA), la Administracion
de Medicamentos y Alimentos (FDA) y la Unién Europea (UE). Estas organizaciones han
iniciado legislaciones para prohibir progresivamente Plaguicidas Altamente Peligrosos
(PAP) desde 1993 en convenios internacionales como el de Roterdam o el de Estocolmo.
Para ello se realiz6 una clasificacion de plaguicidas por su peligrosidad (Tabla 2). Los
paises en desarrollo estan sujetos a una variedad de problemas técnicos, politicos y
economicos que propician el uso de PAP que han sido prohibidos en los paises

desarrollados por sus numerosos riesgos a la salud humana, principalmente.

1.2.3.2. Regulacion Nacional

El uso agricola de plaguicidas en México inici6é aproximadamente en 1947 pero no fue hasta
1974 que se inicio la regulacién de plaguicidas sintéticos por la Secretaria de Agricultura
con la “nueva Ley de Sanidad Fitopecuaria”. Esta ley tomaba en cuenta unicamente la
eficacia biolégica del producto, sin considerar los riesgos para la salud humana y el medio
ambiente. Como un intento de regular mejor los plaguicidas, considerando su impacto en la
salud y el medio ambiente, se cre6 en 1987 la Comision Intersecretarial para el Control de
Procesos y uso de Plaguicidas, Fertilizantes y Sustancias Téxicas (CICOPLAFEST). Sin
embargo, esta Comision no logré desarrollar un marco legal integral para plaguicidas. En
2001 se creo la Comisiéon Federal para la Proteccion contra Riesgos Sanitario (COFEPRIS)
que se encarga de la regulacion, control y del fomento sanitario de plaguicidas. Actualmente
intervienen varias secretarias de estado en el control de actividades relacionadas con los
plaguicidas como la importacién, registro, almacenamiento, transporte, comercializacion,
control de calidad e impacto ambiental; la Secretaria de Agricultura y Desarrollo Rural
(SADER, antes SAGARPA), La Secretaria del Medio Ambiente y Recursos Naturales
(SEMARNAT), la Secretaria de Comunicaciones y Transporte (SCT), la Secretaria del
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Trabajo y Prevision Social (STPS) y la Secretaria de Salud (SS). Estos organismos crearon
normas y leyes para controlar el manejo de los plaguicidas, como la Ley General de
Equilibrio Ecolégico y Proteccion al Ambiente (LGEEPA), la Ley General de Prevencion y
Gestiéon Integral de los Residuos (LGPGIR) y la NOM-021-ZO0-1995. Aun con los
esfuerzos que se han realizado, sigue existiendo un control y una normativa deficiente en
el uso plaguicidas en nuestro pais. De la lista de 306 PAP que realizé la PAN, México sigue
teniendo en su registro 183 de ellos®. Ocho de estos plaguicidas se encuentran en la lista
de PAP con mas registros en nuestro pais que forman parte de los plaguicidas mas
comercializados, segun su volumen de produccion (Tabla 1)32¢. El mal manejo y uso de

estos compuestos representa un riesgo grave para la salud®.

1.2.4. Consumo de plaguicidas de uso agricola

1.2.4.1. Consumo internacional
Los paises que presentaron un mayor consumo anual de plaguicidas de uso agricola en el

periodo de 1990-2021 son EE. UU., China, y Argentina (Figura 4). En la década de 1990
Francia fue el tercer consumidor de plaguicidas, pero ha disminuido un 40% su consumo
de plaguicidas de tal forma que bajé al sexto lugar, caso contrario al de México que ha

tenido un incremento de casi el 40% en su consumo de plaguicidas desde 1990%.

500,000
450,000
400,000
350,000
300,000
250,000
200,000
150,000
100,000

50,000

1990 1995 2000 2005 2010 2015 2020
Ao
—@—Argentina  —@— Australia Brazil China —@— France

Consumo de plaguicidas totales (ton)

—@— Mexico —@— Rusia —®—Spain —@— EE.UU. —8®— Alemania

Figura 4. Paises con mayor consumo anual de plaguicidas de uso agrario en el
periodo de 1990-202127. Este grafico muestra la cantidad anual de plaguicidas utilizada por los

paises con mayor consumo mundial. En rojo el consumo de México.
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1.2.4.2. Consumo nacional
Segun datos de la FAO, México tuvo un promedio de consumo anual de plaguicidas totales

de 7,567.2 toneladas entre los afios 1990-2021%". Estos datos no incluyen detalles de los
plaguicidas por grupos quimicos ni el nombre de los plaguicidas mas usados. El Instituto
Nacional de Ecologia y Cambio Climatico (INECC) realizé una revisiéon de 63 publicaciones
sobre el uso de plaguicidas entre 1980 y 2018, reportando una lista de 327 plaguicidas
comercializados en México, de los cuales 279 son formulados con un solo ingrediente activo
y 48 plaguicidas contienen mas de uno. De los 279 plaguicidas formulados con un solo
ingrediente activo, 137 se clasifican como PAP (49.5%), 125 tienen accion insecticida (46%)
y 37 pertenecen al grupo de OP (14%), el mayor grupo quimico?®. Podemos concluir con
esta informacién que los plaguicidas mas usados en México son los insecticidas OP y la
regulacién actual no es adecuada para limitar el comercio de PAP. Por otro lado, de los 37
plaguicidas OP mas comercializados en México, 21 tienen forma tio (68%), 13 tienen
propiedades quirales (42%) y 8 de ellos pertenecen a la lista de plaguicidas con mas
registros en nuestro pais (Tabla 4)%62°,

Tabla 4. Principales insecticidas organofosforados comercializados en México®2°30

No Quirales Quirales
Oxo Tio Oxo Tio
Diclorvos* Clorpirifos* Fosfamidon Isofenfos
Ometoato Diazinon Monocrotofos* Malation*
Dimetoato* Profenofos Sulprofos
Disulfoton Triclorfon Foxim
Ethion Metamidofos* Fentoato
Fenitrotion Mevinfos
Fention Acefato*
Forato Naled
Fosmet Fosfamidon
Paration metilico* Monocrotofos*
Pirimifos metil Profenofos
Temefos Triclorfon
Terbufos Metamidofos*
Triazofos Mevinfos
Acefato*
Naled

*Pertenecen a la lista de PAP con mas registros en México?®



1.2.5. Epidemiologia de intoxicaciones por plaguicidas en
México
Las causas mas comunes de intoxicacién por plaguicidas en México son el riesgo laboral,
la ingesta voluntaria en suicidios y los accidentes derivados de la manipulacién, transporte
o almacenamiento de los plaguicidas®'. En el periodo comprendido entre los afios 1995 a
2012, se registraron un total de 67,711 casos de intoxicacion por plaguicidas en todo el
pais. Alrededor del 60% de las intoxicaciones ocurrieron en los grupos de edad productiva
que comprenden de los 25 a 44 afios (30.91%) y de 15 a 24 afios (29.20%), ademas el 71%
de los casos corresponden al sexo masculino, por lo que las intoxicaciones se asocian al
riesgo laboral. La tasa de incidencia promedio de intoxicacion por plaguicidas en este
periodo fue de 4 por cada 100,000 habitantes, esto es alrededor de 4,000 casos de
intoxicaciones anuales. Nayarit, Colima, Morelos y Jalisco son los estados que presentan
las mayores tasas de incidencia en el periodo analizado®?. En estos registros soélo se
presentan los casos que fueron diagnosticados y registrados en instituciones de salud y en
muchas ocasiones los accidentes no se reportan por lo que deben tomarse con reserva, ya
que podrian estar ocurriendo mas intoxicaciones de las reportadas. En 2018, la Direccion
General de Epidemiologia de la Secretaria de Salud registré 86 muertes por intoxicacién
por plaguicidas, el 58% de ellas ocurrid en el grupo de 15 a 64 afos (Figura 5)** que
coinciden con los grupos de edades productivas. Estos riesgos laborales se deben al
inadecuado manejo de las sustancias, a desinformacion sobre los productos y a la falta de
uso del equipo de proteccion. Por lo anterior, la intoxicacion por plaguicidas constituye un

problema de mortalidad y morbilidad en el pais.

65 afios y mas 1- 4 afos
19% 15%

5 - 14 afios
A 8%

58%
m1-4afios =5-14 aflos = 15-64 afios = 65 afios y mas

Figura 5. Mortalidad por intoxicacion por plaguicidas por grupo de edad.
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1.2.6. Toxicologia de plaguicidas OP

Los compuestos OP han causado intoxicaciones en poblaciones humanas en todo el
mundo?. Los efectos tdxicos pueden ser agudos o crénicos segun el tiempo de exposicion
al OP. La toxicidad aguda se manifiesta a corto plazo después de una unica dosis
provocando sintomas de envenenamiento y en casos severos, la muerte. Por otro lado, la
toxicidad crénica se manifiesta a largo plazo con la exposicién a varias dosis y existe
controversia en sus efectos debido a la escasez de datos. Sin embargo, se han
correlacionado con efectos cancerigenos, mutagénicos, teratogénicos, neurotoxicos,
inmunoldgicos, afecciones a la piel, al aparato respiratorio y perturbacion endécrina®. Los
efectos toxicos agudos son mas probables debido a la exposicion de corto plazo®. Las
enzimas hidroliticas tienen un papel muy importante en la toxicidad por OP, en particular
las esterasas, debido a que la forma en la que interactian con los OP pueden conducir a la

eliminacion o a sintomas de intoxicacion’.

1.2.6.1. Clasificacién de esterasas segun su interaccion con OP
La clasificacion establecida por Aldridge en 1953 sigue prevaleciendo hoy en dia y agrupa

a estas enzimas en A, B o C esterasas. En el primer grupo estan las A-esterasas que son
las que hidrolizan los OP como sustratos y no se inhiben. Generalmente dependen de
cofactores divalentes. Ejemplo de estas enzimas son la paraoxonasa-1 del suero de
mamiferos (PON1) y la fosfotriesterasa de pseudomonas diminuta (PTE). En el segundo
grupo estan las B-esterasas, enzimas que se inhiben con los OP en una reaccion
dependiente del tiempo y la temperatura mediante la fosforilaciéon del residuo de serina o
tirosina de su sitio activo. Estas enzimas pueden ser inhibidas de forma reversible o
irreversible. Ejemplo de B-esterasas son la AChE, la butirilcolinesterasa (BuChE) vy la
esterasa blanco de la neuropatia (NTE). En el tercer grupo estan las C-esterasas que son
expresadas por los insectos principalmente y no interactian con los OP”%. Las A- esterasas
suelen estar involucradas en el metabolismo de OP, mientras que las B-esterasas suelen
formar parte del mecanismo de toxicidad. Sin embargo, también existen B-esterasas que,

aunque se inhiban por OP, no causan efectos téxicos, como la BUuChE*.

En la literatura las A-esterasas tienen diversos nombres segun el sustrato que hidroliza
(paraoxonasa o PON1) o su estructura quimica (fosfotriesterasas o PTE) y se suelen
englobar en la clasificacion de enzimas como EC3.1.8 Hidrolasas de triéster fosforico

(fosfotriesterasas), y dentro de ellas en las entradas 3.1.8.1 Arildialquilfosfatasa
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(paraoxonasa; organofosfato hidrolasa, fosfotriesterasa), y 3.1.8.2 Diisopropil-
fluorofosfatasa (DFPasa, organofosfato acido anhidrasa). Anteriormente, las
fosfotriesterasas se incluian en el grupo de 3.1.1.2 arilesterasa, porque las proteinas

inicialmente conocidas como paraoxonasa también hidrolizan arilesteres®.

El mecanismo de interaccién de las A- y B- esterasas con OP es similar y se observa en la
Figura 6. Se forma primero el complejo de Michaelis con un inhibidor de OP que produce
una enzima fosforilada o inhibida, perdiendo el grupo saliente del OP. A partir de aqui las
esterasas pueden seguir dos vias. Las B-esterasas se reactivan muy lentamente o no se
reactivan en absoluto, lo que puede provocar efectos toxicos, mientras que las A-esterasas,
realizan una hidrélisis intensiva y permanente de OP y su actividad catalitica y tasa de
recambio son muy altas, recuperando la funcion enzimatica y realizando la desintoxicacion’.
Las B-esterasas pueden reactivarse con agentes nucleofilicos como las oximas y con OH-
del medio. Si eso no sucede, la enzima se queda inhibida o se puede envejecer, reaccion
que ocurre por la ruptura del enlace R-OP, perdiéndose el grupo R y formando un residuo
fosforico con carga negativa. A este fendmeno resistente al tratamiento farmacolégico se le

conoce como envejecimiento enzimatico y es ocasionado por los OP quirales” .
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Figura 6. Mecanismo de interaccion de las esterasas con compuestos OP.
1: Formacién del complejo de Michaelis. 2: Fosforilacién. 3: Reactivacion. 4: Envejecimiento
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1.2.6.2. Efectos tdéxicos agudos de los OP
La severidad de los sintomas y signos adversos de os OP depende de la dosis de

exposicion, la ruta de absorcion y la velocidad de eliminacién metabdlica®. Los efectos
téxicos agudos inducidos por la exposicion a altas concentraciones de compuestos OP se

resumen en la Tabla 5 y se describen a continuacion.

Tabla 5. Cuadro clinico de la intoxicacién por OP.

, , Enzima Tipo de .
Sindrome Efectos Sintomas inhibida inhibicién Tiempo
Broncoespasmos ]
Dolor abdominal
Calambres _
Colinérgico Nicotinicos ~ Dolor muscular AChE  Reversible  8-12 hr
Paralisis
Efectos del Convulsiones
sistema Coma AChE  Reversible 8-12 hr
nervioso Muerte
central
Paralisis de
Intermedio extremidades, AChE  Reversible 72 hr
cuellos y musculos
respiratorios
. . . Degeneracion axonal
Polineuropatia Sistema Déficit funci | d _ )
nervioso eficit funcional de  NTE  Irreversible 21 dias
retardada s terminaciones
periférico )
nerviosas motoras
1.2.6.2.1. Sindrome colinérgico

Los sintomas son agitacién, debilidad muscular, fasciculaciones musculares, miosis,
hipersalivacion y sudoracién. Las intoxicaciones graves también pueden causar
insuficiencia respiratoria, confusion inconsciente, convulsiones e incluso la muerte. Sin
embargo, éstas no correlacionan con los niveles de inhibicion de AChE. Estos sintomas
aparecen 8-12 horas después de la exposicion®®. El tratamiento farmacoldgico consiste en
la administracion de antagonistas de ACh, como la atropina, para proteger de los efectos
muscarinicos, y el uso de agentes nucleofilicos como las oximas, que permiten la
reactivacion de AChE del espacio sinaptico. También se recomienda el uso de farmacos
como benzodiacepinas para evitar efectos del sistema nervioso central. Ninguno de estos
tratamientos suele ser eficaz en las intoxicaciones graves y no funcionan para los efectos

nicotinicos*18.
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1.2.6.2.2. Sindrome intermedio
Deterioro pre y postsinaptico de la transmisién neuro-muscular, debido a la prolongada

inhibicién de la AChE en la placa motora, provocando paralisis muscular. Estos sintomas
aparecen entre 1 y 6 dias después de la exposicion y puede durar entre 3 y 10 dias.
Generalmente en la clinica este sindrome se atiende con tratamientos médicos que incluyen

ventilacion mecanica®'®

1.2.6.2.3. Sindrome retardado
También llamado polineuropatia retardada inducida por organofosfatos (OPIDP): Esta

relacionada con la fosforilacién y envejecimiento de la llamada esterasa diana de la
neuropatia (NTE). Este sindrome se caracteriza por lesidon a nivel axonal, cambios
intraneuronales irreparables y degeneracion neuronal. Los sintomas principales son
debilidad flacida de los musculos de las extremidades distales, especialmente en las
piernas y pérdida de la coordinacion espacial. Estos dafios aparecen en humanos
generalmente a los 21 dias posteriores a la exposicion aguda. No existe tratamiento

farmacoldgico de seleccion para revertir este padecimiento®®.

1.2.6.3. Mecanismo de toxicidad aguda
El mecanismo de accion de los OP es a través de la fosforilacion de B-esterasas como la

acetilcolinesterasa (AChE) y la esterasa diana de la neuropatia (NTE)*. La inhibicién de

AChE provoca efectos colinérgicos y la inhibicion de NTE neuropatia retardada.

1.2.6.3.1. Inhibicién de AChE: Sindrome colinérgico
Los compuestos OP inhiben la AChE, lo que provoca que aumente la cantidad de

acetilcolina (ACh), neurotransmisor del sistema parasimpatico que controla funciones y
actos involuntarios. La enzima fosforilada ya no es capaz de efectuar la hidrélisis de ACh,
lo cual resulta en una acumulacién del neurotransmisor en la sinapsis nerviosa o union
neuromuscular y la sobreestimulacion de los receptores nicotinicos y muscarinicos™.
También puede ocurrir la acumulacién de ACh a nivel del sistema nervioso central (Figura
7). Para que se manifiesten signos y sintomas de envenenamiento por inhibicién de AChE,
debe inactivarse una proporcién importante de la enzima tisular a causa de la fosforilacién
(70%)%*. Los efectos parasimpaticos del envenenamiento por OP se pueden observar en
multiples sistemas, incluidos el corazén, las glandulas exocrinas y los musculos lisos. Una
concentracién alta de ACh en las uniones colinérgicas nerviosas con el musculo liso y las

células glandulares puede causar contraccion del musculo y secrecién, respectivamente.
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En las uniones musculoesqueléticas, el exceso de ACh puede ser excitatorio, pero también
puede debilitar o paralizar la célula, despolarizando la placa terminal. Altas concentraciones
de ACh en el sistema nervioso central causan alteraciones sensoriales y de
comportamiento, falta de coordinacién, depresién de la funcion motora y depresiéon
respiratoria. La depresion de los musculos de la respiracion puede causar paro respiratorio
(la principal causa de defuncion en la intoxicacion por OP)*°. El complejo AChE-OP puede
sufrir un proceso llamado envejecimiento, que es un cambio conformacional en la enzima
que la vuelve resistente a la reactivacion por agentes nucleofilicos, lo que hace que algunas

opciones de tratamiento con oximas sean inutiles®.

ACETILCOLINESTERASA ACTIVA ACETILCOLINESTERASA INHIBIDA
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Figura 7 Inhibicion de Acetilcolinesterasa (AChE) 4 . Panel a: proceso de transmision del
impulso nervioso. b: AChE inhibida por OP
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1.2.6.3.2. Inhibicion de NTE: Polineuropatia retardada inducida por OP (OPIDP)
La inhibicion y envejecimiento de NTE por OP produce un sindrome particular llamado

polineuropatia retardada inducida por organofosforados (OPIDP por sus siglas en ingles).
Aunque un OP sea un potente inhibidor de NTE, no se desarrolla la neuropatia a menos
que se envejezca la enzima en mas del 70% en adultos y hasta el 90% en jévenes después
de la exposicion a dosis altas de forma aguda*?. Los efectos téxicos de OPIDP en raras
ocasiones conducen a la muerte, no obstante su etiologia es similar a la de la esclerosis
lateral amiotrofica*®. La OPIDP se caracteriza por la degeneracion distal de algunos axones
del sistema nervioso periférico y central que ocurre entre 14-28 dias después de una
exposicion aguda o de corta duracion a OP*244, Los primeros sintomas de OPIDN son
calambres, dolores musculares en las piernas y parestesia distal en las extremidades. Los
signos motores progresan rapidamente a debilidad muscular, primero en las extremidades
inferiores y luego en las manos, causando la caida caracteristica del pie y la mufeca.
Finalmente, se desarrollan espasticidad (signos de la neurona motora superior) y atrofia
muscular (signos de la neurona motora inferior), que luego progresan a paralisis de las
piernas o incluso cuadriplejia en casos mas graves (Figura 8). El déficit motor adquirido en
OPIDP rara vez es reversible y su extension podria depender del nivel de exposicion y de
la potencia del OP para causar lesiones irreversibles del SNC*243, El modelo de gallina ha
demostrado una correlacién con la neuropatia humana, por lo que se emplea para ensayos
toxicologicos de plaguicidas**. Los fosforamidatos y los fosfonatos son considerados
compuestos con potencial neuropatico*?#°. No existe tratamiento que revierta los efectos

de esta neuropatia una vez que se ha producido el dafio axonal“®.
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Figura 8. Sitios de posibles lesiones en OPIDP*,
1.2.6.4. Toxicocinética

1.2.6.4.1.  Absorcion
La absorcién de compuestos OP ocurre a través de las membranas intestinales, alveolares

y dérmicas debido a que atraviesan bicapas lipidicas por sus propiedades lipofilicas,
principalmente los fosforotionatos, siendo asi las vias cutanea y aérea las mas incidentes.
Ya que los insecticidas OP son comunes, accesibles y de bajo costo también son los mas
usados en casos de suicidio, por ingestion. Los OP también permean la mucosa gastrica®.
Por esta razoén la absorcion de OP puede ser oral, dérmica o por inhalaciéon. Usualmente
los trabajadores del campo se intoxican por via cutanea y aérea. Mientras los casos suicidas
por via oral. Existe una variacién importante entre la absorcion por diferentes vias, como
vemos en los valores DLsy de la tabla 1%°. La manifestacion clinica mas rapida de los
plaguicidas OP se observa mediante inhalacion®.

1.2.6.4.2.  Distribucién
Después de absorberse, los OP se distribuyen a todos los érganos y tejidos, segun su ruta

de exposicion y biodisponibilidad, especialmente donde haya tejido adiposo. Las

concentraciones mas altas se alcanzan en el higado y rifiones. Los compuestos mas
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lipofilicos pueden almacenarse en los tejidos grasos y el tejido nervioso para ser liberados
y redistribuidos posteriormente, pero no es muy comun su bioacumulacién dada su rapida
degradacion®.
1.2.6.4.3. Biotransformacion

Como cualquier xenobiético, los compuestos OP se biotransforman para su eliminacion a
través de reacciones de la Fase | (oxidacion, reduccion e hidrdilisis) y de la Fase I
(conjugacion), con enzimas del higado e intestino y por A-esterasas presentes en la sangre.
En el caso de los OP en forma tio, los metabolitos formados en la Fase | suelen activar al
compuesto en un metabolito mas téxico (oxoén), por lo que la biotransformacion suele
dividirse en procesos de activacion y desintoxicacién (Figura 9). La activacién de OP ocurre
a través de la reaccidbn de desulfuracion oxidativa, donde las monooxigenasas
microsomales (MO) de funcidon mixta desempefan un papel importante, en particular el
sistema del CYP4507. Un ejemplo de la biotransformacion de OP es la activacion de
paratidon en su oxon correspondiente, el paraoxon, que es casi 10 veces mas potente
inhibidor de AChE por via cutanea (DL50=40mg/kg vs LDso=5 mg/kg)?°. La desintoxicacion
de un insecticida OP puede ocurrir mediante hidrdlisis enzimatica o quimica por la escisién
de uno de los enlaces del fosforo (grupo saliente), formando una molécula cargada
negativamente que inactiva al OP como anti-colinesterasa. El grupo saliente generalmente
contiene grupos hidroxilo, amino o tiol que sufren facilmente reacciones de conjugacion’.
La reaccion de desintoxicacion es mas rapida que la de activacién. Cuando dos o mas OP
se absorben a la vez, las enzimas esenciales para la degradacion de uno pueden ser

inhibidas por el otro, causando potenciacion del efecto*°.

Fosforotionato Fosfato
R1 ’ ’ CYP450 R1 ’ ‘ A-esterasa R1 ‘ ’
\P—X - \P—X —_— > \P—OH + XOH
/ Activacion / Desintoxicacion /
R toxica R R
2 2 2

Figura 9. Biotransformacion de compuestos OP en forma tio. Los fosforotionatos se
activan mediante oxidasas transformandose en sus oxones correspondientes. Luego, su fosfato
analogo se desactiva mediante A-esterasas que hidrolizan al OP.

1.2.6.4.4. Eliminacion
Los metabolitos de degradacién son mas estables e hidrosolubles que los compuestos

originales y se excretan facilmente a través de la orina. Estos metabolitos son

potencialmente utiles como biomarcadores de exposicidn®.
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2. ANTECEDENTES

2.1. Uso de A-esterasas en la formulacion de un tratamiento contra la
intoxicacion por OP
Las A-esterasas se han identificado en una variedad de tejidos de plantas y animales, asi

como en algunas bacterias. Algunos ejemplos son la PON1 del suero de mamiferos y la
PTE de Brevundimonas diminuta (anteriormente Pseudomonas diminuta)*®. PON1 es la A-
esterasa mas conocida en todos los niveles (molecular, genético, etc.). En consecuencia,
siempre que se describe una nueva actividad, se pretende establecer paralelismos con
PON1. Sin embargo, el mecanismo de hidrdlisis y estructura molecular estan mejor
estudiadas en la PTE de B. diminuta. La actividad catalitica de las A-esterasas suele
depender de cofactores divalentes como Ca?*, Zn?*, Co?*, Ni?*, entre otros, que pueden
participar en su conformacion o directamente en el sitio activo. Por esta razon las A-
esterasas son metaloproteinas y se ven inhibidas por agentes quelantes como el EDTA%.
Las A-esterasas exhiben diferentes respuestas a los activadores e inhibidores*®. Las A-

esterasas mas estudiadas se mencionan a continuacion.

2.1.1. Paraoxonasa del suero de mamiferos (PON1)

PON1 es una enzima polimérfica que comprende 354 aminoacidos, su peso molecular es
de 45 kDa y posee multiples actividades hidroliticas como paraoxonasa, arilesterasa y
lactonasa*®°. Aunque se desconocen los sustratos fisiologicos de la enzima, se cree que
la actividad catalitica de la PON1 nativa es la actividad lactonasa®'. PON1 fue descrita por
primera vez debido a su capacidad para hidrolizar al insecticida paraoxén, por lo que se le
dio el nombre de paraoxonasa. Sin embargo, este nombre lleva a la idea errénea de que el
paraoxon es el mejor sustrato para esta enzima y existen otros sustratos con mayor
afinidad, como el fenilacetato cuya hidrélisis es 1000 veces mas rapida que la de
paraoxon®2. Ademas de estos sustratos, PON1 hidroliza oxofosfatos como los metabolitos
toxicos de los insecticidas chlorpirifos y diazinon y los agentes nerviosos sarin y soman®354,
El mecanismo catalitico A-esterasico de PON1 aun no esta elucidado, pero se sabe que es
dependiente de Ca?*. Se ha sugerido que los iones de calcio tienen las siguientes funciones:
mantener la conformacion del sitio activo, participar directamente en la reaccion catalitica y
facilitar la eliminacion del dietilfosfato, probablemente polarizando el enlace P=0O del

intermediario dietilfosfato para que el fosforo sea mas susceptible a los ataques
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nucleofilicos*®. La estructura cristalografica con sus equivalentes de calcio se puede
observar en la Figura 10. PON1 se sintetiza en el higado y se secreta en el torrente
sanguineo para unirse a las lipoproteinas de alta densidad mediante la proteina APO E1
(HDL). Se distribuye en el cerebro, rifdn, higado, intestino delgado y pulmones, pero sélo
alcanza niveles significativos de interés toxicoldgico en el higado y el suero®. PON1 se
considera una proteina relevante para la desintoxicacion de OP porque especies como aves
y peces que tienen bajos niveles de actividad PON1 son muy susceptibles a intoxicaciones,
mientras que las especies con mayores niveles de esta proteina son mas resistentes a la
toxicidad de estos compuestos®®%. Sin embargo, la tasa de catalisis de PON1 sobre
agentes nerviosos quirales se ha considerado baja en términos toxicoldgicos, ademas no
puede actuar sobre la mayoria de las mezclas racémicas ni de compuestos tiofosfatos. Se
ha reportado que PON1 solo hidroliza unos pocos OP por los que la proteccion de PON1
contra la toxicidad de OP es limitada®. De ahi la necesidad de buscar otras esterasas mas
eficientes con fines médicos y biotecnoldgicos, que van desde la busqueda en otras
especies y tejidos hasta la ingenieria de proteinas para volver mas eficientes a las A-

esterasas ya conocidas.

\

Figura 10. Estructura cristalografica de PON1 del suero humano (PDB:1V04)%’.
A: Estructura secundaria de PON1 con su sitio catalitico. B: Sitio catalitico de PON1. Calcio (verde),
fosfato (naranja), residuos cataliticos (cian).
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2.1.2. Fosfotriesterasa de Brevundimonas diminuta (PTE).

PTE es una proteina dimérica que cataliza la hidrdlisis de ésteres fosféricos con un alto
recambio catalitico y una amplia especificidad de sustrato®. Aunque su sustrato natural es
desconocido, la PTE cataliza la hidrolisis de paraoxon con una ket de 10* s, mientras que
los valores correspondientes para kea/Km se acercan a 108 M-'s™.5° En el sitio activo de la
proteina se encuentra un centro bimetalico de zinc (2 equivalentes de zinc por molécula),
los dos iones metdlicos requeridos estan unidos mediante un ligando comun y la mayoria
de los otros ligandos proteicos del grupo metalico binuclear son cadenas laterales de
imidazol de residuos de histidina. La actividad catalitica se pierde tras la incubacién de la
proteina con agentes quelantes como EDTA y se puede restaurar con la incubacion con
cationes divalentes como Zn?*, Co?*, Ni?*, Cd?* o Mn?* €. La estructura secundaria de la
proteina consta de hojas beta, hélices alfa y su sitio catalitico estd formado por 2
equivalentes de Zinc, las His 55, 57, 201, 230, la Lis 169 y el Asp 301 (Figura 11). El
mecanismo catalitico de esta PTE se describe a continuacion; el OP se une al centro
metalico binuclear dentro del sitio activo mediante la coordinacién del oxigeno fosforilo del
OP con el ion metalico B y el disolvente, esta interaccion debilita el enlace del puente de
hidréxido al metal . La interaccion del oxigeno del metal polariza el enlace del oxigeno del
fosforilo y hace que el centro del fésforo sea mas electréfilo. El ataque nucleofilico por parte
del hidréxido unido se ve favorecido por la abstracciéon de protones de Asp301. A medida
que el hidroxido ataca el centro de fésforo, el enlace con el grupo saliente se debilita. La
His354 puede facilitar la transferencia de un protén desde el sitio activo al disolvente del
medio®. La limitacion del uso de la PTE de esta bacteria en el tratamiento contra
intoxicacion por OP en humanos es la reaccién del sistema inmunoldgico que podria
resultar en un choque anafilactico, ya que las bacterias estan muy alejadas evolutivamente
de los humanos, por esta razéon se han probado estrategias como la mutagénesis y la
PEGilacion de la proteina que, aunque han dado buenos resultados, no alcanzan los niveles
de reactividad de la proteina nativa o no llegan a su blanco molecular durante su

administracion®.
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Figura 11. Estructura cristalografica de PTE de Brevundimonas diminuta (PDB: 1EZ2)%3,
A: Estructura secundaria, sitio catalitico con 2 atomos de zinc como cofactores y un sustrato OP. B:
Sitio catalitico. Zinc (morado), residuos involucrados (azul) y el sustrato (naranja, Diisopropilmetil
fosfonato).

2.1.3. Actividad A-esterasa observada en suero animal.
Para el estudio de la toxicidad por plaguicidas se han implementado técnicas in vitro e in

vivo para determinar si un OP es neurotdxico y/o neuropatico, como lo son la inhibicion y
reactivacion de B-esterasas (AChE y NTE) y la induccion de neuropatia retardada en
gallinas®. Asi también existen técnicas analiticas para determinar si un OP es hidrolizado
in vitro o ex vivo por una proteina o un tejido'3. Una técnica factible para detectar la hidrolisis
de OP es la cuantificacion del grupo saliente al final de la reaccion y otra es la cuantificacién
del sustrato remanente®. Esto se puede realizar a tiempos finales o como cinéticas de
formacion de producto y/o desaparicion del sustrato. El modelo de estudio para la hidrdlisis
de oxofosfato que se ha utilizado en nuestro laboratorio es la del O-hexyl O-2,5-
dicholorofenil fosforamidato (HDCP), un compuesto analogo del insecticida metamidofds,
que produce neuropatia retardada'. El modelo de tiofosfato ha sido el O-etil O-(2,4,5-
triclorofenil) etilfosfonotioato o tricloronato (TCN), usado anteriormente como insecticida y
retirado del mercado por sus efectos neurotdxicos y neuropaticos®®. Estos compuestos han
sido modelos aceptados por la comunidad cientifica ya que existe suficiente informacién
bioquimica sobre sus efectos toxicos y su biotransformacion in vivo, in vitro y ex vivo'>13,

Los grupos salientes de la hidrélisis de HDCP y TCN son fenoles (2,5-diclorofenol y 2,4,5-
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triclorofeno, respectivamente) que pueden ser detectados y cuantificados con métodos
colorimétricos, ademas el método para separar sus enantidmeros por cromatografia quiral
es accesible '>1385 Con estas metodologias se ha reportado que el suero de las aves
poseen actividades HDCPasa y TCNasa en presencia de Cu?* a pesar de que estudios
previos consideraban a las aves carentes de A-esterasas debido a su baja actividad
dependiente de Ca?* 5,
2.1.3.1. Modelo de estudio de oxofosfatos: el HDCP

El O-hexyl 0-2,5-dicholorofenil fosforamidato (HDCP), un compuesto analogo del
insecticida metamidofos (Figura 12), que produce neuropatia retardada'. Fue disefiado
para estudiar la inhibicion y envejecimiento de B-esterasas. Este compuesto OP pertenece
al grupo de oxofosfatos quirales y tiene 2 isdémeros el R(+)-HDCP y el S(-)-HDCP. El
isomero R(+) inhibe y envejece la NTE podria ser el enantiomero que provoque la

neuropatia retardada 6467

ﬁ Cl Cl (‘T
‘7—0@ @ oo
NH2 cl cl NH2
S-HDCP R-HDCP
CH,0 -P— SCH, CH,S ——P——0CH,
NH2 NH>
R-METAMIDOFOS S-METAMIDOFOS

Figura 12. Estructura quimica de los enantiémeros de Metamidofés y su analogo
HDCP™

2.1.3.2. Modelo de estudio de tiofosfatos: el TCN

El O-etil O-(2,4,5-triclorofenil) etilfosfonotioato o tricloronato (TCN) es un insecticida OP que
pertenece al grupo de los tiofosfatos (P=S) quirales. Su nombre comercial es Phytosol,
Agrisil, Agritox, entre otros. Este insecticida fue desarrollado en 1960 por Bayer AG para
controlar plagas del suelo como gusanos de la raiz y gusanos de alambre, pero se retird
del mercado por sus efectos tdxicos anticolinesterasicos y neuropaticos. Ademas, es
persistente en el suelo (180 dias), de alta toxicidad para la vida acuatica (DL50 0.11 - 0.18
mg/L, 96 h, trucha arcoiris), de mamiferos (DL50 23.7 mg/kg, rata) y aves (DL50 12 mg/kg
Anas platyrhynchos)?. No existe evidencia de que el TCN sea cancerigeno, mutagénico ni
que interfiera con la reproduccion (perturbacion enddcrina, teratogenicidad ni otros). EI TCN

tiene dos enantidmeros, cuando se hidrolizan se libera su grupo saliente 2,4,5-triclorofenol
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(TCP) que puede detectarse por espectrofotometria (Figura 13)'%2%2_ Su configuracion
absoluta se calculé con las reglas de Cahan, Ingold y Prelog, pero no se han determinado
experimentalmente. La forma en la que se identifican los enantidmeros actualmente es con
su configuracién relativa determinada por el angulo de desviacion de la luz, teniendo el
enantiomero (+)-TCN y (-)-TCN. Esta es la nomenclatura que se utilizara para referirse a
estos enantiomeros en el presente trabajo. La mezcla racémica de TCN se puede separar
por cromatografia quiral empleando la columna Chiralcel OD. En este sistema el primero
que eluye corresponde al isémero (+)-TCN. Es importante mencionar que el enantiomero
(-)-TCN es entre 8 y 11 veces mas toxico que la forma (+)-TCN en organismos acuaticos
(CL50 ug/L Ceriodaphnia dubia (+)-TCN=0.68 vs (-)-TCN= 0.06)"".

A B
R-TCN S-TCN
S
. ” ﬁ OH
EtO—P * * P—OEt Cl Cl
SN s

Cl o Et Et e} cl cl

Cl
cl Espejo Cl 2,4,5-triclorofenol

Figura 13. Estructura quimica de los enantiémeros de tricloronato (TCN) y su grupo saliente.
A: Enantiémero Ry S de TCN, * centro quiral. B: Grupo saliente 2,4,5-TCP "

2.1.3.3. Actividad HDCPasa en el suero de aves domésticas y

marinas.
Monroy y col. (2018) realizaron experimentos de hidrélisis de HDCP (400 uM racémico) con

sueros de 20 especies de aves domésticas y marinas (10 pL por especie) en presencia de
100 uM de Cu?* en condiciones fisiologicas (pH=7.4 y 37°C). Después de 90 min de
reaccion se cuantifico el grupo saliente (2,5-diclorofenol) por espectrofotometria UV/Vis y el
remanente de HDCP por cromatografia quiral. Todas las especies hidrolizaron el HDCP,
resultando la conversion del sustrato entre 25% y 75%, siendo el suero de pavo la especie
que presentd mayores niveles hidrdlisis de HDCP ya que ambos isémeros de HDCP se
hidrolizaron en el mismo nivel. Mientras, que el suero de pollo presenté una hidrolisis
estereoselectiva Cu?-dependiente, se hidrolizé el isdémero R(+)-HDCP, que es el
enantiomero mas toxico de esta mezcla racémica (conversién de isémeros S/R: 5% vs
50%). En presencia de EDTA las actividades HDCPasas de los sueros de todas las aves
fueron inhibidas de manera significativa’. Posteriormente, estudios in vitro con
cuproproteinas del suero de aves y mamiferos Se identifico que la proteina responsable de

esta hidrdlisis Cu?* en el suero de aves es la albumina’s.
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2.1.3.4. Actividad TCNasa en el suero de aves y mamiferos

domeéstico.
El suero de aves también presenta actividad TCNasa dependiente de Cu?*. Como parte de

la tesis de maestria de la QFB Susana Chavez (2019) se llevaron a cabo experimentos de
hidrdlisis de TCN con suero de aves domésticas®®. Estos experimentos consistieron en la
incubacién de 10 pL del suero de 7 especies diferentes de aves domésticas (pavo, paloma,
codorniz, pato, ganso, pavo real y gallina) con TCN racémico 400 uM en condiciones
fisiologicas (pH=7.4, 37°C.) en presencia de 300 uM de Cu?'. Después de 60 min de
reaccion todas las especies presentaron hidrélisis de TCN (>75%), algunas de ellas de
forma estereoselectiva (pavo, codorniz, pato, ganso, y pavo real) a favor del isémero (-)-
TCN, isdbmero con mayor toxicidad que su correspondiente (+)-TCN (conversion de
isémeros +/-: 84% vs 94.5%). También fueron incubados 10 pL de suero de 8 mamiferos
domésticos (perro, cabra, cerdo, oveja, caballo, gato, conejo y vaca) y de humano con una
alicuota de 400 uM de TCN racémico en condiciones fisiologicas en presencia de Ca?* 2.5
mM, Cu?* 300 uM y EDTA 5 mM. Después de 60 min de reaccion se pudo observar que
exclusivamente el suero de cabra en presencia de cobre hidrolizé al TCN. Esta hidrdlisis
fue ligeramente estereoselectiva a favor del isémero (+)-TCN (conversion de isémeros +/-:
27% vs 16%), actividad hidrolizante inversa a la que se observo en el suero de aves. Otros
estudios complementarios muestran que después de 120 min de reaccion la hidrélisis de
TCN alcanzd el 90% de hidrélisis de ambos isémeros, lo que indica que el suero de cabra
hidroliza ambos isémeros, con una velocidad ligeramente mayor para el isdbmero no téxico
(+)-TCN. No se fue identificada la proteina responsable de la hidrélisis de TCN en el suero
de cabra. Sin embargo,la activacion por Cu?* sugiere la participacion de una cuproproteina
y al no ser activada por Ca?*, se descartd ala PON1%8. Por otro lado, Damianys Almenares
y col (2019) realizaron experimentos de hidrélisis de TCN con suero y albumina de pavo,
que consistieron en la incubacién de 10 pL de suero de pavo o 200 pg de albumina con una
mezcla racémica de 400 yM de TCN en condiciones fisiolégicas de pH y temperatura en
presencia de 300 uM de Cu?*. Después de 60 min de reaccion se identificé una hidrolisis
estereoselectiva a favor del isémero (-)-TCN (conversion de isomeros +/-: 32% vs 65%)%.
Tambien esta actividad TCNasa fue inhibida con EDTA y se demostré que la proteina
responsable de la actividad TCNasa Cu?* dependiente en suero de pavo tambien es la
albumina’. No se sabe cual es la proteina responsable de la actividad A-esterasa de TCN

observada en el suero de cabra, pero se sabe que es dependiente de Cu?*.
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2.2. Transporte de cobre en la sangre
Las tres principales proteinas que unen cobre en la sangre son la ceruloplasmina, la

albumina y la metalotioneina’. La mayoria del cobre (60-70%) de la sangre se une a la
ceruloplasmina para su distribucion corporal. Dicha cuproproteina redox es responsable de
la oxidacion de Fe?* a Fe®" para permitir su incorporacion en la transferrina. El 15% del
cobre en la sangre humana es transportado por la albumina para distribuirlo entre los
organos internos y se une a la albimina como Cu?* debido a las condiciones oxidativas en
la sangre’®. La tercera proteina capaz de unir cobre en la sangre es la metalotioneina, pero
la cantidad de unién a cobre es minima en comparacion de la cantidad que une a la
ceruloplasmina y a la albumina’™. Se realizaron ensayos in vitro empleando las tres
proteinas para medir actividad A-esterasa dependiente de Cu?' en el suero de pollo
tomando como sustrato al HDCP. Se observé que la Unica proteina que presenté actividad

HDCPasa fue la albumina™.

2.3. Albumina sérica como A-esterasa.
Se ha demostrado la actividad A-esterasa Cu?* dependiente de la albumina de aves'"?. La

albumina del suero de pavo y pollo tienen actividades TCNasa y HDCPasa Cu?
dependiente, respectivamente. En presencia de Cu?* 100 uM la albumina del suero de pavo
(TSA) hidrolizd los dos isobmeros de TCN en condiciones fisioldgicas, con una ligera
preferencia por el isomero (-)-TCN (86% vs 95%) en 120 min de reaccion. En estas
condiciones, la hidrdlisis de TCN con la albumina del suero de pollo (CSA) fue menor del
10%’4. En cambio, usando de sustrato al HDCP, en las mismas condiciones, la hidrolisis
con CSA del isémero R(+)-HDCP alcanzé un 95% de reaccion y el isomero S(-)-HDCP llegd
a 37% de reaccién’. En ambos casos, la hidrolisis se inhibié con EDTA. Por estos
resultados, se puede concluir que la hidrdlisis A-esterasa de TSA y CSA es Cu®-
dependiente y estereoselectiva a favor de los isbmeros mas téxicos de TCN y HDCP,
resultando la estereoselectividad del R(+)-HDCP de CSA mas evidente. Estas dos
actividades A-esterasas son de interés toxicoldgico, por lo que es relevante profundizar en
las propiedades bioquimicas y farmacoldgicas de estas proteinas como candidatas para

utilizarse en un futuro como un posible tratamiento contra intoxicaciones por OP.

2.3.1. Propiedades y funciones de la albumina sérica.
La albumina es la proteina mas abundante en el suero sanguineo de los animales

vertebrados, su concentracion normal es de 0.6mM, es una proteina multifuncional de 66
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kDa y 585 aminoacidos que consta de 3 dominios, cada dominio tiene 2 subunidades
idénticas compuestas de 4 y 6 a-hélices sin hojas beta y sin grupos prostéticos. Tiene 17
pares de puentes disulfuro que le dan forma de corazén y contiene sélo una cisteina libre
(Cys34)"". La albumina tiene un papel clave en el mantenimiento de la presién oncoética y
su funcién es transportar diversos ligandos enddgenos y exdgenos como hormonas, acidos
grasos, xenobidticos, farmacos y iones metalicos. El Cu?* es uno de los iones metalico mas
estudiado con respecto a su asociacion con la albumina. La albimina se sintetiza en los
hepatocitos, pero no se almacena en el higado porque pasa directamente al torrente
sanguineo; la mayor parte (40% -60%) se degrada en musculos, higado y rifiones’.
Ademas, la albumina funciona como biomarcador de muchas enfermedades entre ellas el
Alzheimer, dafios hepaticos, dafios a la barrera hematoencefélica y en intoxicaciones por
plaguicidas OP"®"°, A pesar de ser conocida por ser una proteina de transporte, la alblmina
también se le ha atribuido actividad antioxidante y propiedades enzimaticas en medios
tanto acuosos como no acuosos (como en etanol, DMSO y DMF)”’. Se ha observado que
la albumina puede adquirir actividades como oxidoreductasa (EC 1.11.1.24), como
carboxilesterasa (EC 3.1.1.103), arilesterasa (EC 3.1.1.2) y A-esterasa o fosfotriesterasa
(EC 3.1.8.3) y por esa versatilidad catalitica se puede definir como un biocatalizador
promiscuo®*°2, La unién especifica con sustratos favorece una actividad estereoselectiva
frente a compuestos racémicos °27’. Se ha descrito una peculiar actividad paraoxonasa a
la albimina sérica de mamiferos y aves que no depende de iones Ca?"y que es resistente
a EDTA®, Esta actividad se demostré que es tipo B-esterasa a través de la formacion de
un intermediario covalente como pseudoesterasa de fosforilacion rapida y desfosforilacion
lenta®. En la catdlisis de esta actividad HDCPasa EDTA resistente esta participando la
Tyr411, siendo este aminoacido el centro pseudoesterasico de la albimina® en ausencia
de cofactores metalicos. El sitio catalitico metal-dependiente A-esterésico de las albuminas
aun se desconoce, pero se sabe que requiere cofactores divalentes. Tal es el caso de las
albiminas de aves que son Cu?* dependientes’®*, Se ha sugerido que este mecanismo de
reaccion puede involucrar metales de transicibn acomplejados para dar metaloenzimas
artificiales’’. La albimina es una cuproproteina importante en la sangre y en el liquido
cefalorraquideo®?, pero también es un transportador de otros iones metalicos. En el
siguiente apartado profundizaremos en los sitios de unibn a metales en esta proteina

plasmatica.

37



2.3.2. Sitios de union a metales
La unién de metales a albumina es de importancia tanto fisiolégica como de relevancia

toxicoldgica; la albumina transporta iones esenciales como Cu?*, Zn?*, Ca?*y Co?*, también
pueden unirse a sustancias toxicas como Hg?'y Cd?* o a iones involucrados en terapias
como Au' y Pt** con afinidades distintas en cada sitio®2. Se reconocen 4 sitios de union a

metales en su estructura (Tabla 6)76.

Tabla 6. Caracteristicas y afinidad metalica de los sitios de unién a metales

Orden de
Sitio afinidad metalica Caracteristicas
Sitio amino terminal  Cu2*>VO4*> Ni?*> Co?* e Primer sitio de unién a Cu?*
(NTS) e Formado por los 3 primeros aminoécidos
de la albumina
e Estructura cuadrada plana
Sitio A (MBS) VO*>Cu2*>Zn2*>Cd2+> e Segundo sitio de unién para Cu?*y Ni2*
Niz*>Co?* e Primer sitio de unién a Zn2*
e Formado por los residuos: His67, Asn99,
His247 y Asp249
Sitio B Mn2*, Cd?*>Co?*=Cu?", e Sitio primario para iones Mn#*
*Zn2 e No se conoce su ubicacién
e Cd?*y Co?* compiten por el sitio
Cys34 Unidn inespecifica de ¢ Une metales via enlace de azufre.
metales e No se une significativamente a iones

metalicos enddgenos

*Existe incertidumbre

Se ha reportado que el primer sitio de union a Cu?* en la albumina es el extremo N-terminal
(NTS) formado por los primeros 3 aminoacidos de la proteina, el segundo sitio es el “Sitio
de unién a metales multiples” (MBS)®. La unién de Cu?* al segundo sitio no afecta la union
con el primero ya que se une al segundo sitio una vez que se satura el primero’’. Debido a
que la actividad observada en la albumina del suero de aves es Cu?* dependiente y que el
primer sitio de uniéon a Cu?* en la albumina es NTS se ha sugerido que juega un papel
importante en la catalisis de OP, formando parte del sitio catalitico o induciendo Ila
conformacion a la proteina®3. Por esta razédn es de interés profundizar en sus caracteristicas
de unién a metales, en particular la union a Cu?*. Se ha reportado un modelo de una
estructura cristalina del péptido NTS de la albimina humana unido a cobre®. Sin embargo,
no se ha cristalizado a la albumina unida a cobre, ni con nuestros ligandos OP (HDCP o
TCN). Existen estructuras de la albumina de diferentes especies, entre ellas la humanay la

caprina, unida a ligandos como farmacos, acidos grasos y metales (Figura X).
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Figura 14. Estructura cristalografica de la albimina humana (PDB:5IJF)% con sus
sitios de unidén a metaless2. NTS se acoplé segun la estructura cristalina del péptido DAHK
(CCDC-809109)8* para ilustrar el sitio de union NTS. No se ha ubicado el sitio B.

2.3.3.  Sitio amino terminal (NTS).

Este sitio esta compuesto por los primeros residuos en la secuencia de la albumina. Esta
secuencia es Asp-Ala/Thr-His en la mayoria de las albuminas de mamifero, excepto en el
cerdo y perro, que tienen la His3 mutada por Tyr3. En el caso de las aves, en la tercera
posicidon se encuentra un Asp y la His se encuentra en cuarta posicién, lo que podria ser
resultado de una insercion o delecion evolutiva (Tabla 7)%. Esta disposicion de cuatro
coordenadas de atomos donantes es mas estable con iones metalicos capaces de formar
complejos cuadrados y planos como el Cu?* y Ni?* 76, La secuencia amino-terminal de
albuminas de algunas especies de interés en el presente estudio son las siguientes:
Tabla 7. Secuencia NTS de algunas albuminas de interés.

Especie 1 2 3 4

Pollo (Gallus gallus) Asp Ala Glu His
Pavo (Meleagris gallopavo) Asp Ala Glu His
Humano (Homo sapiens) Asp Ala  His Lis
Perro (Canis lupus familiaris) Glu Ala  Tyr Lis

Cerdo (Sus scrofa domestica) Asp Thr  Tyr Lis
Cabra (Capra aegagrus hircus ~ Asp Thr  His Lis
Oveja (Ovis aries) Asp Thr His Lis
Vaca (Bos taurus) Asp Thr  His Lis
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3. JUSTIFICACION

Los compuestos OPs son utilizados ampliamente en los paises subdesarrollados, ya que
son eficientes y accesibles por su bajo costo, el uso de estos productos es posible que no
disminuya, sino que incluso podria incrementar. Los efectos neurotdxicos que tienen estos
compuestos sobre los mamiferos incluyendo humanos. Mientras que la ausencia de un
tratamiento farmacoldgico efectivo ante la exposicion aguda a altas concentraciones a estos
compuestos, lo convierte en un problema de salud publica mundial. Asimismo, dentro de
los diversos OPs, los tiofosfatos presentan mayor lipofilicidad y menor hidrélisis por A-
esterasas que la de sus analogos oxofosfatos. Esto hace posible que se bioactiven in situ
en tejidos blanco como el cerebro, por lo que su toxicidad pudiera ser mayor. Por otro lado,
se ha encontrado que el suero de cabra puede hidrolizar tiofosfatos de una manera
estereoselectiva y dependiente de Cu?*; Sin embargo, no se ha identificado cual proteina
seria la responsable. En base a estudios previos con suero de pollo, donde se demostro
que la albumina fue capaz de hidrolizar de manera esteroselectiva un OP racémico de forma
similar a lo observado en suero de cabra y a la dependencia de Cu?*, se sugiere que la
actividad de A-esterasa en el suero de cabra podria deberse a la albumina. Esta
investigacion se engloba dentro de un proyecto que busca identificar y caracterizar la o las
proteinas responsables de la actividad A-esterasa en el suero de cabra, asi como la
identificacion de la union de cobre y sobre todo del centro catalitico de las albuminas
animales. Por esta razon, los hallazgos derivados de esta investigacion bioquimica vy
biotecnoldgica se podran contribuir al entendimiento de los procesos del metabolismo y
toxicidad de OP, asi como al desarrollo de un tratamiento profilactico o un farmaco efectivo
post-exposicion en la clinica humana y veterinaria, asi como en el desarrollo biotecnolégico

para la bioremediacion ambiental de OPs.
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4. HIPOTESIS

H1: La albumina del suero de cabra, sera la proteina responsable de la actividad A-esterasa

sobre tiofosfatos quirales, resultando esta actividad estereoselectiva en presencia de Cu?*.

H2: El sitio amino-terminal (NTS), forma parte del sitio catalitico A-esterasico de la proteina.
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5. OBJETIVOS

5.1. Objetivo general

Evaluar la posible actividad A-esterasa Cu?* dependiente de las albuminas presente en el

suero de mamiferos y proponer la localizacion de su sitio activo.

5.2. Objetivos especificos

1. Evaluar la actividad A-esterasica Cu?* dependiente de las albuminas del suero de
mamiferos sobre el insecticida quiral TCN.

2. Determinar la estereoselectividad de la reaccién de hidrdlisis de TCN con las albuminas
que presenten actividad A-esterasica.

3. Identificar el centro catalitico A-esterasico de la albumina del suero de vertebrados.

4. Caracterizar la hidrdlisis Cu?*-dependiente de TCN por una proteina mutada en el sitio
NTS de la albumina del suero humano (HSA) que la vuelva mas parecida a la albumina

de cabra y de aves.
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6. METODOLOGIA

6.1. Obtencion de muestras de sueros de mamiferos domésticos y sus

albuminas

Se obtuvieron muestras, 5-10 mL, de sangre de animales adultos sanos (n=3) de perro
(Canis lupus familiaris), cabra (Capra aegagrus hircus), cerdo (Sus scrofa domestica), ovino
(Ovis aries), bovino (Bos primigenius Taurus) y pavo (Meleagris gallopavo) en la Facultad
de Ciencias Agropecuarias de la Universidad Autbnoma del Estado de Morelos (UAEM)
como parte del proyecto de tesis de Susana Chavez®. Todas las muestras se recogieron
en tubos libres de anticoagulante y se centrifugaron a 1000 x g durante 10 min para obtener
los sueros que se almacenaron a -20 °C hasta su posterior manipulacion. El cuidado y
manejo de los animales se realizé siguiendo la NOM-062-ZO0-1999. Las muestras de
suero humano sano fueron proporcionadas de un proyecto de obesidad y sindrome
metabdlico dirigido por la dra. N. Sara Garcia Jiménez®, las cuales fueron obtenidas
mediante consentimiento informado (n=3). Las muestras y los residuos fueron manipulados
segun lo establecido por las Normas Oficiales Mexicanas NOM-253-SSA1-2012 y NOM-
087-ECOL-SSA1-2002. Las albuminas de suero liofilizado de humano, perro, cerdo, oveja,
vaca y pavo con una pureza del 98% se adquirieron de Sigma-Aldrich Company. Mientras
que, la albumina del suero de cabra (GSA) se obtuvo de la empresa CUSABIO con una

pureza > 95%.

6.2. Cuantificacion de la actividad de hidrolisis de la mezcla racémica

de TCN por espectrofotometria UV-Vis

La actividad de hidrdlisis del TCN la denominaremos en adelante como TCNasa. Se midi6
mediante la cuantificacion del 2,4,5 triclorofenol (TCP, grupo saliente). Este método
espectrofotométrico UV-Vis fue desarrollado por nuestro grupo de investigacion. Es
importante mencionar que por este procedimiento no se diferencia la hidrélisis de los

enantiémeros.

La cuantificacion de la albumina presente en los diferentes sueros estudiados fue mediante
un kit comercial SPINREACT BSIS02-E 11/02/16. El método se basa en la medicién
fotométrica UV-Vis de un complejo colorido formado con la union especifica de la albumina
con verde de bromocresol. Para los ensayos de hidrdlisis se normalizé la cantidad de
albumina en los sueros (10 uL) para tener 200 ug de albumina de cada especie en la

reaccion. En el caso de las albuminas comerciales de mamiferos, se prepard un stock 2mM
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en agua desionizada y se tomaron 100 pL para tener los mismos 200 ug de albumina. Se
incubaron las proteinas con sulfato de cobre pentahidratado a la concentracién indicada en
cada experimento a pH=7.4 (TRIS 10 mM) y 37 °C en un volumen de reaccion de 1 mL. La
reaccion inicié una vez que se anaden 25 uL de TCN racémico de un stock 4mM para tener
una concentracion final de 100 uM. Después de 60 min de incubacién, se detiene la reaccién
con 750 pL de una solucién de 4-aminoantipirina 0.25 mg/mL y SDS 2% m/V en TRIS 50
mM a pH=8 (solucion de paro). Posteriormente, se afiadieron 375 uL de ferricianuro de
potasio al 0.4% m/V para formar un complejo de color que se mide a 512 nm mediante
espectrofotometria UV-Vis (PERKIN-ELMER, Lambda 25). Se realiz6 una curva de
calibrado con un estandar de triclorofenol (TCP 28, 52, 80 y 100 uM), las cuales se
incubaron en las mismas condiciones que las muestras de suero y albumina.
Posteriormente, se leyd la absorbancia (A) a 512 nm (Figura 14) y se hizo una regresion
lineal con los puntos de la curva de calibrado graficando A vs [TCP] para obtener los
parametros de linealizacion (pendiente y ordenada al origen) que se utilizaron para convertir
las A leidas en las muestras a [TCP]. Finalmente, el nivel de hidrélisis de TCN con las
muestras se estimo cuantificando la concentracién del producto de la reaccion (TCP). Los
ensayos se realizaron por triplicado. Los valores de la hidrélisis se expresaron en promedio
de la [TCP] (UM) formado con su error estandar. Se colocé como control un tubo de
“hidrdlisis espontanea” que corresponde a un ensayo de hidrdlisis no enzimatica del
sustrato (TCN) en el medio de reaccioén (sin albumina ni suero) en las mismas condiciones
de reaccion. Para el analisis de los datos obtenidos de hidrolisis observada de cada suero
se procedié a restar el valor de la hidrdlisis espontanea. Los valores de hidrolisis se

expresaron en concentraciones uM de TCP por 60 min de reaccion.
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Figura 14. Curva de calibrado de TCP por espectrofotometria UV-Vis
6.3. Hidrolisis estereoselectiva de TCN por cromatografia quiral

La hidrdlisis estereoselectiva de TCN se cuantificO mediante la cuantificacion de la
concentracién residual de cada enantidmero (uM) utilizando un método cromatografico
quiral validado por nuestro grupo de investigacion?’. Este método considera las condiciones
cromatograficas establecidas por Ellington et al 20012, El enantiomero (+)-TCN eluye a un
tiempo de retencién de 8.2 min y su correspondiente (-)-TCN a los 9 min empleando una
columna quiral CHIRALCEL OD y una fase moévil de 100% heptano grado HPLC. Los
ensayos consistieron en incubar una alicuota de 10 uL de suero o sus respectivos 200 ug
de albumina de cada especie con sulfato de cobre pentahidratado 300 uM a pH 7.4 (TRIS
10 mM) y 37 °C. La reaccion de hidrdlisis (1 mL) se inicié anadiendo 25 pL de un stock de
TCN 4mM disuelto en acetona para dar una concentracion final de TCN racémico 100 uM
(~ 50 yM de cada enantiomero). La reaccion se detuvo después de 60 min afiadiendo 40
ML de HCI 0.2 M. Posteriormente, se llevé a cabo una extraccion liquido-liquido con 1 mL
de heptano para obtener el TCN residual del medio acuoso mediante su centrifugacion a
1000 x g durante 15 min. Finalmente se inyecté una alicuota de 20 pL de la fase organica
en el sistema de cromatdgrafico (HPLC) (serie Agilent 1220 Infinity) equipado con un
detector de UV/Vis con arreglo de diodos usando 207 nm a un flujo de 1TmL/min de fase
movil. El tiempo de la corrida cromatografica fue de 10 min por inyeccién. Para la
cuantificacion de la hidrdlisis estereoespecifica se realizd6 una curva de calibrado de
estandar de TCN en concentraciones 50 uyM, 100 uM, 200 uM y 400 uM (Figura 15), las

cuales fueron expuestas a las mismas condiciones de pH y temperatura que las muestras
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experimentales. Los niveles de hidrdlisis se expresaron en el promedio de la concentracion

residual para cada isémero + su error estandar.

0 1 2 3 4 5 6 7 8 9 10
Figura 15. Cromatogramas de la curva de calibrado de TCN

Cada linea representa la elucion y deteccion a 207 nm de mezcla racémica de TCN calidad

estandar incubado por 60 min, 37°C, pH 7.4 a las siguientes concentraciones: 50 uM (rosa),100 uM

(verde), 200 uM (azul) y 400 uM (rojo). (+)-TCN: 8.1 min, (-)-TCN: 8.9 min. El pico observado a 3.2

min corresponde a la acetona en la que se diluy6 el estandar de TCN.

6.4. Analisis estadistico
El valor de la concentracion remanente de cada enantidmero de tricloronato de los grupos

experimentales (sueros + albuminas de mamiferos en presencia de Ca?* o EDTA o Cu?)
en comparacion del grupo control fueron analizados por la prueba estadistica ANOVA de
una via. Para la comparacion de la hidrdlisis de (+)-TCN contra (-)-TCN de cada grupo
experimental se aplicé una prueba paramétrica t-Student. Se utilizé p<0.05 como valor de
significacion estadistica. Estos analisis se realizaron con paquete estadistico SPSS versién

19 y los graficos se dibujaron con el programa Sigma Plot version 12.

6.5. Purificacion de la albumina del suero de cabra
Con el proposito de purificar albumina del suero de cabra, se tomd una muestra de

aproximadamente 5 mL de sangre de cabra, los cuales fueron centrifugados a 1000 x g
para la obtencion del sobrenadante (suero), en el cual se cuantificé la cantidad de albumina,
asi como su actividad TCNasa empleando los procedimientos espectrofotométricos
descritos anteriormente. Finalmente, se dializé en frio (4°C) con una membrana de 12 kDa
en buffer de acetatos 10 mM, pH=5. Es importante mencionar que para la primera etapa de

su purificacion se realizd una precipitacion con sulfato de amonio al 50% a pH=5 (buffer de
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acetatos), después fue centrifugada la muestra a 10,000 rpm por 10 min y el precipitado fue
re-suspendido en 10 mL de buffer. La cuantificacion de albumina en las diferentes
fracciones se realizd6 mediante el método de verde de bromocresol. El precipitado con
mayor nivel de albumina y actividad TCNasa fue de dializado en buffer de acetatos pH=5
durante toda la noche empleando una membrana de 12 kDa. El dializado nuevamente se
centrifugd para eliminacion de un ligero precipitado que se formé durante la dialisis. Este
sobrenadante se identifico como “0” y se concentro por ultrafiltracion. La segunda etapa de
purificaciéon consistié en una separacion cromatografica de intercambio iénico (IEX-DEAE)
equilibrando la columna con buffer de acetatos 10 mM (pH=5). La muestra “0” se cargé a
una velocidad de 1 mL/min y la proteina eluyd con un gradiente discontinuo de NaCl de 0 a
1 mM. El volumen de la columna (30 mL) se calculd, para pasar 2 volumenes de buffer a la
columna antes de empezar a eluir, uniendo la fraccién que no se adheri6 a la columna (flow
through) en la muestra “1”. De esta forma se eluyeron las proteinas con el paso de un
volumen de columna por cada concentracion de NaCl (50, 100, 200 y 1000 mM).
Finalmente, se colectaron fracciones de 6 mL para cada concentracion de elucion y fueron
identificadas las fracciones que contenian albumina con el ensayo con verde de
bromocresol en una placa de 96 pozos utilizando 100 uL de reactivo por cada 10 uL de
muestra. De acuerdo con la concentracion de NaCl en la que eluyd, obtuvimos las muestras:
2 (50 mM NaCl), 3 (200 mM NacCl), 3 (1000 mM NaCl).

Las fracciones que contenian albumina fueron concentradas y lavadas por ultrafiltracion
(membrana Amycon de 10 kDa). Para determinar la pureza de la proteina se corrié un gel
desnaturalizante de acrilamida SDS-PAGE con todas las fracciones (20 pyL de cada
muestra) tefiidas con azul de Commassie. Posteriormente, se procedido a determinar la
actividad TCNasa mediante el método establecido en nuestro laboratorio, cuantidficando el
grupo saliente TCP y la cantidad de proteina (método de Spinreact: Biuret) en las fracciones
purificadas empleando los métodos descritos anteriormente. La albumina fue concentrada

en el Amycon, con una membrana de 10 kDa.
6.6. Unién de Cu?* a la albumina del suero de cabra (GSA)

Con el proposito de determinar el tipo de unién (fuerte o débil) del Cu?* a la albtimina fueron
incubados 200 pg de albumina con 300 uM de Cu?* durante 60 min en condiciones
fisiolégicas (pH=7.4, TRIS 10 mM, 37 °C). Posteriormente, las muestras se centrifugaron
por 5 min a 15000 rpm empleando filtros de 0.1 micras. La alicuota filtrada que contenia el

exceso de cobre o cobre no unido a la proteina se empled para comprobar la hidrolisis
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espontanea del metal. Mientras la albumina retenida en el filtro que en principio mantuvo
cobre unido fue re-suspendida con Tris 10 mM pH=7.4 para realizar la actividad hidrolizante
de TCN. Para este ensayo se empleé como grupo control 200 ug de albumina con 300 uM
de Cu?*. La fraccion centrifugada (cobre libre) y ambas albuminas (retenida en el filtro y sin
filtrar) fueron incubadas con 100 yM de TCN a pH=7.4 y 37 °C durante 60 min. La reaccion
de hidrdlisis fue finalizada al agregar AAP+SDS a pH=8 y ferricianuro de potasio (0.4%)
para formar el complejo colorido con el fenol del grupo saliente del TCN, el cual se midié a
A=512nm.

6.7. Hidrolisis de TCN con una albumina mutante del suero de humano
(rtHSA)

6.7.1. Produccién recombinante de albumina humana (HSA)

mutada.
Con el proposito de identificar el sitio catalitico de la actividad TCNasa Cu?*-dependiente

de la albumina de vertebrados, fue obtenida una albumina recombinante del suero humano.
Particularmente le fue insertado un acido glutamico del sitio amino terminal, que ha sido
reportado como un sitio de unidn a cobre en la albumina de vertebrados. Esta insercién esta
basada en la mayor actividad A-esterasa que presenta la albumina del suero de aves (pollo
y pavo) la cual es mayor en comparacion con la albumina del suero de mamiferos que
carece de este aminoacido en dicha secuencia. La recombinante humana fue realizada
por la empresa Creative BioMart (EE. UU.). Brevemente, se empled una clona de expresion
para la obtencion de albumina de suero humano mutada con una insercion de &acido
glutamico en la posicion 3 (Glu3). Dicha proteina se expreso6 en una cepa de Pichia pastoris
GS115 en medio BMGY y BMMY. En este procedimiento fue empleado metanol al 1% como
inductor durante 96 horas. La proteina recombinante fue purificada por cromatografia de
intercambio iénico (Q-Sepharosa) y por afinidad (Resina de Sepharosa Azul CL-6B),
empleando los amortiguadores. Para la cromatografia de intercambio i6nico se usé buffer
de fosfatos 25 mM, pH=7.5 con NaCl 1M. Para la purificacion por afinidad se uso6 buffer
Tris-HCI 50 mM pH=8 y se eluyd con 2 M de NaCl., respectivamente. La cuantificacion de
albumina recombinante fue mediante el método de Bradford y la determinacion de su
pureza fue a través de un gel SDS-PAGE. La pureza de la proteina recombinante fue del
80% a una concentracion de 0.25 mg/mL. A continuacion, se muestra el procedimiento que

realizé la empresa para obtener la albumina mutante.
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Gen que codifica la proteina objetivo.
Se sintetizd el cDNA con la optimizacion de la expresion de P.pastoris. La secuencia se

encuentra a continuacion:

>albimina 1,775 bp
GAATTCGATGCTGAACATAAATCTGAGGTTGCTCACAGATTCAAGGATTTGGGTGAAGAGAACTTCAAAGCTT
TGGTTTTGATTGCTTTTGCTCAATACTTGCAACAATGTCCATTCGAAGATCATGTTAAGTTGGTTAACGAAGT
TACTGAGTTTGCTAAAACTTGTGTTGCTGATGAATCTGCTGAGAATTGTGATAAGTCTTTGCACACTTTGTTC
GGAGATAAATTGTGTACTGTTGCTACTTTGAGAGAAACTTATGGAGAGATGGCTGATTGTTGTGCTAAGCAAG
AACCAGAGAGAAACGAATGTTTCTTGCAACATAAAGATGATAACCCAAATTTGCCTAGATTGGTTAGACCTGA
GGTTGATGTTATGTGTACTGCTTTCCATGATAACGAAGAGACTTTCTTGAAGAAATACTTGTACGAAATCGCT
AGAAGACACCCATACTTCTATGCTCCTGAGTTGTTGTTTTTCGCTAAAAGATACAAGGCTGCTTTTACTGAAT
GTTGTCAAGCTGCTGATAAAGCTGCTTGTTTGTTGCCAAAGTTGGATGAATTGAGAGATGAGGGTAAAGCTTC
TTCTGCTAAACAAAGATTGAAGTGTGCTTCTTTGCAAAAATTTGGTGAAAGAGCTTTCAAGGCTTGGGCTGTT
GCTAGATTGTCTCAAAGATTTCCTAAAGCTGAATTTGCTGAGGTTTCTAAATTGGTTACTGATTTGACTAAGG
TTCATACTGAATGTTGTCACGGAGATTTGTTGGAGTGTGCTGATGATAGAGCTGATTTGGCTAAGTACATCTG
TGAAAACCAAGATTCTATCTCTTCTAAGTTGAAGGAATGTTGTGAGAAACCATTGTTGGAAAAGTCTCATTGT
ATTGCTGAAGTTGAGAACGATGAGATGAGAGCTGATTTGCCTTCTTTGGCTGCTGATTTCGTTGAATCTAAGG
ATGTTTGTAAGAATTACGCTGAGGCTAAGGATGTTTTCTTGGGAATGTTCTTGTACGAATATGCTAGAAGACA
TCCAGATTACTCTGTTGTCTTGTTGTTGAGATTGGCTAAGACTTATGAAACTACTTTGGAGAAATGTTGTGCT
GCTGCTGATCCTCACGAATGTTACGCTAAGGTTTTCGATGAGTTCAAGCCATTGGTTGAAGAGCCTCAAAACT
TGATTAAGCAAAACTGTGAATTGTTCGAGCAATTGGGTGAATACAAGTTCCAAAACGCTTTGTTGGTTAGATA
CACTAAGAAAGTTCCACAAGTTTCTACTCCTACTTTGGTTGAAGTTTCTAGAAATTTGGGTAAAGTTGGTTCT
AAATGTTGTAAGCATCCAGAAGCTAAAAGAATGCCTTGTGCTGAGGATTACTTGTCTGTTGTTTTGAACCAAT
TGTGTGTTTTGCACGAAAAGACTCCAGTTTCTGATAGAGTTACTAAATGTTGTACTGAGTCTTTGGTTAACAG
AAGACCATGTTTCTCTGCTTTGGAAGTTGATGAGACTTATGTTCCTAAGGAGTTTAACGCTGAGACTTTTACT
TTCCATGCTGATATCTGTACTTTGTCTGAAAAGGAGAGACAAATTAAGAAACAAACTGCTCTTGTTGAATTGG
TTAAGCACAAACCTAAGGCTACTAAAGAGCAATTGAAGGCTGTTATGGATGATTTTGCTGCTTTCGTTGAAAA
ATGTTGTAAGGCTGATGATAAGGAGACTTGTTTTGCTGAAGAGGGTAAAAAGTTGGTTGCTGCTTCTCAAGCT
GCTTTGGGTTTGTGAGCGGCCGC

Expresion del vector

La proteina esperada producida se muestra a continuacion.

> albumin protein, 588 AAs, 66.84 kDa, pI 5.68 sin el péptido
DAEHKSEVAHRFKDLGEENFKALVLIAFAQYLQQCPFEDHVKLVNEVTEFAKTCVADESAENCDKSLHTLEFGD
KLCTVATLRETYGEMADCCAKQEPERNECFLQHKDDNPNLPRLVRPEVDVMCTAFHDNEETFLKKYLYEIARR
HPYFYAPELLFFAKRYKAAFTECCQAADKAACLLPKLDELRDEGKASSAKQRLKCASLQKFGERAFKAWAVAR
LSQRFPKAEFAEVSKLVTDLTKVHTECCHGDLLECADDRADLAKY ICENQDSISSKLKECCEKPLLEKSHCIA
EVENDEMRADLPSLAADFVESKDVCKNYAEAKDVFLGMFLYEYARRHPDYSVVLLLRLAKTYETTLEKCCAAA
DPHECYAKVFDEFKPLVEEPONLIKQNCELFEQLGEYKFQNALLVRYTKKVPQVSTPTLVEVSRNLGKVGSKC
CKHPEAKRMPCAEDYLSVVLNQLCVLHEKTPVSDRVTKCCTESLVNRRPCFSALEVDETYVPKEFNAETFTFH
ADICTLSEKERQIKKQTALVELVKHKPKATKEQLKAVMDDFAAFVEKCCKADDKETCFAEEGKKLVAASQAAL
GL*

Transformacion en la cepa GS115 y deteccion de alta copia

Los plasmidos de expresion se linealizaron con Mss |. La cepa GS115 se transformo
mediante electroporacion con placa RD. Una vez que aparecieron los clones en la placa,
se lavaron las clonas con agua esterilizada y se colocaron en una placa YPD+G418 (1000
pg/ml). Las clonas de Pichia recombinantes se identificaron mediante PCR. Los
iniciadores (primers) de PCR fueron los siguientes:

5'AOX: 5'gactggttccaattgacaagc 3'

3'AOX: 5'gcaaatggcattctgacatcc 3'
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Figura 16. Plasmidos linealizados. Tincién Goldview.
MW. DL10000 1. Plasmido pPIC9K de albumina - 2. Plasmido pPIC9K de albumina linealizado
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Figure 2. PCR analysis for positive clones in P.pastoris. Goldview staining.

Figura 17. Analisis PCR para clonas positivas en P. pastoris. Tincion Goldview

Prueba de expresion
Se realiz6 una prueba usando 2 clonas positivas. Las condiciones de expresién se

enlistan a continuacion:

Clona No. 2 Clona No. 4

/_/H /_/H
0.5% 1% 0.5% 1%
g MW D2 D3 D4 D2 D3 D4 D2 D3 D4 D2 D3 D4
140
I3 T e e —
5 ’ o
35
25 .
15

Figura 18. Prueba de expresion con el medio de cultivo.
SDS-PAGE reductor con tincion de azul de Coomassie. Dn. Tiempo de induccion. . Control
negativo
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Figura 19. Purificacién por afinidad (Resina de Sepharosa Azul CL-6B).
SDS-PAGE con tincion de azul de Coomassie. MW. Marcador de peso molecular. IN. Entrada. FT.
“Flow through”. W. Fracciones de lavado En. Fracciones eluidas. A. Perfiles de purificacion. B.
Muestra final después de la cromatografia (2 ug por carril).
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Figura 20. Purificacion por intercambio idnico (Resina Q-Sepharosa).
SDS-PAGE con tinciéon de azul de Coomassie MW. Marcador de peso molecular. IN.
Entrada. FT. “Flow through”. An-Dn. Fracciones eluidas. A. Perfiles de purificacion. B.
Muestras finales después del cambio de buffer (2 ug por carril).
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5.7.2. Hidrdlisis estereoselectiva Cu?*-dependiente de TCN con
albumina humana mutante (HSA-E3) por HPLC quiral.

Para medir la hidrolisis estereoselectiva Cu?*-dependiente de TCN por la albimina mutante
(HSA-E3) se realizé por la metodologia de deteccién del TCN remanente por cromatografia
quiral cuantificando la concentracion de TCN residual al final de la reaccion. En el ensayo
se emplearon otras albuminas de suero de mamiferos: humano, perro, cabra, puerco, oveja,
vaca y burro, ademas de los controles positivos de pavo y pollo. Para esto, se incubaron
200 pg de albumina de cada una de ellas en presencia de sulfato de cobre pentahidratado
(100 o 300 pM) en condiciones fisiologicas (pH=7.4, T=37°C) durante 60 min. La reaccion
se detuvo con 40 uL de HCI 0.2M y para la extraccion organica del TCN se afadio 2 mL de
heptano grado HPLC. Esta mezcla fue centrifugada a 1000 x g durante 15 min. Veinte yL
de fase organica fueron inyectados en el sistema de cromatografia de liquidos de alta
eficiencia (Waters 2996) equipado con un detector con arreglo de fotodiodos a 207 nm, un
auto muestreador (Waters 717), una fase movil (heptano) a una velocidad de flujo de
1mL/min y una columna quiral CHIRALCEL OD. La corrida cromatografica fue de 10 min.
Se determiné el area bajo la curva de los cromatogramas con el software Empower con el
objetivo de cuantificar la concentracion residual de cada isémero®’. Se inyectd una curva
de 5 concentraciones de TCN estandar en las mismas condiciones que las muestras para
realizar la conversién de area bajo la curva a concentracion residual uM. Como control, las

proteinas fueron incubadas con EDTA 5mM.
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/. RESULTADOS

7.1 Hidrdlisis dependiente de EDTA, calcio y cobre de TCN racémico
por suero y albumina de mamiferos

La Figura 21 muestra los valores de TCP (actividad TCNasa) de EDTA, Ca?* y Cu?
obtenidos de suero de mamiferos humanos y domésticos. Como se muestra en el panel A
y B, no hay una hidrdlisis significativa de TCN dependiente de EDTA y Ca?* en el suero de
todas las especies de mamiferos estudiadas (1-6%). Sin embargo, hay una actividad
TCNasa dependiente de Cu?* estadisticamente significativa (p<0.05, ANOVA de una via)
del suero de cabra cuando se incub6 con sulfato de cobre 100 uM o 300 uM (hidrdlisis del
38-56%, respectivamente) (panel C y D) con respecto a los otros sueros de mamiferos. El
suero humano y bovino mostré una actividad TCNasa del 24% y el 11% cuando ambas
muestras se incubaron con cobre 100 pM. Sin embargo, estos niveles no fueron
significativos (Figura 3C). Los ensayos de hidrélisis enzimatica fueron altamente
reproducibles (menos del 10% de variabilidad entre triplicados). Con el objetivo de
identificar si las albuminas son las cuproproteinas séricas de mamiferos responsables de
la hidrolisis de TCN racémica dependiente de Cu?* en sueros de mamiferos, se midio la
concentracion de proteina de albumina en 10 uL de cada suero de mamifero con verde de
bromocresol usando un kit comercial (SPINREACT), como se describe en la seccion de
materiales y métodos. La concentracion de albumina se cuantificé en cada uno de los
sueros de los siete mamiferos. Los valores de albumina se encontraron en un rango de 175
a 230 pg en 10 mL de suero. Por esta razon, decidimos incubar 200 yg de albumina de
cada suero de mamifero como en los estudios de hidrdlisis de OP anteriores realizados por
nuestro grupo de investigacion con albumina de pavo y pollo. La Figura 21 muestra que 5
mM EDTA (a) o 2.5 mM de calcio (B) y cobre (C y D) no activaron la hidrdlisis de TCN en
las siete albuminas de suero de mamiferos, excepto en la albumina de suero de cabra que
muestra niveles de hidrdlisis mas altos (~78 vs 38-56%) que su suero respectivo con ambas
concentraciones de sulfato de cobre. Resultando estadisticamente significativo (p<0.05,

prueba t-Student) con la concentracion de sulfato de cobre 100 pM.
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Figura 21. Hidrolisis de TCN racémico por suero y su albimina de mamiferos domésticos por
espectrofotometria de UV-Vis. En esta grafica se muestra el promedio + el error estandar de 3
experimentos del suero (pool de 3-5 animales por especie) y su albumina de humano (1), perro (2),
cabra (3), cerdo (4), oveja (5) o vaca (6), de la cuantificacion del grupo saliente de la reaccién (TCP).
En negro se muestra la hidrodlisis del suero y en gris la hidrélisis de albumina. Se incub6 una alicuota
de 10 pL de suero o 200 ug de albumina con 100uM de TCN racémico en presencia de A:5mM de
EDTA, B: 2.5mM de Ca?*, C: 100uM de Cu?* y D: 300 uM de Cu?* a pH=7.4, 37°C durante 60 min.
Comparacion interespecies *p>0.05 ANOVA de dos vias, Tukey. Suero vs albumina ** p<0.05, t-
student

La figura 21 muestra los valores de TCP (actividad TCNasa) de EDTA, Ca?" y Cu?
obtenidos a partir de suero humano y de mamiferos domésticos. Un estudio previo de la
cinética de la actividad de la TCNasa en suero de pavo informé que la actividad era lineal
con el tiempo de reaccién; por lo tanto, 60 min fue el tiempo de reaccion elegido para medir
la hidrélisis de TCN racémico en este estudio. Como se muestra en el panel a y b, no hay
una hidrdlisis significativa de TCN dependiente de EDTA y Ca?* en el suero de todas las
especies de mamiferos estudiadas (1-6%). Sin embargo, existe una actividad TCNasa

dependiente de Cu?*) estadisticamente significativa (p<0.05, ANOVA de una via) del suero
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de cabra cuando se incubo con sulfato de cobre 100 yuM o 300 pM (38-56% de hidrdlisis,
respectivamente) (panel ¢ y d) con respecto a los otros sueros de mamiferos. El suero
humano y bovino mostré una actividad TCNasa de 24 % y 11 % cuando ambas muestras
se incubaron con 100 uM de cobre. Sin embargo, estos niveles no fueron significativos
(Figura 2C). Los ensayos de hidrdlisis enzimatica fueron altamente reproducibles (menos
del 10 % de variabilidad entre triplicados), el rango de actividad entre los animales fue entre
7,3, 2,7 y 6,1 veces para la actividad TCNasa dependiente de EDTA, Ca?" y Cu?,
respectivamente. Con el objetivo de identificar si las albuminas son las cuproproteinas
séricas de mamiferos responsables de la hidrélisis de estos TCN racémicos dependientes
de Cu?* en sueros de mamiferos. La concentracion de proteina albimina se midié en 10 pL
de cada suero de mamifero con verde de bromocresol usando un kit comercial
(SPINREACT) como se describe en la seccién de materiales y métodos. La concentracion
de albumina se cuantificé en cada uno de los sueros de los siete mamiferos. Los valores
de albumina se encontraron en un rango de 175 a 230 ug en 10 mL de suero. Por esta
razon, decidimos incubar 200 ug de albumina de cada suero de mamifero como en los
estudios previos de hidrolisis de OP realizados por nuestro grupo de investigacion con
albumina de pavo y pollo. Como muestra la figura 2, EDTA 5 mM (a) o calcio (b) y cobre 2,5
mM (c y d) no activaron la hidrolisis de TCN en las siete albuminas séricas de mamiferos,
excepto en la albumina sérica de cabra que se muestra significativa (p <0.05, prueba t-
Student) niveles de hidrdlisis mas altos (~78 vs 38-56 %) que su respectivo suero con

ambas concentraciones de sulfato de cobre.

Una vez que demostramos que la albumina y el suero de cabra tienen actividad TCNasa,
probamos diferentes concentraciones de cobre biolégicamente relevantes entre 1-800 uM
tanto de suero como en albumina. Los resultados de este experimento se presentan en la
Figura 22. La maxima hidrdlisis de TCN en el suero de cabra la encontramos a una
concentracion de 300 uM de Cu?*, mientras que el maximo de la hidrélisis de TCN en la
albumina de cabra se encuentra en 100 pM. En el suero de la cabra se encuentran otras
proteinas que unen cobre, como la ceruloplasmina, proteinas que podrian no tener actividad
TCNasa, pero que reducen la cantidad disponible de Cu?* en el medio. Por esta razén al
tener la albimina pura requiere de una menor concentraciéon de Cu?* para hidrolizar el

sustrato.
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Figura 22. Actividad TCNasa del suero de cabra y su albumina a diferentes
concentraciones de cobre. En esta grafica se muestra el promedio + el error estandar de 3
experimentos de A: suero (“pool” de 3 cabras) y B: albumina del suero de cabra. Se incubd una
alicuota de 10 yL de suero o 200 ug de albumina con 100uM de TCN racémico en presencia de
diferentes concentraciones de Cu?* a pH=7.4, 37°C durante 60 min. *p>0.05 ANOVA de dos vias,

Tukey.

La hidrdlisis del suero de cabra fue mayor al 70% en presencia de 100 o 300 uM de Cu?*
después de 60 minutos bajo condiciones fisiologicas. La albumina mostré la misma
actividad que la del suero de cabra, por lo que se sugiere que es la proteina responsable
de la hidrdlisis de TCN observado en el suero de este mamifero. Esta actividad hidrolizante

del TCN es similar a la previamente reportada en albumina de pavo (grupo control). La
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hidrélisis de los demas mamiferos analizados fue <10%. La hidroélisis maxima de TCN se

presenta a una concentracion de Cu?* 100 yM.

Con base en el efecto activador de Cu?* observado en el suero de cabra anterior y sus
respectivos resultados de albumina, se incubaron 10 pL de suero de cabra con una alicuota
de TCN 100 uM en presencia de sulfato de cobre en concentraciones que oscilaron entre 1
MM y 800 uM. La medida de hidrdlisis de TCN se tomé cuantificando el TCP liberado
después de una reaccién de 60 minutos. Cu?* tuvo un efecto activador en la hidrolisis de
TCN (Figura 3). La hidrdlisis de TCN dependiente de Cu?" aumenté significativamente
(p<0.05, ANOVA one way) con una mayor concentracion de cationes, y su efecto activador
se identific6 pasando de 60 yM a 400 yM en el suero obteniendo su mayor activaciéon
hidrolizante de TCN a 300 uM de este metal divalente y su concentracion efectiva 50 (EC50)

fue de aproximadamente ~80 uM para esta muestra bioldgica.

7.1. Hidrodlisis estereoselectiva Cu?* dependiente de TCN por albimina
de suero de cabra

Para identificar si la hidrdlisis dependiente de Cu?* de TCN por albimina de suero de cabra
es estereoselectiva y si es una propiedad catalitica especifica de esta proteina se
seleccionaron 200 ug de albumina del suero de humano y cabra. También se seleccioné
albumina de suero de pavo como grupo de control positivo (Figura 23). Se incubaron con
una alicuota de TCN de mezcla racémica de 400 uM y la actividad de TCNasa se cuantificd
a través de la concentracion residual de cada estereoisdémero mediante el método de
cromatografia quiral. Los picos cromatograficos corresponden a 1:(+)-TCN y 2:(-)-TCN
(Figura 6). La Figura 22 muestra la concentracion restante (uM) de cada isomero de TCN
(hidrdlisis) en albumina humana y de cabra en presencia de sulfato de cobre 300 uM durante
60 min. Se observo hidrdlisis significativa dependiente de Cu?* (p <0.05, ANOVA
unidireccional) de ambos enantiémeros (40%) en albumina de cabra (Grupo 2) con respecto
al grupo control de mezcla racémica TCN sin cobre y sin proteina (C1) o grupo experimental
de albumina de suero humano con ambos reactivos (Grupo 1). Este efecto activador del
cobre en la albumina de suero de cabra es significativamente estereoselectivo de (+)-TCN
(p <0.05, t-Student) ya que su valor restante fue menor (109 + 0.6 uM) que su
correspondiente enantiémero (-)-TCN (134 + 0.9 uM). Esta hidrdlisis estereoespecifica
dependiente de Cu 2* del isbmero (+)-TCN es menor y se revierte a la actividad enzimatica

estereoselectiva obtenida con albumina del suero de pavo (Grupo C2), debido a que esta
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proteina de suero de ave (grupo de control positivo) mostrd niveles mas altos de hidrolisis

de TCN (56%) y una estereoselectividad significativa (p <0.05, t-Student) de (-)-TCN.
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Figura 23. TCN remanente de las reacciones de hidrélisis de albimina del suero de mamiferos.
En esta grafica se muestra el promedio mas el error estandar de dos experimentos diferentes de la
albumina de pavo (C2), humano (1) y cabra (2) y un control de TCN sin cobre (C1). Se incubd una
alicuota de 200 pg de albumina con 400uM de TCN racémico en presencia de diferentes
concentraciones de Cu?* a pH=7.4, 37°C durante 60 min. *p>0.05 ANOVA de dos vias, Tukey. Suero

vs albumina ** p<0.05, t-student.

La Figura 23 muestra el area de los dos picos (enantidmeros TCN) que son iguales al control
de TCN estandar, que es el grupo control (C1) y la albumina de suero humano (Grupo 1).
Mientras que el area y la altura de ambos enantiomeros de TCN (Pico 1 y 2) disminuyen
diferencialmente en las albuminas de cabra y pavo. El pico 1 corresponde al isémero (+)-

TCN vy el pico 2 corresponde al isémero (-)-TCN.

A

Figura 24. Cromatogramas de TCN residual de las reacciones de hidrélisis con albuminas de
mamifero a pH = 7.4 y 37 °C durante 60 min. Comparacién de hidrélisis de TCN remanente entre
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albumina del suero de humano (rosa), pavo (rojo) y cabra (verde) y un control de TCN sin cobre
(azul). La concentracion de Cu?* utilizada fue de 300 uM.

Con estos resultados podemos sugerir que la albumina es la proteina responsable de la
hidrolisis estereoselectiva Cu?*-dependiente en el suero de cabra. Este estudio también
demuestra que la proteina responsable de esta actividad TCNasa estereoselectiva
dependiente de Cu?* en suero de cabra es la proteina de albumina como se ha demostrado
para el suero de pavo?* utilizando las mismas concentraciones de cobre (300 uM). Con la
diferencia de que el isdbmero (+)-TCN se hidroliza mas rapido que su correspondiente (-)-
TCN, que es el enantidmero con menor capacidad tdxica sobre colinesterasas®. La hidrolisis
estereoselectiva es opuesta a la hidrolisis dependiente de Cu?* de este insecticida quiral

por albimina de suero de pavo?’.

7.2. Purificacion

Para medir la actividad de la albumina utilizamos un ensayo colorimétrico estandar (verde
de bromocresol) de manera cualitativa para identificar las fracciones que contenian
albumina obteniendo los resultados que se muestran en la Figura 7. En la primera etapa de
purificacion, la fraccién que contenia mas albumina fue la del pellet (pozo A2, Figura 7). La
albumina deberia quedar soluble dado que el pH en el que precipitamos era de 5 y su punto
isoeléctrico es 4.1, pero en los pozos del sobrenadante (pozo A11, Figura 7) casi no
mostraron la presencia de albumina. Después de dializar la proteina se concentraron las
dos fracciones y se realiz6 nuevamente la prueba de verde de bromocresol (pozos A6 y
B11, Figura 7). Confirmando que en el pellet se encontraba la mayor concentracion de
albumina, se paso la fraccion 0 (pellet), por la columna de IEX. Las filas B a E de la figura
25 corresponden a la segunda etapa de purificacion. Juntamos las fracciones en dénde se
detectd la presencia de albumina de la siguiente manera: B1 y B2 (flow-through) en la
muestra 1, las fracciones 9,10 y 11 en la muestra 2; 16, 17 y 18 en la muestra 3y la 19y
20 en la muestra 4. Concentramos cada muestra y las lavamos para quitarles la sal.
Después determinamos la cantidad de proteinas segun los métodos de Spireact para
albumina (verde de bromocresol) y proteinas totales (Biuret), los resultados obtenidos son

los que se muestran encuentran en la Tabla 8.
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Figura 25. Prueba cualitativa para determinar las fracciones que contenian albumina en el
proceso de purificaciéon. en cada pozo colocamos 200 pL de solucion estandar de verde de
bromocresol y 20 uL de las siguientes muestras: A1-control de verde de bromocresol; A2-pellet
después de dializar; A6-pellet concentrado, muestra que se paso por la columna; A10-sobrenadante;
A11 y B11- sobrenadante concentrado; B1-5-flowthrough y lavado; fracciones eluidas con sal: 1-5
50mM; 6-9 100mM; 10-15 200mM; 16-26 1M mas el volumen de la columna V=30mL (aprox. 5
fracciones). Las fracciones verdes indican la presencia de albumina en la muestra, entre mas intenso
sea el color, se encuentra una mayor concentracion.

Tabla 8. Determinacion de la cantidad de proteinas y actividad

Vv Albumina Proteinas totales Actividad
Fraccion (mL) (GSA) (pt) GSA/pt especifica
mg C (mg/mL) mg C (mg/mL) % (U/mg)
Suero (GS) 2 147 74 284 142 52 0.003
sn 4 44 11 99 25 45 0.007
0 5 29 6 156 31 19 0.007
1 25 12 5 44 18 26 0.004
2 1.5 5 3 17 11 27 0.004
3 5 6 1 67 13 9 0.007
4 1.5 ND ND 13 8 ND ND

En la Tabla 8 vemos los resultados cuantificables de nuestro proceso de purificacion de
albumina de cabra. La cantidad de albumina y proteinas totales se determiné con un método
colorimétrico en el que pudo interferir el color rojo de la muestra inicial y de la fraccion sn.
Sin embargo, las fracciones 0-4 que corresponden a la segunda etapa de purificacién no
presentaron color. La concentracion de albumina en la muestra 4 estuvo por debajo del
limite de deteccion. El cociente GSA/pt es un indicador de la pureza de la albumina en la
muestra, el del suero debe estar alrededor del 60%. No vimos que mejorara en ninguna de
las fracciones. La actividad especifica se calculé usando la concentracién de albumina en

la muestra. Las 3 fracciones que tienen una mayor actividad especifica fueron sn, 0 y 3,
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mas del doble de la actividad especifica en el suero. La fraccién 3 tiene el menor indice
GSA/pt y sin embargo fue la de mayor actividad en la segunda etapa de purificacién. En la

tabla 9 observamos el rendimiento de cada fraccién y etapa de purificacion.

Tabla 9. Rendimiento de las etapas de purificacion:

Fraccion Albumina Proteinas totales (pt)

(%GSA) (%)

sn 30 35

0 20 55
Etapa 1 50 90
1 42 28

2 17 11

3 21 43

4 ND 8
Etapa 2 79 90
Total 45 85

El rendimiento de la primera etapa fue del 50% con respecto a la albumina y del 90%
respecto a las proteinas totales. Una pérdida del 50% de la albumina en la muestra
representa alrededor del 25% de las proteinas totales, que corresponderia a un rendimiento
en proteinas totales de 75%, no del 90%. El rendimiento de la segunda etapa de
purificacidon, con respecto a la primera, estuvo alrededor del 80% para la albumina y del
90% para las proteinas totales. La albumina en la fraccion 0 fue de 29mg, y se perdieron 6
mg; por otro lado, la cantidad de proteinas totales era de 156 mg, con una pérdida de 16mg
incluyendo a la albumina. El rendimiento total de la albumina fue de 45%, resultando en una
pérdida de 81 mg de albumina. El rendimiento de las proteinas totales es del 85% que
equivale a una pérdida de 21 mg de proteinas. De acuerdo con esto, se esta perdiendo mas

albumina que proteinas en la muestra.
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Figura 26. Gel de acrilamida de las fracciones de purificaciéon de albumina del suero de cabra
(GSA). El peso de GSA es 66 kDa. Las muestras después de la primera etapa de purificacion
(precipitacion con sulfato de amonio) estan en los carriles: x, sn- sobrenadante- y 0 -pellet-, las
muestras de la segunda etapa de purificacion (cromatografia IEX) se encuentran en los carriles: 1-
fraccion que no se union a la columna- 2, 3 y 4- fracciones eluidas con 50, 200 y 1000 mM de NaCl
respectivamente-. Se colocaron en el gel 20 yL de cada muestra. NOTA, no guardé una muestra de
suero inicial para correr el gel.

El primer carril, denominado x, no contiene muestra; sin embargo, al cargar el carril sn una
parte de la muestra se pas6 a x. Como la muestra sn estaba muy concentrada se aprecia
mejor en el carril x. En el gel (Figura 26) observamos que la mayor concentracion de
albumina esta en el sobrenadante (sn), contrario a los resultados de la cuantificacién con
verde de bromocresol. En el carril 1 observamos las proteinas que no se unieron a la
columna, en el gel no se ve la banda de 66 kDa, pero en la cuantificacién de proteinas, esta
es la fraccion con mayor concentracion de albumina en la segunda etapa de purificacion.
En el carril 3 se encuentra la fraccion que eluyé a una concentracion de 200 mM de NacCl,
y es donde se aprecia mejor la banda de 66 kDa. Esta fraccién tiene la mayor actividad
especifica de la segunda etapa de purificacién. A continuacion, se presentan los resultados

de actividad por fraccion.

7.3.1. Actividad TCNasa de la albumina del suero de cabra (GSA):

La cantidad de proteina de cada fraccién colocada para el ensayo de actividad fue la
equivalente a 200ug de albumina, segun el ensayo de verde de bromocresol. En la Figura
27 observamos la concentracion del producto (triclorofenol, TCP) de la reaccion de hidrélisis

de tricloronato (TCN) con albumina del suero de cabra (GSA).
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Figura 27. Concentracion final de triclorofenol (TCP) proveniente de la hidrdlisis de tricloronato (TCN)
con GSA después de 60 minutos de reaccion. La concentracion inicial de sustrato es 100 uM y la de
Cu?* es 100 uM en el panel Ay 300 uM en el panel B. Las fracciones son: TSA y GSA: albiminas
comerciales del suero de pavo y cabra (Controles). GS: suero de cabra inicial, sn y 0 fracciones de
la primera etapa de purificacion. 1,2,3 y 4: fracciones de la segunda etapa de purificacién. En negro
la hidrélisis equivalente a la espontanea (HE) con Cu?*, sin proteina. En gris la hidrdlisis relacionada
a la cuproproteina del suero de cabra.Unién de Cu?* a la albimina del suero de cabra (GSA)
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El control TSA resulté como esperabamos con alrededor de 70% de conversion, restando
la hidrdlisis espontanea, lo que valida nuestro experimento. La fraccién en la que vemos la
mayor conversion de sustrato es sn, la proveniente del sobrenadante de la precipitacion.
Como vimos en el gel también es la fraccion que tiene la mayor cantidad de albumina
(Figura X). La hidrdlisis del control GSA, de nuestra albumina comercial de cabra es similar
a la hidrdlisis presentada por el suero y la fraccién sn. La fraccion 0 también hidroliza al
sustrato, pero en menor medida que sn y como vemos en el gel, esta fraccién tiene una
mayor concentracion de proteinas que no son de nuestro interés. De la segunda etapa de
purificaciéon (cromatografia IEX), la fracciéon que presenta la mayor conversion de sustrato
es la 3, la fraccién eluida con NaCl 200 uM. La conversion de sustrato en esta fraccion es
equivalente a la de 0. Las fracciones 1,2 y 4 tienen una mayor concentracion de proteinas
que no son de nuestro interés y la conversion de sustrato que presentan no es mayor a la
de la hidrdlisis espontanea. Estos resultados se observan tanto con 100 como con 300 pM
de Cu?*. La hidrdlisis es la misma en las dos concentraciones en casi todas las fracciones,
excepto en Gs y 0. Estas fracciones contienen ademas de albumina, otras proteinas. Al
agregar una mayor concentracion de Cu?*, tenemos mas hidrolisis de TCN, lo que sugiere
que unen cobre y lo dejan menos disponible para la albumina. La fraccion mas pura que
obtuvimos (3) en la segunda etapa de purificacion presenta la misma hidrdlisis con 100 y
con 300 uM de Cu?*. La hidrdlisis de la fraccion sn es la mas alta de todas las fracciones
en la purificacion y no varia mucho entre las dos concentraciones usadas de Cu?*, pero adn
esta un poco por debajo de la comercial, por lo que podiamos pasarla por la columna de

IEX para conseguir una albumina mas pura.

Tabla 10: Hidrélisis de TCN con las albuminas y sueros de pavo y cabra antes y
después de filtrar el Cu?* que no se unié a la proteina.

Absorbancia (UA) [TCP]saliente (uM)

Proteina + Cu Filtrado Proteina + Cu Filtrado
HE 0.336 - 35 -
c TSAc 1.4924 - 161 -
TSA 1.287 0.3529 139 37
cTS 0.8417 - 167 -
TS 1.2858 0.2045 139 20
c GSA 0.6235 - 113 -
GSA 0.467 0.3927 49 41
c GS 0.5042 - 78 -
GS 0.3847 0.2074 40 21
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Figura 28. Hidrdlisis de TCN con las albuminas y sueros de pavo y cabra antes y después de
filtrar el Cu?* que no se uni6 a la proteina. En esta grafica se muestra un unico experimento de la
hidrélisis de TCN con Cu?* (HE), con albumina sin filtrar (c TSA, pavo; ¢ GSA, cabra), con albimina
filtrada (TSA, pavo; GSA, cabra; gris proteina, negro filtrado) con suero sin filtrar (c TS, pavo; ¢ GS,
cabra; gris proteina, negro filtrado) y con suero filtrado (TS, pavo; GS, cabra; gris proteina, negro
filtrado). Se incubd una alicuota de 10 pyL de suero o el equivalente de su albumina, 200 pg, con
100uM de TCN racémico en presencia de 300uM de Cu?* a pH=7.4, 37°C durante 60 min.

En la figura 28 observamos la hidrolisis de TCN mediante la cuantificacidon del grupo saliente
(TCP), con la albumina del suero de cabra y pavo. La albumina se incubd con cobre y se
filtré para observar la hidrélisis debida a la albumina con su cofactor unido y quitar el cobre
en exceso. En gris se muestra la hidrdlisis de la proteina y en negro la hidrélisis del cobre
filtrado que no se unid a la proteina. Los resultados nos dan una concentracion de grupo
saliente mayor a la inicial del sustrato, esto puede deberse a que el sustrato estaba mas
concentrado, ya que el stock no fue preparado al momento y se pudo evaporar el solvente
en que estaba diluido, pero la concentracion colocada en todos los ensayos fue la misma.
El suero une mas cobre que la albumina correspondiente, pero la hidrdlisis es la misma. La
hidrolisis observada del suero y de la albumina de pavo es similar. La union con cobre es
fuerte, ya que al filtrar el exceso de cobre sigue teniendo el mismo grado de hidrdlisis y que
ademas el filtrado tiene una menor hidrélisis que la espontanea. El suero une mas cobre
que la albumina, tanto en el pavo como en la cabra. La albumina de cabra une Cu?*, pero
esta union no es tan fuerte como la de pavo, ya que la suma de la hidrdlisis del filtrado y de

la proteina sin exceso de Cu?* no es igual a la del control sin filtrar, y es lo mismo que
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observamos en el suero; sin embargo, la hidrdlisis en el suero y en la albumina de cabra
después de quitar el exceso de Cu?* es similar, lo que sugiere que la albimina es la proteina

responsable de la hidrolisis de TCN en el suero de cabra.

7.3. ldentificacidon del centro catalitico por estudios computacionales

7.3.1.  Acoplamiento molecular
Tomando como modelo la estructura cristalizada de albumina del suero cabra (PDB: 50Rl),

se introdujo un atomo de cobre en el extremo N-terminal, tomando como base la estructura
cristalizada del complejo Cu?*-DAHK (CCDC: 809109) que es el tetrapéptido de los
aminoacidos del extremo N-terminal de la albumina de humano con Cu?*. Esta estructura
es complementaria a los experimentos de Predki 19923%, que demostro que las albuminas
que tienen His en la posicion 3 del extremo N-terminal forma una estructura
pentacoordinada con los nitrdgenos como ligandos que unen de manera especifica Cu?* y
Ni>*. Nuestra hipotesis se basa en que al existir un atomo de cobre en el extremo N-
terminal, el ligando (tricloronato) se unira en ese sitio. Para ello hicimos un calculo de
acoplamiento molecular dirigido, de tal forma que el extremo N-terminal entrara completo.
Ademas, hicimos un acoplamiento molecular ciego para buscar algun sitio adicional de
union de nuestro ligando a la proteina. Como la estructura con cobre no esta cristalizada,
sino que fue un modelo computacional, usamos como control la estructura cristalografica
50RI sin el atomo de cobre. Realizamos un acoplamiento molecular con 100 repeticiones

en el programa Autodock Vina, calculando a la salida el RMSD y la energia de union.

GSA (5ORI)

Figura 29. Estructura cristalografica de GSA (PDB: 50RI) modificada en el extremo N-terminal para
unir un atomo de cobre, segun la estructura Cu?2*-DAHK (CCDC: 809109) en el software Chimera
(UCSF) y el ligando te TCN modelado en el software Avogadro.
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Para el calculo de RMSD se compararon todas las conformaciones que tomo la proteina en
los 100 archivos de salida vs la estructura de la primera salida de Vina, ya que no tenemos

una estructura cristalografica de la proteina con el ligando ni con cobre.

Tabla 11. Puntajes de acoplamiento para los diferentes modelos estudiados.

Tipo de acoplamiento Energia promedio (Kcal/mol)

Sin cobre Ciego -6.0
(50Ril) Dirigido -3.5
Con cobre Ciego -5.8
(50RI-Cu?*) Dirigido -3.8

La energia que vemos en la Tabla 11 mide la afinidad que tiene el ligando con la proteina,
de tal modo que a menor energia es mayor la afinidad. La estimacién de la energia de
afinidad en el acoplamiento ciego (-5.804 kcal/mol) es 1.5 veces menor que en el
acoplamiento sitio-dirigido (-3.816 kcal/mol), cuando unimos Cu?*, al igual que el control
negativo (ciego: -6.015; kcal/mol; sitio dirigido -3,515 kcal/mol) lo que sugiere que la
proteina tiene uno o mas sitios con mayor afinidad por el ligando que el sitio N-terminal.
Para encontrar la estructura predicha mas frecuente, calculamos el RMSD e hicimos un
grafico de frecuencia de las salidas de Vina (Figura 30). En la figura 30 podemos ver que,
en el acoplamiento ciego, tanto sin cobre como con cobre, existen mas de 10 posibles
conformaciones. 25 veces fue la mayor frecuencia (de 100 analizadas). Para el
acoplamiento dirigido hay dos estructuras posibles, y que la frecuencia de una es mayor en
el acoplamiento con cobre. La estructura mas repetida de cada tipo de acoplamiento se
visualiz6 con la interfaz Maestro de la suite Schrédinger para saber qué aminoacidos estan

involucrados en la unién del ligando.
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Figura 12. Graficos de frecuencia de las estructuras predichas en el acoplamiento molecular a la
salida de Vina en comparacion con la primera salida. En cada panel se ve el acoplamiento A: Ciego
sin cobre, B: Dirigido sin cobre, C: Ciego con cobre, D: Dirigido con cobre.

TCN se une al aminoacido Tyr451 en el acoplamiento ciego, tanto en presencia de cobre
como en su ausencia (Figura 31 Ay C). En el acoplamiento dirigido sin cobre (Figura 31 B),
el TCN se une al sitio NTS mediante interacciones polares, pero no existe un enlace entre
el ligando y la proteina, ademas TCN esta mas expuesto al solvente, lo que justificaria que
la energia de unidn sea mas baja en esta zona que en el resto de la proteina. Cuando el
sitio NTS esta unido a cobre (Figura 31 D), TCN no se une en este sitio, sino en el mismo

sitio de union que en el acoplamiento ciego.
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Figura 31. Aminoacidos de interaccién entre el ligando y la proteina, con base en la estructura

predicha con mayor frecuencia en los acoplamientos sin cobre A: Ciego; B: Dirigido y con cobre C:
Ciego y D: Dirigido.
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7.3.2.  Simulacion por dinamica molecular

Para estudiar la union del atomo de cobre a la proteina hicimos un estudio de dinamica
molecular. Tomamos como base la misma estructura cristalografica de la albumina de cabra
que para los estudios de acoplamiento molecular (PDB: 50RI) e insertamos un atomo de
cobre en el NTS mediante el software de visualizacion de proteinas Chimera 1.14 (USCF).
Para preparar el sistema para la simulacion utilizamos la interfaz grafica online CHARMM-
GUI*®, donde establecimos condiciones fisiologicas de presion, temperatura y
concentracion de sales (KCI). Se simuld con el atomo de cobre y los enlaces disulfuro. El
campo de fuerza que utiliza es Charmm36M. Una vez generado el input se hizo simulacién
de 100 ns con GROMACS en la supercomputadora de la UNAM (Miztli). Usamos como
control una dindamica de la estructura 50RI sin cobre en las mismas condiciones. En la
Figura 32 podemos observar en naranja la simulacion control de 50RI y vemos que esta
estable en el tiempo después de 20 ns de simulacion, el tiempo que tarda en estabilizarse
la dinamica. Al anadir el atomo de cobre (en gris) la simulacion es mas inestable, la proteina
se abre y se cierra a lo largo de la simulacién. Para comparar el movimiento de los residuos

en el tiempo calculamos el RMSF (Figura 33).
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Figura 32. Grafica del RMSD de los carbonos alfa de las estructuras de salida en los 100 ns de
simulacién en comparacion con la estructura de entrada después de equilibrar el sistema. En naranja
el control de 50R, en negro la simulacién de 50RI con cobre.
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En la Figura 33 observamos que el movimiento de los residuos es similar en las dos
dinamicas en NTS, el sitio donde unimos al cobre; sin embargo, hay diferencias en el
extremo C-terminal, al unir el atomo de cobre se mueve mas esa region. Al visualizar la
dinamica en el software VMD 1.9.3 se observd que el cobre no se unié NTS. Los residuos
1-4, que corresponden al NTS, tienen la mayor variacién de RMSF en ambas dinamicas,
independientemente del atomo de cobre. No hubo diferencia entre la proteina 50RI con
cobre y su control. El atomo de cobre no se une a NTS en ningin momento de la simulacion.
En conclusion, el atomo de cobre no se unié en esta region (NTS) en esta simulacién de

dinamica molecular.
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Figura 33. Gréafica de RMSF de los carbonos alfa de los 583 residuos de la proteina en el tiempo de
simulacién (100 ns). En azul el control 5ORI, en gris la estructura con cobre.

En la bibliografia se encontré una estructura cristalografica de albimina humana (PDB:
5YB1) que se une a un profarmaco de cobre anticancerigeno (8zr) con un atomo de cobre
y un atomo de azufre (Figura 34). El sitio de coordinacién de este farmaco es la His146,
que coincide con el resultado de His145 en el estudio de acoplamiento ciego. Ninguno de
los sitios de union al ligando corresponde a los sitios de unién al cobre; sin embargo, His145
parece estar involucrado, como se informé en estudios previos, pero no pudimos simular el

enlace de coordinacion.
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Figura 34: Estructura cristalografica de HSA (PDB: 5YB1) con acidos grasos (acido palmitico, rosa)
y como ligando un farmaco anticancerigeno (8zr, verde). Para la simulacion limpiamos la estructura
quitandole los acidos palmiticos. El aminoacido de union es la His146. La estructura quimica de 8zr
se muestra en la figura abajo a la izquierda.

Estos estudios preliminares pueden servir para mejorar a la albumina como A-esterasa,
modificandola para que hidrolice una variedad mas amplia de sustratos o que las reacciones
sean mas eficientes. Para comprobar esta hipétesis, se podria realizar una mutante knock-
out sobre la His145. Si se pierde la actividad, indicaria que este aminoacido y su entorno
quimico son importantes para la hidrélisis de OP. Estos resultados no descartan que el sitio
N-terminal pueda ser un sitio alostérico o que participe para darle la conformacion necesaria

a la proteina.

7.4. Hidrolisis de TCN con albumina mutante del suero de humano
(rHSA)

En la figura 35 observamos un ejemplo de los cromatogramas obtenidos para realizar el

analisis cuantitativo de TCN remanente. Los isomeros han sido previamente identificados.

72



0,30
i (+)-TCN
0.257 (-)-TCN
0,20
=) _
2 015
0,10
0,05
0,00-
[ ‘ [ [ ‘ [ [ ‘ [ [ ‘ [ [
2,00 4,00 6,00 8,00 10,00

Minutes

Figura 35 Cromatograma del estandar de TCN 100uM a 207nm. Se observan el isomero (+)-TCN al
minuto 8 y el isomero (-)-TCN al minuto 8.7 del tiempo de corrida.

En la figura 36 observamos la curva de calibracion que utilizamos para hacer la conversion
a concentracion. El coeficiente de correlacién es cercano a 1, por lo que nuestro modelo es

adecuado.

Curva de calibracién

4000000 o (4)-TCN
3500000 . ()-TCN
___ 3000000 ‘." ......... Lineal ((+)-TCN)
" o
% 2500000 Lineal ((-)-TCN)
= 2000000
g 1500000 - y = 77559 - 223924
* 2 -
1000000 R*=0.998
500000 ¢ y = 77585x - 235738
R?=0.998
0
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Figura 36. Curva de calibracién de TCN por isdmero. Se muestra la linea de tendencia lineal, sus
respectivas ecuaciones y el coeficiente de correlacion lineal.

En la Figura 37 observamos la hidrélisis de rHSA en comparacion con la de otros
mamiferos. Ninguno presenté hidrdlisis, excepto la cabra. Ademas, la mutante (rHSA) no
mejord su actividad en comparacion con la proteina del suero de humano (HSA), como se

muestra en la Figura 35. Los controles de pollo y pavo presentaron hidrdlisis, por lo que
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validamos el experimento. Los controles con EDTA muestra que tampoco existe una

actividad EDTA resistente en las albuminas.
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Figura 37. TCN remanente después de 60 minutos de reaccion con albuimina del suero de humano
mutante (rHSA), humano (HSA), perro (DSA), cabra (GSA), puerco (PSA), oveja (SSA), vaca (BSA)
y burro (DkSA) con una concentracion de Cu2* de (A) 100 uM y (B) 300 uM y (C) EDTA 5 mM. Los
controles positivos son la albumina del suero de pollo (CSA) y pavo (TSA) y el control de hidrdlisis
espontanea (Cu100 y Cu300). La [TCN]inicia=100 pM; se observa el punto de la curva de calibracion
(TCN).
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Figura 38. Comparacion de la hidrélisis de los isémeros de TCN con la proteina mutante (rHSA) vs
la albimina del suero humano (HSA) en presencia de Cu?* (A) 100 uM y (B) 300 pM. La
[TCNIlinicia=100uM.

Se realiz6 otro ensayo con una concentracion inicial diferente de [TCN]=80 uM con la
albumina mutante y de humano. En la figura 39 se observa la hidrélisis de TCN con una
concentracion inicial mas baja (80uM) y confirmamos que la albumina mutante tiene la
misma actividad que la albumina humana a 100uM de Cu?" y a 300 yM disminuye su
actividad. Esto sugiere que al insertar el acido glutamico en la posicion 3 de la albumina de
cabra, la proteina pierde su capacidad de unién de Cu?* y asi en vez de mejorar su actividad

A-esterasica, disminuye.
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Figura 39. Comparacién de la hidrdlisis de los isomeros de TCN con la proteina mutante (rHSA) vs
la albumina del suero humano (HSA) en presencia de Cu?* (A) 100 uM y (B) 300 pM. La
[TCN]iniciaI=80|JM.

Este resultado, si bien podria sugerir que el centro catalitico no es el sitio amino terminal,
aun podria haber muchas razones por las que no observamos una mejora en la actividad
A-esterasica de la albumina mutante; por ejemplo, que no haya sido la mutacion mas
adecuada o que se necesiten mutar también otros aminoacidos. La literatura menciona que

el sitio de unién a cobre en la albumina de humano es la His3. Al agregar el acido glutamico
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hay una competencia entre los aminoacidos donadores de N, desestabilizando el extremo
amino terminal en su union con Cu?'. Esto aunado a los resultados computacionales
podrian sugerir que el sitio catalitico A-esterasico de la albumina sérica se encuentran en

otro sitio, pero eso no descarta la participacion del sitio amino terminal.

7.5. Alineamiento de las secuencias de albumina de diferentes

especies.
Para verificar si el NTS o la His 145 de la cabra estan conservados en las especies con

hidrdlisis y si tienen alguna diferencia con las especies sin actividad A-esterasa, se realizo
un alineamiento de las secuencias de aminoacidos. Las especies de ave seleccionadas
fueron pavo y pollo y las de mamifero fueron cabra, borrego y vaca. Se seleccionaron estas
especies porque la albumina de pavo y cabra tienen actividad TCNasa, la de pollo tiene
actividad HDCPasa y el borrego y vaca no tienen actividad A-esterasa. Las unicas
secuencias de aves que se encontraron fueron las de la proalbumina, que es la albumina
con un péptido precursor de 26 aminoacidos que se pierde cuando se sintetiza la albumina,
el resto de la proteina es la secuencia de la albumina, no se encontraron las secuencias de
la albumina sin este precursor, por lo que la alineacién se realizdé con las secuencias de la
proalbumina de las especies seleccionadas (Figura 40).
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Figura 40. Comparacion de la secuencia de aminoacidos de las albuminas de mamifero y la
de pavo. En el recuadro de arriba se encuentra la secuencia de aminoacidos del extremo N-terminal,
el cual no esta conservado.

La alineacion se realizé con la interfaz en linea Clustal Omega. Encontramos que el extremo
N-terminal no esta conservado y que no hay ningun patron observable en este sitio entre
las especies que presentan hidrdlisis y las que no. La His145 se encuentra en la mayoria

de las especies, excepto en el pavo, pero el aminoacido encontrado en esa funcién
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conserva la misma funcion que la His 145 de la cabra. Esto sugiere que el sitio catalitico de
las albuminas se encuentra en un sitio diferente al extremo N-terminal, sin descartar que
NTS esté involucrado de alguna forma en la catalisis de la albumina, por ejemplo, para que

adquiera la conformacién necesaria para unir sustratos.

8. CONCLUSIONES

La albumina del suero de cabra (GSA) tiene actividad A-esterasa (TCNasa), esta actividad
A-esterasa es Cu?*-dependiente y es similar a la de la albumina de pavo, previamente

reportada; ademas es 7 veces mayor que la del resto de los mamiferos analizados.

La reaccioén de hidrolisis de TCN por GSA es estereoselectiva a favor del isémero (+)-TCN,
el isébmero menos toxico del TCN y ademas esa estereoselectividad es inversa a la

presentada por albuminas de aves.

Se creia que el extremo N-terminal era el sitio catalitico de la proteina, pero la afinidad de
union a la proteina observada en el acoplamiento sugiere que hay otro sitio que puede unir
al sustrato y que la mutacion en HSA no mejore la actividad A-esterasa de la proteina
sugieren que el sitio N-terminal no es el sitio catalitico de la albumina, sin embargo, con
estos resultados por si solos no se pueden sacar conclusiones. No se descarta por completo
porque no se pudo simular el enlace de coordinacidn con cobre, ademas podria estar
participando en la catalisis para darle estabilidad a la proteina o como un sitio alostérico.
Es de interés el estudio del aminoacido His145 como parte del sitio catalitico de la proteina.
Estos estudios preliminares pueden servir para mejorar a la albumina como A-esterasa,
modificandola para que hidrolice una variedad mas amplia de sustratos o que las reacciones
sean mas eficientes. Para comprobar esta hipotesis, se podria realizar una mutante knock-
out sobre la His145. Si se pierde la actividad, indicaria que este aminoacido y su entorno

quimico son importantes para la hidrélisis de OP.
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Como parte de este trabajo se publicaron 2 articulos en revistas arbitradas de circulacion
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ABSTRACT

Acute toxicity of organophosphate (OPs) pesticides is a public health problem. The adverse effects are associated
with the inhibition and aging of nervous system B-esterases such as acetyl cholinesterase (AChE) and neuropathic
target esterase (NTE). Treatment based on A-esterases such as mammal serum paraoxonase-1 has been suggested.
This ex vivo study shows the Cu®’-dependent hydrolysis of trichloronate (TCN), a racemic organo-
phosphonothioate insecticide, in human and domestic mammal serum (dog, goat, pig, sheep and cow). Ca%t-
dependent (2.5 mM) or EDTA-resistant (5 mM) activity (1-6%) was not significant (p>0.05) in all samples,
except goat serum and its albumin, which showed higher levels of TCN hydrolysis (38-58%) than other mammals
with 100 and 300 pM copper sulfate at physiological conditions for 60 min. Goat serum albumin (GSA) showed
significant (p<0.05) stereoselective hydrolysis (+)-TCN > (—)-TCN (45% versus 33%). This suggests that GSA is
the protein responsible for Gu?*-dependent TCNase activity in goat serum. This is the first report on Cu®*-
dependent A-esterase activity in mammalian tissues. This goat serum cuproprotein could be considered as an
alternative in future biotechnological applications including enantiomeric synthesis, bioremediation and anti-
dotal treatment of organophosphonothioate pesticide poisoning.
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1. Introduction

Organophosphorus (OPs) compounds are used for the manufacture
of insecticides for agricultural and public health activities (Iaroshenko,

linked by a double bond. In addition, the phosphorus atom has two R
groups and one X group (leaving group) that can be a halogen, or an
aliphatic, aromatic or heterocycle group, which can be linked directly or
by the oxygen or sulfur atom. Group X is released from the phosphorous
atom when these compounds interact with nucleophilic agents (Joka-
novic and Prostran, 2009), which include the OH groups of the serine
and tyrosine amino acids of enzymes known as esterases in biological
systems. Nowadays, about 30% of commercial insecticidal OPs have a
chiral center in the phosphorus atom, so they are enantiomeric racemic
mixtures. These structural chemical differences in OPs provide them
with physicochemical and biological differences. Phosphorothionates
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are less toxic than phosphates (Pimentel, 1971). Phosphorothionates as
trichloronate (TCN) (Fig. 1) can be biotransformed into their phosphate
metabolite, which is more toxic through cytochrome p450 (Mangas
et al., 2016).

It is well-known that acute exposure to OPs induces cholinergic
syndrome by the inhibition of acetyl cholinesterase (AChE) in the central
and peripheral nervous systems. This syndrome is characterized by signs
and symptoms of muscarinic and nicotinic origin during the first 24-72
h after exposure. Chiral OPs comprising around 25% of OP insecticides,
induce a second acute neurotoxic syndrome called organophosphorus
induce delayed polyneuropathy (OPIDP). This syndrome is associated
with the inhibition and aging of the neuropathic target esterase (NTE) in
the central nervous system. OPIDP manifests around 21 days after acute
exposure and this is characterized by bilateral and irreversible axon-
opathy of the lower limbs (Richardson et al., 2020). Each isomer has
different toxic properties on the enzymatic systems of organisms (Liu
et al., 2006; Mohammed et al., 2017). In the pharmacological treatment
of cholinergic syndrome, acetylcholine (ACh) antagonist drugs such as
atropine are used, and in severe cases of human poisoning this drug is
administered in combination with nucleophilic agents known as prali-
doximes (de Koning et al., 2020). In the case of OPIDP, there are no
drugs of choice; for this reason, the use of enzymes involved in the
stereoselective metabolism of OPs in oxo form, known as A-esterases, is
being investigated; these enzymes depend on divalent cations for their
activity (Monroy-Noyola et al., 2021a).

O-Ethyl 0-2,4,5-trichlorophenyl ethylphosphonothioate (TCN) is a
chiral OP nematicide in tio form with (+)-TCN and (—)-TCN enantiomer.
This racemic compound has been commercialized as Agrisil, Phytosol
and Fenophosphon in the agriculture for the control of the adult carrot
root fly Pylla rosae and its larvae. Expose chickens and humans have
shown that this nematicide induces cholinergic syndrome and OPIDP
(Jedrzejowska et al., 1980; (Johnson, 1982)). Nowadays, this insecticide
is not used in public health control. Toxicology studies in birds and
mammals have reported that the racemic mixture of TCN induces both
acute neurotoxic syndromes by AChE inhibition and it may have the
ability to inhibit and age NTE (El-Sebae et al., 1981). Aquatic toxicity
studies using purified TCN isomers and small crustaceans commonly
called water fleas (Daphnia magna) shown that the mortality (LC50) of
(+)-TCN is around 10-fold less toxic than its corresponding enantiomer
(—)-TCN (Liu et al., 2006). Other pre-clinical studies have suggested that
the neurotoxicity of this OP could be due to its enzymatic bioactivation
by cytochrome p450 to its oxo form in the nervous system and its lack of
Ca2+—dependent hydrolysis of paraoxonase-1 (Johnson, 1982). The
(+)-TCN and (—)-TCN toxicity in vivo have been observed for other
racemic OP insecticides (Battershill et al., 2004). For this reason, it is
important to perform pre-clinical studies of its stereospecific degrada-
tion by bacterial and animal A-esterases, including bird and mammalian
enzymes. This will provide knowledge relevant to the treatment of
poisonings in the clinic, toxicology studies, the development of bio-
sensors and biocatalysts, and the formulation of safer pesticides. Ex vivo
experiments carried out in our laboratory have shown the
metal-dependent hydrolysis of hexyl dichlorophenyl phosphoramidate
(oxo form), called HDCP, and TCN (tio form), by the sera of birds
(Monroy-Noyola et al., 2019; Almenares-Lopez and Monroy-Noyola,
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2019) and mammals (Monroy-Noyola et al., 1999, 2007, 2015) in the
presence of metallic cofactors (Monroy-Noyola et al., 2017, 2018,),
using analytical chemistry techniques (Almenares-Lopez et al., 2019).
The results have shown a stereoselective Ca%*-dependent hydrolysis of S
(—)-HDCP in rat and rabbit tissues, as well as in human serum (Mon-
roy-Noyola et al., 2015), which has been associated with an A-esterase
known as paraoxonase-1 in mammalian serum. In the sera of chicken
(Gallus gallus) and turkey (Melleagris gallopavo), the Cu®*-dependent
hydrolysis of R (+)-HDCP and (—)-TCN also occurs. In both cases, al-
bumin was identified as the cuproprotein responsible for stereoselective
hydrolysis. This knowledge is relevant because it supports the A-esterase
activity of albumin in the presence of copper on OP compounds,
including those of the tio form such as TCN (Almenares-Lopez and
Monroy-Noyola, 2019; Monroy-Noyola et al., 2018). In the present
study, the Cu?*-dependent stereoselective hydrolysis of racemic TCN for
domestic mammals’ sera and its albumin was characterized by UV/Vis
spectrophotometry and chiral chromatography.

2. Materials and methods
2.1. Chemical reagents

Trichloronate (O-ethyl 0-2,4,5-trichlorophenyl ethyl-
phosphonothioate), standard quality (purity 98%) and standard of
2,4,5-trichlorophenol (TCP) with 98% purity were purchased from
Chem Service. Trizma, 4-aminoantipyine and anhydrous acetone HPLC
grade with 98% purity were purchased from Sigma-Aldrich. Heptane
HPLC grade was from Burdick & Jackson, copper (II) sulfate pentahy-
drate (purity 98%) was from J.T. Baker, potassium ferricyanide from
was Research Organics Inc. and sodium dodecyl sulfate (SDS) was from
Amresco Inc.

2.2. Domestic mammalian sera and their albumins

Dog (Canis lupus familiaris), goat (Capra aegagrus hircus), pig (Sus
scrofa domestica), sheep (Ovis aries), bovine (Bos primigenius Taurus) and
turkey (Meleagris gallopavo) blood samples (5-10 mL) were obtained
from Facultad de Ciencias Agropecuarias, Universidad Auténoma del
Estado de Morelos (UAEM) (healthy adult animals, n = 3). All samples
were collected in anticoagulant free tubes and centrifuged at 1000 x g
for 10 min to obtain the sera, which were stored at —20 °C until the
hydrolysis assays. Samples and waste were manipulated as established
by Mexican Official Norms NOM-253-SSA1-2012 and NOM-087-ECOL-
SSA1-2002. Animal’s care and handling followed NOM-062-ZOO-
1999. Human serum samples were provided by healthy human donors
(n = 3) from a metabolic syndrome project (Facultad de Farmacia,
UAEM). Samples and waste were manipulated as established by Mexican
Official Norms NOM-253-SSA1-2012 and NOM-087-ECOL-SSA1-2002.
Lyophilized serum albumins from human (HSA), dog (DSA), pig
(PSA), sheep (SSA), bovine (BSA) and turkey (TSA) with purity 98%
were purchased from Sigma-Aldrich. Goat serum albumin (GSA) was
obtained from Cusabio with >95% purity.
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Fig. 1. Hydrolysis of TCN isomers by A-esterases enzymes in the presence of water and Cu*" producing alcohol as leaving group and their respective phos-

phoric acids.
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2.3. Albumin quantification in mammal sera

Albumin quantification in mammal sera, the blood samples were
obtained by venous puncture from three animals per species (HSA, DSA,
PSA, SSA, BSA, GSA and TSA). All blood samples were centrifuged from
1000 x g for 10 min. The serum samples were analyzed following the
method described for the quantitative determination of albumin with
bromocresol green using a kit commercial (SPINREACT). Briefly, an
aliquot of 5 pL of serum sample was mixed with 1 mL of the reagent and
incubated for 10 min at room temperature. The mix (serum and reagent)
was read against the reagent blank in a spectrophotometer at 630 nm
(Spin-Lab). The quantification of albumin protein (g/dL) was performed
with a calibration curve of bovine serum albumin.

2.4. Quantification of racemic TCN hydrolysis by UV/Vis
spectrophotometry

TCN hydrolysis activity was measured by the colorimetric quantifi-
cation of 2,4,5-trichlorophenol (TCP, leaving group). This UV/Vis
spectrophotometric method was developed by our research group
(Almenares-Lopez et al., 2019). Ten pL from each mammalian serum or
200 pg of their respective albumin dissolved in 100 pL of deionized
water (normalized amount from the quantification of albumin in
mammals sera) were incubated in 1 mL of reaction volume containing
100 pM racemic TCN and 100 or 300 pM copper sulfate or 5 mM EDTA
or 2.5 mM calcium at 37 °C in 10 mM TRIS buffer at pH 7.4 for 60 min.
For the assay of the effect of Cu?* on the TCNase activity on goat serum
albumin concentrations of copper sulfate in a range of 1-800 pM were
used. The reaction was stopped with 750 pL of stop solution formulated
with 4-aminoantipyrine 0.25 mg/mL and SDS 2% m/V in 50 mM TRIS
buffer pH 8. Later, 375 pL of potassium ferricyanide 0.4% m/V were
added to form a color complex that was measured at 512 nm by a UV/Vis
spectrophotometer (PERKIN-ELMER, Lambda 25). The hydrolysis level
was measured with a standard curve of TCP (28, 52, 80 and 100 pM),
which was included in the same assay conditions as the sera and albumin
samples. The hydrolysis values are expressed as the average TCP [pM]
and standard error. The value of the spontaneous hydrolysis of the re-
agents was subtracted.

2.5. Stereoselective hydrolysis of TCN by chiral chromatography

Stereoselective hydrolysis of TCN was quantified by the enantiomer
residual concentration (uM) using a method validated by our research
group (Almenares-Lopez et al., 2019). This chiral chromatographic
method considers the chromatographic conditions established previ-
ously (Ellington et al., 2001). Therefore, (+)-TCN enantiomer elutes first
and its corresponding (—)-TCN second using CHIRALCEL OD column.
Briefly, an aliquot of 10 pL of serum (containing ~200 pg of albumin) or
200 pg of the respective albumin (dissolved in 100 pL of deionized
water) of each mammalian species was incubated in 1 mL reaction
volume containing 300 pM copper sulfate at 37 °C in 10 mM TRIS buffer
pH 7.4. The hydrolysis reaction was started by adding 25 pL to final
concentration of 400 pM of TCN racemic mixture (~200 pM of each
enantiomer). The reaction was stopped after 60 min by adding 40 pL of
0.2 M HCI. Liquid-liquid extraction with 1 mL of heptane was carried out
to remove the residual TCN enantiomers. The organic phase was
centrifuged at 1000 x g for 15 min and a 20 pL aliquot was injected into
the HPLC system (Agilent 1220 Infinity series) equipped with a diode
array detector at 207 nm. A TCN standard calibration curve (50 pM, 100
pM, 200 pM and 400 pM) was performed under the same conditions as
the biological samples. The hydrolysis levels are expressed as the
average of the residual concentration for each isomer and the standard
error, from which the spontaneous hydrolysis of the reagents was
subtracted.

Food and Chemical Toxicology 155 (2021) 112408
2.6. Statistical analysis

Remaining values of TCN enantiomers of the experimental groups
(mammalian sera and albumins plus Ca?' or EDTA or Cu®") versus
control groups (racemic TCN without Cu®>" or with Cu?* or serum or
turkey albumin plus Cu®*) were analyzed by the one-way ANOVA sta-
tistical test. For comparison of the hydrolysis of (4)-TCN versus (—)-TCN
of the experimental group, Student’s t-test was applied, with p < 0.05
was used as the value indicating statistical significance. These analyses
were carried out with SPSS version 19 and the graphics were drawn with
Sigma Plot 12.

3. Results

3.1. EDTA, Ca?* and Cu?*-dependent hydrolysis of racemic TCN by
mammal serum and albumins

In order to rule out the copper-dependent hydrolysis of TCN by
paraoxonase-1 by these mammals sera, and their respective albumin,
these biological samples were incubated with the chelating agent EDTA
or with the calcium ion at a biological concentration. their levels of
TCNase activity were compared against the levels of copper-dependent
hydrolysis. Fig. 2 shows the TCP values (TCNase activity) of EDTA,
Ca?* and Cu®" obtained from human and domestic mammal sera. A
previous TCNase activity kinetic study in turkey serum reported that the
activity was linear with reaction time (Almenares-Lopez and
Monroy-Noyola, 2019); therefore, 60 min was the reaction time chosen
to measure racemic TCN hydrolysis in this study. As shown in panels A
and B, there was no significant EDTA and Ca®"-dependent hydrolysis of
TCN in the serum of all mammal species studied (1-6%). However, there
was statistically significant (p < 0.05, one-way ANOVA) Cu?"-depend-
ent TCNase activity in goat serum when it was incubated with 100 pM or
300 pM copper sulfate (38-56% hydrolysis, respectively) (panels C and
D) with respect to the other mammal sera. The human and bovine sera
showed TCNase activity of 24% and 11% respectively when both sam-
ples were incubated with 100 pM copper. However, these levels were not
significant (Fig. 2C). The enzymatic hydrolysis assays were highly
reproducible (less than 10% variability among triplicates).

With the objective of identifying if the albumins are the mammal
serum cuproproteins responsible for Cu?>-dependent racemic TCN hy-
drolysis in mammal sera, the albumin protein concentration was
measured in each mammalian serum with bromocresol green using a
commercial kit (SPINREACT), as described in the Materials and Methods
section. The albumin concentration was quantified in each of the sera of
the six mammals and turkey serum. The albumin values were in the
range of 175-230 pg in 10 mL of serum. For this reason, we decided to
incubate 200 pg of albumin from each mammalian serum as in the
previous OPs hydrolysis studies carried out by our research group with
chicken and turkey albumin (Monroy-Noyola et al., 2018; Almenar-
es-Lopez and Monroy-Noyola, 2019). As Fig. 2 shows, 5mM EDTA (A) or
2.5 mM calcium (B) and copper (C and D) did not activate TCN hydro-
lysis in the six mammal serum albumins, except in the goat serum al-
bumin that showed higher hydrolysis levels (~78% vs. 38-56%) than its
respective serum with both copper sulfate concentrations. The results
were statistically significant (p < 0.05, Student’s t-test) with 100 uM
copper sulfate.

3.2. Cu**-dependent TCN hydrolysis by goat serum and albumin

Based on the Cu?*' activating effect observed in the previous goat
serum and its respective albumin results, 10 pL of goat serum were
incubated in 1 mL of reaction volume containing 100 pM TCN and
1-800 pM copper sulfate at 37 °C in 10 mM TRIS buffer pH 7.4. The TCN
hydrolysis measurement was taken by quantifying the TCP released after
60 min reaction. Cu®" clearly had an activating effect on TCN hydrolysis
(Fig. 3). Cu®"-dependent TCN hydrolysis was increased significantly (p
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Fig. 2. Cu®>*-dependent hydrolysis of TCN by domestic mammal serum and their albumins. Each bar represents the average = SEM of TCP (leaving group) of
three independent experiments. 10 pL of serum (pool n = 3-5) or 100 pL containing 200 pg of albumin from human (1), dog (2), goat (3), pig (4), sheep (5) or bovine
(6) were incubated in 1 mL of reaction volume containing 100 uM of racemic mixture TCN and 5 mM EDTA (A) or 2.5 mM Ca?* (B) or 100 M cu?* (C) or 300 M
Cu®" (D) at 37 °C in 10 mM TRIS buffer pH = 7.4 for 60 min *p < 0.05, ANOVA one way, **p < 0.05, t-Student. Averages were corrected for their sponta-

neous hydrolysis.
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Fig. 3. Effect of Cu>* concentration on TCN hydrolysis in goat serum. Each
bar represents the average + SEM of TCP (leaving group) of three independent
experiments. 10 pL of goat serum (pool, n = 3) were incubated in 1 mL of re-
action volume containing 100 pM TCN racemic mixture and 1-800 uM Cu®" at
37 °C in 10 mM TRIS buffer pH = 7.4 for 60 min. Average were corrected for
their spontaneous hydrolysis. *p < 0.05 ANOVA one way.

< 0.05, ANOVA one way) with increased cation concentrations, and its
activator effect was identified as going from 60 pM to 400 pM in the
serum obtaining its highest hydrolyzing activation of TCN at 300 pM of
this divalent metal. The effective concentration 50% (EC50) was
approximately ~80 puM to this biological sample.

3.3. Cu®"-dependent stereoselective hydrolysis of TCN by goat serum
albumin

To identify whether the Cu?*-dependent hydrolysis of TCN by goat
serum albumin is stereoselective and if it is a specific catalytic property
of this protein, 200 pg of serum albumin from human and goat were
selected for this study. Turkey serum albumin was also selected as a
positive control (Fig. 4). It has recently been reported that this avian
cuproprotein shows Cu?*-dependent stereoselective activity of the
(—)-TCN enantiomer (Almenares-Lopez and Monroy-Noyola, 2019).
These three cuproproteins were incubated with a 400 pM racemic
mixture of TCN and the TCNase activity was quantified through the
residual concentration of each stereoisomer by the chiral chromatog-
raphy method (Almenares-Lopez et al., 2019), as shown in the chro-
matographic peaks, 1= (+)-TCN and 2= (—)-TCN) (Fig. 5). Fig. 4 shows
the remaining concentration (uM) of each TCN isomer (hydrolysis) in
human and goat albumin in the presence of 300 uM copper sulfate after
60 min. Significant Cu?*-dependent hydrolysis (p < 0.05, one-way
ANOVA) of both enantiomers (40%) in goat albumin was observed
(group 2) with respect to the TCN racemic mixture control group
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Fig. 4. Stereoselective hydrolysis of TCN by albumin from human and
domestic animals. Each bar represents the average + SEM of three indepen-
dent experiments. An aliquot of 400 pM TCN racemic (C1) (~200 pM of each
enantiomer) were incubated with 200 pg of albumin from turkey (C2) (control
positive group) or human (1) or goat (2) in the presence of 300 uM Cu* at
37 °C in 10 mM TRIS buffer pH = 7.4 for 60 min *p < 0.05 ANOVA one way,
**p < 0.05, t-Student.

{ \
S U

Fig. 5. HPLC chromatogram showing the stereoselective Cu®>-dependent
TCN hydrolysis by goad serum albumin. First peak (1) and second peak (2)
in the traces correspond to isomer (+)-TCN and it’s corresponding (—)-TCN,
respectively. 400 pM TCN racemic mixture (blue) were incubated with 300 pM
Cu®" and 200 pg of serum albumin from turkey (red) (positive control) or
human (pink) or goat (green) at 37 °C in 10 mM TRIS buffer pH 7.4 for 60 min.
Reactions were stopped by 40 pL of 0.2 M HCl and 2 mL of heptane. Then 25 pL
of the heptane extract were injected in the HPLC system.

without copper and without protein (C1) or the experimental group of
human serum albumin in both reactions (group 1). This copper acti-
vating effect in goat serum albumin was significantly stereoselective for
(+)-TCN (p < 0.05, Student’s t-test) since its remaining value was lower
(109 + 0.6 uM) than that of the corresponding (—)-TCN enantiomer
(134 + 0.9 pM). This stereospecific Cu*"-dependent hydrolysis of the
(+)-TCN isomer is lower and opposite to the stereoselective enzymatic
activity obtained with turkey serum albumin (group C2), because this
bird serum protein (positive control group) showed higher levels of TCN
hydrolysis (56%) and significant (p < 0.05, Student’s t-test) metal
stereoselectivity for (—)-TCN. Fig. 5 shows the area of the two peaks
(TCN enantiomers) that were constant in the chromatograms from the
control group (C1) and human serum albumin (group 1). The area and
height of both TCN enantiomers (peak 1 and 2) differentially decreased
in goat and turkey albumins.
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4. Discussion

This work confirms the presence of metalloproteins know as A-es-
terases in mammal tissues, similar to the Cu?*-dependent A-esterases in
the serum of domestic birds (Monroy-Noyola et al., 2017, 2019; Alme-
nares-Lopez el al., 2019). They are different from mammal serum
paraoxonase-1, because this Cu?'-dependent TCNase is not
calcium-dependent but it is inhibited with the chelating agent EDTA
(Sogorb et al., 1998a). In vivo extrapolation of this Cu2+—dependent
A-esterase activity in the serum albumin of mammals and avian could
make these species more tolerant to the toxicity of OPs in the form tio
and oxo. As a result there is a clear correlation between the levels of
A-esterase or phosphotriesterases activities and the susceptibility to
intoxication by these compounds. Although the Cu2+—dependent
A-esterase activity of vertebrate serum albumins has not been fully
studied in vivo. It could be defined as a true A-esterase activity, because
it depends on divalent cations (copper) and therefore is inhibited by
EDTA. It also shares biochemical properties with other phospho-
triesterase enzymes identified in different biological systems (Vilanova
and Sogorb, 1999). Ex vivo studies performed by our research group
reported this same copper-dependent A-esterase activity in chicken and
turkey sera; the activity was around 20-fold greater than EDTA-resistant
or calcium-dependent HDCPase activity using 300 pM copper in the
assay (Monroy-Noyola et al., 2017; Almenares-Lopez et al., 2019). The
lack of TCNase activity in the sera and albumin of those domestic
mammals studied in the presence of calcium at physiological concen-
trations rules out paraoxonase-1 from mammalian serum as being
responsible for this TCNase activity. The low levels of EDTA-resistant
TCN hydrolysis (6%) reinforce the idea of a hydrolyzing capacity of
mammalian albumin at a catalytic center constituted by tyrosine 411 as
it has been suggested in bovine serum albumin when hydrolyzing the
phosphorothioate insecticides chlorpyrifos and parathion (Sultatos
et al., 1984). The participation of this Tyr 411 from human albumin in
the hydrolysis of OPs in oxo form has also been suggested (Li et al.,
2007). Particulariry, this OPs hydrolysis of avian serum albumin is
through to be a kinetic mechanism for fast phosphorylation and slow
dephosphorylation (Sogorb et al., 1998b). However, other sites of this
EDTA-resistant TCNase activity of mammalian serum albumin, called
pseudoesterase, cannot be ruled out, due to the fact that this protein is
acylated at 82 sites, of which 56 are lysines (Lockridge et al., 2008). In
silico studies propose Tyr150 as a second phosphorylation site, because
this amino acid binds to the nervous agent soman more efficiently than
Tyr411 (Goncharov et al., 2017).

The activating effect of copper on goat serum A-esterase activity
shown in this study reinforces the notion that OP hydrolysis occurs in the
tio and oxo forms, as reported for the avian serum (Monroy-Noyola
etal., 2017; Almenares-Lopez et al., 2019). The maximum concentration
of copper activation in these biological samples was 300 pM. TCN hy-
drolysis in goat serum was activated with 60 pM copper. These divalent
cofactor concentrations are higher than the concentration quantified in
vivo in vertebrate sera (Grochowski et al., 2019). However, concentra-
tions greater than 100 pM copper have been reported in mammalian
tissues (Collins et al., 2010). This suggests the possibility of hydrolyzing
this racemic OP compound in vivo. The importance of the
metal-dependent A-esterase activity of mammalian serum albumin,
mainly that observed in goat serum albumin, is relevant for the possible
in vivo detoxication of OP insecticides of the tio form in the bloodstream
of agricultural workers exposed to those insecticides, whose main routes
of occupational exposure are the respiratory and skin routes. Hydrolysis
at the blood level would avoid greater neurotoxicity, due to a lower
distribution to the CNS of the OPs, and therefore a lower bioactivation of
its oxo metabolites by CYP450. Metabolites of CYP450 of those OPs
possess a higher inhibitory capacity on B-esterases, such as AChE and
NTE (Johnson, 1982). This copper-dependent hydrolyzing activity of
mammalian serum albumin is also relevant because the
calcium-dependent A-esterase, known as paraoxonase-1, are considered
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the most efficient enzymatic system for the detoxification of OPs in
mammals, is specific to OPs in the oxo form, and its hydrolyzing activity
against chiral OPs is limited (Monroy-Noyola et al., 2021a). Unques-
tionably, it will be of great importance to demonstrate the
copper-dependent capacity of the albumin of mammals, birds and their
recombinants on the OPs and their metabolites for the tio and oxo form
using different animal models. This study also demonstrates that the
protein responsible for this stereoselective Cu?*-dependent TCNase ac-
tivity in goat serum is the albumin protein, as has been shown for turkey
serum (Almenares-Lopez and Monroy-Noyola, 2019) using the same
concentration of copper (300 pM), with the difference that the (+)-TCN
isomer is hydrolyzed faster than the corresponding (—)-TCN, which is
the enantiomer with the lowest toxic capacity on cholinesterases (Liu
et al., 2006). Stereoselective hydrolysis was different from the
Cu?*-dependent hydrolysis of this chiral insecticide by turkey serum
albumin (Almenares-Lopez and Monroy-Noyola, 2019). It is well-known
that these copper proteins in vertebrate sera transport around 15% of
copper in the bloodstream (Bal et al., 2013). In mammal serum albumin,
there are four known copper binding sites, which have different struc-
tures and metal specificity: N-terminal site, multimetal binding site
(MBS), Site B and Cys34 (Bal et al., 2013; Sendzik et al., 2017). The
N-terminal site is more specific for Cu>" than the other three sites; for
this reason, this site has been called a specific site, while MBS, Site B and
Cys34 are non-specific. Cu®>" binding to the second site is until first is
saturated. The second site does not bind copper under physiological
conditions (Bal et al., 1998). All this biochemical information on the
affinity of copper to albumin suggests that the albumin N-terminal site is
involved in stereoselective TCN hydrolysis as recently has been sug-
gested in the hydrolysis Gu?*-dependent of chiral organophosphorus
compounds with oxo form by vertebrate serum albumins (Mon-
roy-Noyola et al., 2021b). Unquestionably, it will be of great importance
to demonstrate the stereoselective hydrolysis of TCN in vivo and to
identify the N-terminal site of goat serum albumin as the A-esterase
catalytic center of phosphorothionate esters.

In conclusion, this study shows for the first time the Cu?*-dependent
hydrolysis of a chiral racemic organophosphate insecticide in mamma-
lian serum, as well as the identification of albumin as the enzyme
responsible for this TCNase activity. This cuproprotein could be the
target of applications for the development of antidotes in clinical toxi-
cology, the development of biocatalysts and biosensors in biotechno-
logical bioremediation, as well as in the enantiomeric chemical
synthesis of OPs.
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Keywords: A-esterases are a classical term applied to enzymatic activity of the proteins by a mechanism not involving in-

A-esterase termediate covalent phosphorylation, but requiring a divalent cation cofactor. Recently, a copper-dependent A-

Z)lrbgant?phosporous esterase activity has been identified in goat serum albumin (GSA) on the organophosphorus insecticide tri-
umin- chloronate. This hydrolysis was identified ex vivo with spectrophotometry and chromatography techniques.

N-terminal site . . . L 24 .

Copper Albumin mechanism of action and catalytic site as Cu“"-dependent A-esterase are still unknown. Therefore, to

Docking know the copper bind to albumin is relevant. N-terminal sequence has been reported as the high affinity site for

this cation, due to the histidine in position 3. The aim of this work in silico is to explore how occurs this metallic
binding and active the esterase catalytic function. The GSA crystallized structure (PDB: 50RI) was chosen for
molecular docking and dynamics. A site-directed docking, for N-terminal site and a blind docking was done with
trichloronate as ligand. Root-mean-square deviation and frequency plot was calculated to find the most frequent
predicted structure and visualize the amino acids involved in binding site. The affinity energy in the blind
docking (—5.80 kcal/mol) is almost twice lower than site-directed docking (—3.81 kcal/mol) and N-terminal
amino acids do not appear in the most repeated structure binding site, suggesting that the protein has a site with
higher affinity to the trichloronate ligand. His145 could be involved in the binding site as has been reported in

Molecular dynamic

previous studies.

1. Introduction

The intoxication by pesticides is a issue of global health concern due
to the large number of intoxication reported in the last decades [1]. The
organophosphorus (OPs) insecticides have caused many cases of severe
poisoning due to its high toxicity. Clinical treatments consist in the
administration of atropine and oximes have saved many human intoxi-
cation cases by OPs. However, these pharmacological treatments are not
efficient in cases of high doses exposures. The atropine in high doses is
toxic and oximes are inefficient.

A-esterases are a classical term applied to enzymatic activity of the
proteins capable to hydrolyze (OPs) compounds by a mechanism not
involving intermediate covalent phosphorylation but requiring a

divalent cation cofactor, also called as phosphotriesterases (EC 3.1.8.
Phosphotriesterases), being paraoxonase one of the best-known OP hy-
drolyzing enzymes in mammalian sera. In contrast, the term B-esterase is
applied to enzymes able to hydrolyze some carboxyl esters but that are
inhibited by OP by a mechanism involving a covalent binding by orga-
nophosphorylation, and in some case able to hydrolyze them if a sub-
sequent dephosphorylation is occurring. They are usually proteins with
serine or tyrosine in the catalytic center. The A-esterases administration
has been suggested as therapeutic alternative in OPs poisoning by its
biological role of OPs hydrolysis in the blood before they reach their
toxicological target [2].

Rabbit and human serum albumin (HSA) hydrolyze p-nitrophenyl
acetate and others phosphoric esters through a catalytic mechanism of

Abbreviations: GSA, goat serum albumin; HSA, human serum albumin; NTS, N-terminal site; OPs, organophosphorus compounds; PDB, Protein Data Bank; CCDC,
Cambridge Crystallographic Data Centre; MBS, multi-metal binding site; RMSD, root-mean-square deviation; RMSF, root-mean-square fluctuation; UNAM, National
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rapid phosphorylation and slow dephosphorylation in a typical mecha-
nism type B-esterase in which the amino acid tyrosine 411 participates
in the catalytic center [3,4] in contrast to enzymes like cholinesterases
that are serine-esterases. However, in chicken, turkey and goat serum
albumins an A-esterase hydrolysis has been observed. It is 20-40 fold
more active in the presence of 300 pM of copper sulphate [5-8]. Albu-
min is a protein with multiple functions. It maintains the oncotic pres-
sure in the blood, transports metabolites, xenobiotics, fatty acids, and
metal ions, meanly. It has an important role in the detoxification of
heavy metals and even it has antioxidant activity. HSA is reported to
have neuroprotective function on neuronal and glial cells and regulates
brain circulation. Under certain conditions albumin possess catalytic
activity as a metalloenzyme, with a metal ion cofactor [9,10]. There are
4 known metal binding sites on HSA. N-terminal site (NTS), multi-metal
binding site (MBS) or Site A, Site B, and Cys34. Each one differing in
structure and metal ion specificity. NTS is composed of the first 4 resi-
dues of albumin sequence and prefers metal ions capable of square
planar complex formation such Cu?>* and Ni**. MBS is formed by the
amino acids Asn99, His247, His67, Asp249 and is the preferential site
for Zn?*, and is also a secondary binding site for Cu?". Site B is the
primary site for Mn?" ions and the second Cd*" site; it has not been
localized so far. Cys34 is located between helix 2 and helix 3 of sub-
domain IA and it binds non-specifically to metal ions with a single
metal-sulfur bond [11].

NTS is the first copper binding site in albumin forming a penta-
coordinate structure with two peptide nitrogens: nitrogen 3 of the his-
tidine ring and an aspartyl carboxylate group as ligands when histidine
is in the third position, such as HSA and GSA [12]. Niz+, Zn?t and Cd**
can displace the Cu?* from the second Cu?* site but not from the first
stronger bound site [13]. For this reason, it has been proposed the hy-
pothesis that the catalytic site of the A-esterase activity of avian albu-
mins is the NTS [14]. The insecticide trichloronate was observed to be
hydrolyzed by GSA when it was incubated with copper [8]. Therefore,
the aim of this work is to explore the proposed hypothesis through
docking and molecular dynamics, studying the docking of trichloronate
to GSA containing bound copper, and a molecular dynamic approach of
the binding of copper to the albumin. The interest in this research is not
only in medical field but also as an alternative in biotechnological ap-
plications for enantiomeric synthesis, protein engineering and
bioremediation.
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Fig. 1. Crystallographic structure of GSA with
modified NTS.

This figure shows the GSA structure from Protein
Data Bank (PDB: 50RI) with modified NTS to bind a
copper atom, according to the Cu?"-DAHK peptide
structure from Cambridge Crystallographic Data
Centre (CCDC: 809109). The structure was modified
in Chimera software (UCSF) and the trichloronate
ligand was drawing in Avogadro software.

Cu2*-DAHK
(CCDC:809109)

2. Material and methods
2.1. Protein and ligand structure

Preparation of GSA crystallized structure and ligand.

GSA crystallized structure (PDB: 50RI) was chosen for molecular
docking. This structure has no ligand trichloronate and no copper
bonded. Therefore, we used the crystallized protein as negative control.
UCSF Chimera was used to bind one Cu?" ion at NTS based on the
crystallized structure of the NTS human albumin tetrapeptide complex
(DAHK) bond to Cu®* (CCDC: 809109). GSA NTS sequence is DTHK
while the crystallographic structure from HSA (CCDC) has a DAHK
sequence. This structure was chosen because it is the only crystallo-
graphic report available for albumin NTS sequence with copper.
Although NTS from HSA and GSA is not the same, it is 75% similar and
the second amino acid in this sequence has been shown not to be
essential for divalent cation binding [15]. Trichloronate was drawing on
Avogadro 1.2 software.

2.2. Docking analysis

Site-directed docking was performed placing a box for the NTS size.
Blind docking was done to look for an additional binding site for the
ligand trichloronate. For each structure we ran docking 100 times with
Autodock Vina with statistical proposes, calculating root-mean-square
deviation (RMSD) vs the first output and the binding energy. The most
repetitive structure was taken to form a complex with ligand tri-
chloronate. Software Maestro 12.0 (Schrodinger) was used for visual-
izing the amino acids in the complex interacting with ligand and copper
ion.

2.3. Molecular dynamic analysis

For molecular dynamics the structure 50RI modify with USCF
Chimera to bind copper was taken to run 100 ns with GROMACS. Online
graphical interface CHARMM-GUI [16-18] was used to generate GRO-
MACS inputs. Boundary periodic conditions, temperature (310.5 K), salt
concentration (0.15 M KCl), disulfide bonds and the force field
(CHARMM36 m) were established. Once the input was generated, 100
ns of simulation were run in GROMACS on a supercomputer (UNAM
“Miztli”). VMD 1.9.3. was used to visualize the results. RMSD and
root-mean-square fluctuation (RMSF) was calculated.
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Table 1
Average energy calculations for molecular docking.

Cofactor Docking type E (Kcal/mol)
Negative-Control” Blind —6.01
Direct —3.51
GSA-Copper Blind —5.80
Direct -3.81

# Negative control measures the binding of trichloronate to goat albumin in
the absence of copper.

3. Results and discussion
3.1. Molecular docking

We take the crystallized structure of GSA (PDB: 50RI) and binding to
a copper atom at the NTS, based on the crystallized structure of the

Cu®"-DAHK complex (CCDC: 809109), which is the tetrapeptide of HSA
amino acids of the NTS with Cu?*. This structure is complementary to

Fos

145

196
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Predki experiments [19], showing that albumins have His at position 3
of the N-terminus form a pentacoordinate structure with nitrogens as
ligands that specifically bind Cu?* and Ni?* (Fig. 1).

The hypothesis was that bind the copper atom at NTS, the ligand
trichloronate was going to bind at that site. For this a directed docking
was made, placing a box of sufficient size for the NTS. In addition, blind
docking was done to look for some additional binding site of ligand
trichloronate to the protein. As the structure with copper is not crys-
tallized, but was a computational modelling, as a control, the crystal-
lographic structure 5ORI without the copper atom was used. Up to 100
runs were done in the Autodock Vina program (for each docking),
calculating at the output the RMSD and binding energy. For the calcu-
lation of the RMSD all the outputs were compared vs the structure of the
first output of Vina, since we had no crystallographic structure of the
protein with trichloronate or with copper.

The calculated energy values with RMSD <1 (Table 1) measures the
affinity of the protein to the ligand trichloronate. The lower the energy,
the greater the affinity. The energy is lower in the blind docking than
that obtained in the directed one for both copper and non-copper

s e
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Fig. 2. Most repeated structure of blind docking

This figure shows the amino acids involved in trichloronate binding to GSA while the copper ion is bound to NTS. A complex was form with albumin structure output
from Vina and the ligand input. This complex was visualized with Maestro from Shroedinger.
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Fig. 3. RMSD plot of output structures from GROMACS molecular dy-
namics simulation.

This graphic shows of the alpha carbons of the output structures in 100 ns
simulation in GROMACS compared to the input structure after system balance.
In orange the control of 50RI, in black the simulation of 50RI with copper.

conditions. The energy is lower in the conditions without copper for
blind docking. However, in the site-directed docking it is lower in the
conditions with copper. This suggests that, in the simulated conditions,
the copper atom confers stability at the NTS to the protein so that it
binds at that site. Moreover, there is another site of the protein where the
ligand trichloronate has higher affinity. To find the most frequent pre-
dicted structure RMSD was calculated using first Vina outputs because of
the lack of crystallographic ligand with copper (Fig. 1).

There are many possible structures in blind docking, both with and
without copper. 25 times was the highest frequency (out of 100
analyzed). For site-directed docking there are two possible structures,
and that the frequency of one is higher in docking with copper. To know
which amino acids are involved in the binding of the trichloronate in
these structures that are most repeated was used the Maestro program of
the Shrodinger interface. The results are shown in Fig. 2.

The trichloronate leaving group is stabilized by interactions with the
neutral amino acids Ala, Leu, Ile, and Tyr bound to the chlorine atoms of
the benzene ring. The diethoxy and diethyl groups are bound to posi-
tively charged Arg residues. The phosphorus atom and the thiol group
are exposed to the solvent. His145 does not seem to bind directly to
trichloronate, however it could be involved in binding to the copper
atom as has been reported [20].

In blind docking, none of the predicted structures bind to the NTS
(with or without copper) and in site-directed docking, although it binds
to the NTS, trichloronate is exposed to the solvent, which would justify
that the binding energy is lower in this area than in the rest of the
protein.

To confirm the hypothesis that the NTS is the ligand binding site, the
energy would have to be lower in the site-directed docking than in blind
docking, and that the most repeated structure in the blind docking had
the ligand at the NTS. However, this is not observed in the conditions
that were simulated. Since there are 2 variables (the bond of the copper
atom and the binding to the ligand), it was decided to eliminate the
ligand and study the copper atom binding to the protein. For this, a study
of molecular dynamics was carried out.

3.2. Molecular dynamics simulation

To prepare the simulation system, the online graphical interface
CHARMM-GUI was used. A complex was formed with crystallographic
structure 50RI and a copper atom binding in NTS based in structure
CCDC: 809109. This complex (protein + copper) was used as the input.
Physiological conditions of pressure, temperature, and salt concentra-
tion (KCI) and disulfide bonds were stablished. The force field was
Charmm36 M. Once the simulation system was generated, 100 ns of
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Fig. 4. RMSF plot from GROMACS molecular dynamics simulation after
100 ns

This graphic shows the alpha carbons of the 583 protein residues at the final of
simulation time (100 ns). In blue the 50RI control, in grey the structure
with copper.

simulation were run with GROMACS on the UNAM supercomputer
(Miztli). A dynamic system from 50RI structure without copper under
the same conditions was used as a control.

Fig. 3 shows the control simulation of 50RI in orange, and it is
observed that it is stable in time after 20 ns, the time it takes for the
dynamics to stabilize. By adding the copper atom (in black) the simu-
lation is more unstable, the protein opens and closes during the entire
simulation. To compare the movement of residues over time, the RMSF
was calculated (Fig. 4).

In Fig. 4, the residues movement of 50RI protein during the running
time in both dynamics is observed. The blue line corresponds to the
control (the crystallographic structure) and in grey the S5ORI structure
with copper. The movement in the first 300 amino acid is similar in both
dynamics. The dynamics differ between amino acids 374 and 583, being
the greatest difference with residue 495.

Residues 1-4, which correspond to the N-terminus, have the largest
RMSF variation in both dynamics, regardless of the copper atom. There
was no difference between 50RI protein with copper and its control.
Copper did not appear to be binding at NTS when visualizing the dy-
namics in VMD 1.9.3 software. The copper atom does not bind to NTS at
any time in simulation. In conclusion, copper atom did not bind in this
region (NTS) in this molecular dynamic simulation.

The HSA crystallographic structure (PDB: 5YB1) that binds to an
anticancer copper prodrug (8zr) was found in the literature [20]. The
molecule of this prodrug has one copper atom in its structure (Fig. 5).
The copper atom binds 8 ZR drug to HSA in His 146. His 146 on HSA is
equivalent to His 145 on GSA. Further, this drug has a bond
copper-sulfur in the molecule and this sulfur atom binds to the rest of the
molecule with a double bond. Although the 8zr molecule is not like
trichloronate, the way it binds to albumin appears to be similar. These
results suggest that His145 could be part of the GSA catalytic site.

To test this hypothesis, a knock-out mutant could be made on
His145. If activity is lost, it would indicate that this amino acid and its
chemical environment are important for OP hydrolysis. These pre-
liminary studies may serve to the base to improve albumin as an A-
esterase, modifying it to hydrolyze a wider variety of substrates or to
make reactions more efficient. These results do not rule out the NTS
participation in trichloronate hydrolysis. NTS could be an allosteric site
or giving GSA the conformation to activate it as A-esterase.

4. Conclusions

The affinity energy in blind docking (—5.80 kcal/mol) was about two
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times lower than site-directed docking (—3.81 kcal/mol), when cu®t
was bound, as negative control was (blind docking: -6.01 kcal/mo]; site-
directed docking —3.51 kcal/mol) suggesting that the protein has one or
more sites with higher affinity for the ligand than the N-terminal site.
None of the knowing ligand binding sites correspond to the copper
binding site neither in the docking nor in the simulation by dynamics;
the HSA-copper bind from 5YB1 seems to be like GSA-copper bind from
blind docking, on His 145/146, so GSA His 145 seems to be involved in
catalytic site.
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Conocimiento al servicio de la salud

M. C. ELIZABETH UNDIANO CICERO
ALUMNA DEL DOCTORADO EN FARMACIA

PRESENTE

Por este medio le informo que el Consejo Interno de Posgrado (CIP), en su Sesion ordinaria del 19 de abril
de 2023, designd a los siguientes sinodales como integrantes de la Comision Revisora y Jurado para la
revision y evaluacion de la tesis titulada “Hidrolisis de compuestos tiofosfatos por albuminas de suero
de mamiferos”,

Sinodal Adscripcion

Presidente Dr. José Luis Montiel Hernandez NA Facultad de Farmacia-UAEM

Secretario Dr. César Millan Pacheco Facultad de Farmacia-UAEM

Vocal 1 Dr. Eugenio Vilanova Gisbert Universidad Miguel Hernandez, Alicante, Espaiia
Vocal 2 Dr. Jaime Escalante Garcia CIQ-UAEM

Vocal 3 Dra. Mayra Guadalupe Avelar Frausto UAZ

Suplente 1 Dra. Damianys Almenares Lépez Universidad Popular de Chontalpa
Suplente 2 Dr. Antonio Monroy Noyola NA Facultad de Farmacia-UAEM

*NA = Nucleo Académico de Posgrado en Farmacia

Se le solicita entregar el presente oficio y manuscrito de tesis a esta comision, asi como dar fluidez a los tramites
como se indica en el manual de procedimientos.

Nota (Art. 74 RGEP-UAEM): Los sinodales tendran un plazo maximo de 20 dias habiles contados a partir de la recepcion
del documento de tesis para entregar los comentarios de la revision y para emitir un voto aprobatorio o negatorio. En caso
de condicionar el voto a la entrega de un documento en el que el tesista debera solventar lo revisado, este contara con un
plazo no mayor a 20 dias habiles, contados a partir de la notificacion del primer dictamen emitido, para integrar las
correcciones sefialadas, una vez fenecido dicho plazo el sinodal emitira el voto aprobatorio o negatorio que corresponda.

Sin otro particular por el momento, reciba un cordial saludo.

Atentamente
“Por una humanidad culta”
Una universidad de excelencia

efirma-UAEM

Dr. Sergio Alcala Alcala
Jefe de Posgrado en Farmacia

c.c.p Dr. José Luis Montiel Hernandez, Dr. César Millan Pacheco, Dr. Eugenio Vilanova Gisbert, Dr. Jaime Escalante Garcia, Dra. Mayra
Guadalupe Avelar Frausto, Dra. Damianys Almenares Lépez, Dr. Antonio Monroy Noyola.
c.c.p. Archivo

Av. Universidad 1001 Col. Chamilpa, Cuernavaca Morelos, México. C.P. 62209, Edificio 61, ala C, 2° piso.
Tel. (777) 329 7000, Ext. 7986 Jefatura de Posgrado en Farmacia, posgrado ff@uaem.mx




UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL
ESTADO DE MORELOS

Se expide el presente documento firmado electronicamente de conformidad con el ACUERDO GENERAL PARA
LA CONTINUIDAD DEL FUNCIONAMIENTO DE LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DEL ESTADO DE MORELOS
DURANTE LA EMERGENCIA SANITARIA PROVOCADA POR EL VIRUS SARS-COV2 (COVID-19) emitido el
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El presente documento cuenta con la firma electronica UAEM del funcionario universitario competente,
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LINEAMIENTOS EN MATERIA DE FIRMA ELECTRONICA PARA LA UNIVERSIDAD AUTONOMA DE
ESTADO DE MORELOS emitidos el 13 de noviembre del 2019 mediante circular No. 32.

Sello electrénico

SERGIO ALCALA ALCALA | Fecha:2023-04-24 09:59:28 | Firmante

dAfG+MVO0dBywzt4ANWmwI8iXt1biBcVESCXusUFY IpkwCB2XNWv3VWrSV3FTsXNskaj/GRzkw5723CNVkP2krOhW3vdHSWn13Y9ras7QhA9n5cL3ymHxwnYrUjJwmOKOeAR7R
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BIfZNftndXrjG3eZ4wkZRJITHh80jLYwnGynC6mnnoLIsw6NgMV79QxEmPcnBIvLbjuoGI9Q==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

8kzIBeqls

https://efirma.uaem. mx/noRepudlo/INa?SSFAYQZRTlWJRMWGHDCquhLStAc
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VOTO APROBATORIO
PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno: Elizabeth Undiano Cicero

Titulo de la tesis: “Hidrolisis de compuestos tiofosfatos con albdminas del suero de
mamiferos”

Grado a obtener:

Maestria en Farmacia
X Doctorado en Farmacia

Miembro del jurado: Dr. José Luis Montiel Hernandez

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi
decision es:

La tesis:
X  Sise aprueba tal como se presenta
Se rechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo):

Firma del miembro del jurado Fecha
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JOSE LUIS MONTIEL HERNANDEZ | Fecha:2023-11-30 10:23:05 | Firmante
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Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

iYVSTGXC

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/xISGSuBQ3AOZSWw024swfuKKCUrszA7
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Nombre del alumno: Elizabeth Undiano Cicero

Titulo de la tesis: “Hidrolisis de compuestos tiofosfatos con albdminas del suero de
mamiferos”

Grado a obtener:

Maestria en Farmacia
X Doctorado en Farmacia

Miembro del jurado: Dr. César Millan Pacheco

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi
decision es:

La tesis:
X  Sise aprueba tal como se presenta
Se rechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo):

Firma del miembro del jurado Fecha
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CESAR MILLAN PACHECO | Fecha:2023-11-30 00:07:00 | Firmante
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Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
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Nombre del alumno: Elizabeth Undiano Cicero

Titulo de la tesis: “Hidrdlisis de compuestos tiofosfatos con albuminas del suero de
mamiferos”

Grado a obtener:

Maestria en Farmacia
X Doctorado en Farmacia

Miembro del jurado: Dr. Eugenio Vilanova Gisbert

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi
decision es:

La tesis:
X  Sise aprueba tal como se presenta
Se rechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo):

Firma del miembro del jurado Fecha
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EUGENIO VILANOVA GISBERT | Fecha:2023-11-30 07:39:55 | Firmante
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2ARxxcgpqQSVPjSNKtO8Bixt6Ha8L6JTzMWSIOmy05dXkCEIbuYN4RGrgYUOCoKIlvpmyncZQ==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

CWGyAo03hs

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/IMSV7MfphOUlbLaZr4VMbWPrLEuRVIKw

UA
EM

Una universidad de ncia 2017-2023



https://efirma.uaem.mx/noRepudio/JMSV7Mfph0UIbLaZr4VMbWPrLEuRvIKw

Il\-—}ﬁ;'m'rm.' el ‘_F_”._’?T’..‘,‘F'"” t

TwcEnraki ol nmy

LRI PP A D LT IR DIE L
FaTann nF MAEFLoS

VOTO APROBATORIO
PROGRAMA DE POSGRADO EN FARMACIA
FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno: Elizabeth Undiano Cicero

Titulo de la tesis: “Hidrdlisis de compuestos tiofosfatos con albuminas del suero de
mamiferos”

Grado a obtener:

Maestria en Farmacia
X Doctorado en Farmacia

Miembro del jurado: Dr. Jaime Escalante Garcia

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi
decision es:

La tesis:
X  Sise aprueba tal como se presenta
Se rechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo):

Firma del miembro del jurado Fecha
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JAIME ESCALANTE GARCIA | Fecha:2023-11-29 20:48:10 | Firmante
O1szlpmtFpGOpMDIVM+wUNCWAhIL+kruXZbRtju9oINdm3DdWhf0oXDEHZYKfUjGIGtVygqonLgnHNINDfZeWIWMWhgmQPdZMIWWVEjgvXZEqgfJHYT10UpJI7bl3qgll/3A+d1u
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Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

CE7LjniK4

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/LIQc2ajOmr9pRHLvtI1tcxCcXXiSAzwi
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Nombre del alumno: Elizabeth Undiano Cicero

Titulo de la tesis: “Hidrodlisis de compuestos tiofosfatos con albuminas del suero de
mamiferos”

Grado a obtener:

Maestria en Farmacia
X Doctorado en Farmacia

Miembro del jurado: Dra. Mayra Guadalupe Avelar Frausto

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi
decision es:

La tesis:
X Sise aprueba tal como se presenta
Se rechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo):

Firmadel miembro del jurado Fecha
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Sello electrénico

MAYRA GUADALUPE AVELAR FRAUSTO | Fecha:2023-12-01 18:35:34 | Firmante
bg96e0z5GVGMruGDynu5HwWk47wN5LAMNHIDZzNovjgxCE1QhQhwxv9GSOOI5UtpgcFw7xYrQ9UP1zUHSIK/AMRXN2WK+tIWF6gpiJ41ZQ9IX/XCStKETr/QfeaaCTXUB06sCt+E
FPK5L2MG+UVcAbNN5KGmQIX93VEIiOAz0iDkazWF06MevgfA6Q4hxYY StiVFH2h8Oj+jmYwsLyhHkHOUT+NYZ5jPLbeQn7fSp5q/mix1XVBIGEKpa2PmIB03sfUgZai8wboPIHZI
Keg4nhr2cwz8pgMHtlhVqdGM8/wpJjFCI6RYucc8TowATIFPBepHOIzmC67gtSBLW2JO9AUVQ==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

2gTtNEbza

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/FNVboVTYW1XNHCfCoMp2ibL3F4Dwep65

Una universidad de excelencia



https://efirma.uaem.mx/noRepudio/FNVboVTYW1XNHCfCoMp2ibL3F4Dwep65

Il\-—}ﬁ;'m'rm.' el ‘_F_”._’?T’..‘,‘F'"” t

TwcEnraki ol nmy

LRI PP A D LT IR DIE L
FaTann nF MAEFLoS

VOTO APROBATORIO
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FACULTAD DE FARMACIA DE LA UAEM

Nombre del alumno: Elizabeth Undiano Cicero

Titulo de la tesis: “Hidrdlisis de compuestos tiofosfatos con albuminas del suero de
mamiferos”

Grado a obtener:

Maestria en Farmacia
X Doctorado en Farmacia

Miembro del jurado: Dra. Damianys Almenares Lépez

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi
decision es:

La tesis:
X  Sise aprueba tal como se presenta
Se rechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo):

Firma del miembro del jurado Fecha
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DAMIANYS ALMENARES LOPEZ | Fecha:2023-11-29 21:15:41 | Firmante
0A6VKW+hLAIgelTONBFcBcel7DW6RIwwOps1Fs8/7Pvoov5eZ5cv800KF30XMIupVdtyelusrKe11DeNZ7EnJFHN1IWmIylpupNmDMiwt45+bMx9boDyp50gdPrFs3kts843azFAXN
KWwnErPRUAUZpLtFQQZ9c1dA3Kd8LubTtzAfOGFy/REwPezoa7NJC24jPAhR3M2ZKYCRKe384C3gYYHNN1xCvOezvtOFYfhQpod4w27WQtleQzI58yuaeZXv2vDrxfEVBtMkcSg
KI2CHXQV66EdISYICISKeGe60QfiuGhPeNmD48WGTaWleRS5Ar79bdPOVYIM5DNtDSG46yQ==

Puede verificar la autenticidad del documento en la siguiente direccion electrénica o
escaneando el codigo QR ingresando la siguiente clave:

rSiGxdIDK

https://efirma.uaem.mx/noRepudio/0zkkLsCVLuyPYtOCDEVQSB92hYwiKzLF
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Nombre del alumno: Elizabeth Undiano Cicero

Titulo de la tesis: “Hidrdlisis de compuestos tiofosfatos con albuminas del suero de
mamiferos”

Grado a obtener:

Maestria en Farmacia
X Doctorado en Farmacia

Miembro del jurado: Dr. Antonio Monroy Noyola

La tesis fue leida y se le hicieron las observaciones pertinentes, de tal forma que mi
decision es:

La tesis:
X  Sise aprueba tal como se presenta
Se rechaza

Observaciones (solo en caso de rechazo):

Firma del miembro del jurado Fecha
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Sello electrénico

ANTONIO MONROY NOYOLA | Fecha:2023-11-29 20:07:56 | Firmante
LF+iFNx696/xq5z9sHQ60WXVvKL1dXzhGqdFeksFXEs7g1l/y7KmkGjeprrzwtJeA42vPrJu3Fj/7edviiKXWeeIJMBT3u2vRddMb1xxmuHco8Kb59+Np7bXmFSC5phJPjKCVgdQGYs7
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