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RESUMEN

En este trabajo se desarrolld un método altamente sensible y selectivo para la
determinacién de carbofurano a niveles de concentracidn del orden de trazas en extractos
de tejido epitelial cérvico-uterino. El punto clave en este método es el uso de un cartucho
de inmunoextraccién en el paso de preparacién de muestra, para aislar y recuperar

cuantitativamente al plaguicida a partir de la matriz bioldgica.

El método propuesto consiste de dos etapas:

1) Inmunoextraccidn

2) Reconcentracion del eluato, obtenido en el paso anterior, en una precolumna de fase
reversa y analisis en linea de esta Ultima por cromatografia de liquidos (CLAR) con
deteccién UV a 280 nm.

La primera etapa proporciona una alta selectividad al método, mientras que la segunda

permite alcanzar una gran sensibilidad.

El cartucho de inmunoextracciéon utilizado en la primera etapa se prepard en el laboratorio.
El inmunoadsorbente se sintetizd por encapsulamiento del anticuerpo monoclonal
anticarbofurano, LIB-BFNB-67, en los poros de un soporte de silice mediante la técnica sol-
gel. Con el fin de preservar lo mas posible la actividad bioldgica del anticuerpo, se
modificaron y optimizaron diversas condiciones experimentales del proceso sol-gel, tales
como: tiempo de hidrélisis del precursor, concentracion de buffer para neutralizar y
desestabilizar el sol, volimenes y soluciones de lavado del hidrogel, velocidad y tiempo de
secado. Esto permitid establecer un método eficaz para la sintesis de un biomaterial con

alta capacidad de enlazamiento del carbofurano y caracteristicas repetibles de lote a lote.

Los resultados obtenidos, al certificar el método con extractos del tejido bioldgico
fortificados con carbofurano, mostraron que éste es lineal en el intervalo de
concentraciones de 10-40 ng/mL (cantidad absoluta: 20-80 ng de carbofurano en 2 mL de
extracto). La recuperacion promedio fue de 101%, con un coeficiente de variacidn de
8.5%, para niveles de concentracion de 20 ng/ml. El limite de deteccion estimado de
acuerdo con los criterios recomendados por la EPA (Agencia de proteccion ambiental de
E.U.) fue de 5.5 ng/mL.

El método se probd aplicandolo en el analisis de 8 diferentes muestras de tejido cérvico-
uterino (con alteraciones detectadas por analisis clinicos), las cuales provenian de mujeres

expuestas al plaguicida. No se detectd carbofurano en ninguno de los extractos




metandlicos del tejido, aunque es importante aclarar que las muestras habian sido
tomadas mucho tiempo antes, por lo que este resultado no excluye la posible penetracion
del plaguicida en el organismo de estas mujeres. Sin embargo, lo importante, de esta
prueba es que permitié confirmar la alta selectividad del método pues en todos los casos

se obtuvieron cromatogramas muy limpios.

Los resultados obtenidos en este trabajo destacan las grandes ventajas que aporta la
inmunoextraccion en la determinacion de contaminantes ambientales y, en general, de
cualquier compuesto minoritario en una matriz compleja. La fuerte y especifica interaccion
del anticuerpo inmovilizado con el analito-antigeno facilita enormemente el paso de
preparacién de muestra, permitiendo alcanzar una alta sensibilidad y selectividad en los

analisis, sin que se requiera de instrumentaciéon muy especializada y/6 costosa.




I. ABSTRACT

A highly sensitive and selective method for the determination of carbofuran at trace
concentration levels in cervical-uterine epithelial tissue was developed in this work. The
key point in this method is the use of an immunoextraction cartridge during sample
preparation, for isolation and quantitative recovery of the pesticide from the biological

matrix.

The method consists of two main parts:

1) Immunoextraction

2) Concentration of the eluate from the previous step in a reversed phase precolumn;
which is further on-line analyzed by liquid chromatography with UV detection at
280 nm.

The first one provides a high selectivity to this method while the second gives the

possibility to reach a great sensitivity.

The immunoextraction cartridge used during the first part of the procedure was prepared in
the laboratory. The immunosorbent was synthesized by encapsulation of the monoclonal
anticarbofuran antibody, LIB-BFNF-67, on the pores of a silica support using the sol-gel
technique. Some experimental conditions of the encapsulation procedure were modified
and optimized to preserve as much as possible the biological activity of the antibody.
Therefore, new conditions were established concerning: the hydrolysis time for the
precursor, the concentration of buffer to neutralize the sol and promote gelation, the
volume and nature of solutions to wash the hydro gel, and the drying velocity and drying
time. These changes allowed us to establish an efficient way to synthetize biomaterials
with a high binding capacity for carbofuran and repeatable characteristics from batch to
batch.

Biological tissue extracts spiked with carbofuran were used to certify the analytical
method. Results showed that the method was linear in the concentration range of 10-40
ng/mL (absolute carbofuran amount of 20-80 ng in 2 mL of extract). A mean recovery of
101% with a variation coefficient of 8.5% was obtained in replicate analysis of extracts
spiked at 20 ng/mL of carbofuran. A detection limit of 5.5 ng/mL was estimated for this
method, according to criteria recommended by EPA.

In order to determine the method reliability, 8 different samples of cervical-uterine

epithelial tissue (with alterations detected by clinical analysis) were analyzed. These




samples came from country women that had been severely exposed to the pesticide.
Carbofuran was not detected in either of the methanolic extracts from these tissues.
However, as the samples were stored for a long time before analysis, the obtained result
does not exclude the possibility of carbofuran penetration into the organism of these
women. Which is important from this test is that all chromatograms were quite clean,

confirming the high selectivity of the method.

The results obtained in this work point out the great advantages provided by
immunoextraction for the determination of environmental pollutants, and in general for the
determination of any minor compound in a complex matrix. The strong and specific
interaction of immobilized antibodies with the analyte-antigen greatly facilitates the sample
preparation step and gives the possibility to attain high selectivity and sensitivity in the

analysis, without requiring very specialized or costly instrumentation




II. INTRODUCCION

La preparacion de muestra es una parte fundamental en cualquier procedimiento analitico,
ya que determina en gran medida la sensibilidad y selectividad del analisis y generalmente
contribuye con el mayor error en las determinaciones. Desde hace varios afios, la
extraccion en fase solida (EFS), particularmente en la modalidad de fase reversa, se ha
convertido en el método preferido para recuperar, preconcentrar y, hasta cierto punto,
purificar los analitos de interés presentes en matrices acuosas previo a su analisis
cromatografico. El acoplamiento en linea de la extraccién en fase soélida y la cromatografia
de liquidos (EFS-CLAR) ha resultado un medio excelente para alcanzar muy altas

sensibilidades y mejorar la precisidon y exactitud de los analisis.

No obstante, cuando los analitos son relativamente polares y se encuentran a niveles traza
en muestras muy complejas, como lo son las matrices ambientales (aguas superficiales,
extractos de tejidos bioldgicos o suelos, etc.), los adsorbentes de fase reversa usados en la
EFS no resultan satisfactorios. En efecto, la coextraccion de muchos otros compuestos
presentes en la muestra a altas concentraciones, puede dar como resultado una baja
retencién de los analitos de interés, ademas de generar cromatogramas con muchas
interferencias donde resulta dificil, si no imposible, identificar los picos de los compuestos

traza que se pretende determinar.

Por lo anterior, las investigaciones mas recientes en este campo se han enfocado hacia el
desarrollo de procedimientos de extraccidn mas efectivos y selectivos, basados en el
reconocimiento molecular. La inmunoextraccion (IE) es una modalidad de la EFS que
aprovecha la alta afinidad y especificidad de las interacciones antigeno-anticuerpo para
aislar y preconcentrar un compuesto Unico o una familia de compuestos de estructura muy
similar. Los adsorbentes utilizados para la IE estan constituidos por un soporte sélido en el
cual se encuentran inmovilizados anticuerpos generados contra el compuesto de interés.
Estos materiales, llamados inmunoadsorbentes (IA), han demostrado ser una herramienta

Unica en la preparacién de muestras complejas.

Hasta ahora, en la gran mayoria de los IA reportados se ha utilizado el anclaje quimico
para inmovilizar el anticuerpo en un soporte hidrofilico activado (silica aldehido, agarosa,
etc.) por enlace covalente. Sin embargo, esta técnica es muy delicada y minuciosa, y
facilmente da lugar a problemas de desnaturalizacidn del anticuerpo o de mala orientacion
de las moléculas ligadas. Una via alternativa, que ha dado buenos resultados para otras
biomoléculas sensibles (enzimas, acidos nucleicos, células vivas), es la inmovilizacion fisica

por encapsulamiento en los poros del soporte mediante la técnica sol-gel.




Las matrices a base de silice preparadas por técnicas sol-gel se consideran como una
plataforma prometedora para el encapsulado de biomoléculas, ya que a través de esta

técnica se conserva por mayor tiempo su funcionalidad bioldgica y actividad.

Una de las principales aplicaciones de los inmunoadsorbentes es en el area de la Quimica
Analitica Ambiental, para la determinacién de contaminantes, entre los que destacan los

plaguicidas.

El uso de los plaguicidas se ha incrementado notablemente en las Ultimas décadas con el
objeto de controlar las plagas, malezas y enfermedades que afectan a los cultivos. Una de
las familias de plaguicidas mas utilizada por su amplio espectro de actividad bioldgica
(insecticidas, herbicidas, fungicidas, moluscocidas) y por su bajo grado de bioacumulacion
es la de los Carbamatos, y en particular el grupo de los N-Metilcarbamatos al cual

pertenece el Carbofurano.

En afios recientes, un gran nimero de mujeres que habitan en regiones agricolas donde el
carbofurano es ampliamente usado, han presentado problemas de cancer cérvico-uterino.
Aunque no se ha demostrado que el carbofurano sea el agente cancerigeno, el frecuente
contacto directo que tienen con el plaguicida pudiera haber ocasionado que este carbamato
penetrara y se depositara en el cuello uterino de estas mujeres, provocando asi

alteraciones que favorecieron el desarrollo del cancer

Por estas razones, la optimizacién del proceso de encapsulacién del anticuerpo por el
método sol-gel, el estudio de la inmunoextraccion del carbofurano, la determinaciéon de las
condiciones 6ptimas para la concentracién, limpieza y analisis en linea de las muestras son
parte integral de la investigacion realizada. El método desarrollado se aplico a muestras
reales, es decir los inmunoadsorbentes se utilizaron para determinar trazas de carbofurano
en extractos de tejido cérvico-uterino fortificados y en algunas muestras provenientes de

mujeres expuestas al plaguicida.




III. ANTECEDENTES

3.1 EXTRACCION EN FASE SOLIDA

La extraccidon en fase sélida (EFS) es uno de los métodos mas recomendados para la
preparacion de muestras de matrices complejas, ya que requiere poco disolvente organico
y, por lo tanto, el costo es menor, ademas de que éste método se puede automatizar

facilmente.

La EFS concentra y purifica un analito por adsorcion de éste en un sorbente de fase sélida,
seguida de una elucién del analito utilizando un disolvente apropiado®. Actualmente,
diferentes métodos basados en EFS, tanto en linea como fuera de linea, han sido

desarrollados para la determinacidn de plaguicidas?.

En el caso de la extraccion fuera de linea la preparacion de muestra se realiza separada del
sistema cromatografico. Los dispositivos mas utilizados para este tipo de extraccién son los
cartuchos y los discos de extraccidon. La extraccién en linea involucra la transferencia
directa de los analitos adsorbidos en la precolumna a la columna analitica por medio de la
fase mévil, ayudandose para ello de una valvula de conmutacién. La EFS en linea tiene las
siguientes ventajas: se evitan pérdidas del analito, disminuye la manipulacion de la
muestra y el tiempo de analisis, ademas tanto la reproducibilidad como los limites de

deteccién son mejores?.

La mayoria de estos métodos permiten obtener bajos limites de deteccién en muestras
simples (agua potable), pero la falta de selectividad de los sorbentes utilizados
comunmente para EFS (C18, C8, florisil, alimina, etc.) no permite alcanzar un limite de
deteccion suficientemente bajo en muestras mas complejas, ya que generalmente ocurre
una co-extracciéon de analitos e interferencias. Este es el mayor problema cuando los
analitos de interés se encuentran a nivel traza mientras que las interferencias estan
presentes en altas concentraciones, por lo que es necesario involucrar etapas de limpieza
de la muestra que consumen tiempo, la pérdida y contaminacion de la muestra es mayor y

los resultados no siempre son confiables ni satisfactorios.

Por las razones mencionadas anteriormente, es necesario desarrollar sorbentes mas
selectivos que permitan realizar las operaciones de extraccién, concentracién y eliminacion

de posibles interferentes en un solo paso.




La selectividad se puede mejorar usando materiales que involucren interacciones antigeno-
anticuerpo, lo que resulta en métodos selectivos de extraccién basados en el

reconocimiento molecular®®.

3.2 CROMATOGRAFIA DE AFINIDAD (CA)

La cromatografia de afinidad es un tipo de cromatografia de liquidos que usa agentes
enlazantes especificos, conocidos como ligandos de afinidad, como fase estacionaria para

purificar selectivamente y analizar muestras®*°.

Gracias a la gran variedad de estos
ligandos y a su selectividad, la CA se ha convertido en una técnica bastante Util en areas

como bioquimica, ciencias farmacéuticas, quimica clinica y analisis ambientales.

En esta técnica, la retencion de solutos se basa en interacciones especificas y reversibles,
como las que ocurren en sistemas biologicos. Estas interacciones se llevan a cabo
inmovilizando un ligando de afinidad en un soporte sdlido y colocando este soporte
modificado dentro de una columna. Aqui la columna estd disenada para retener un analito
especifico o analitos muy relacionados, mientras nada de lo demas de la muestra se

retiene. Posteriormente, el analito de interés se eluye de la columna y se cuantifica.

En los procesos de retencion y elucién del analito, en una columna de afinidad, existen
factores importantes como’:
= La fuerza de interaccién analito-ligando, la cual depende de la naturaleza de la
biomolécula inmovilizada
* La cantidad de ligando inmovilizado activo en la columna, que depende del método
de inmovilizacion

= Cinética de asociacion y disociacion del complejo analito-ligando.

Entre los ligandos de afinidad mas comunes se encuentran las lectinas, los metales
guelatos inmovilizados y las proteinas A y G, conocidos como ligandos generales, los cuales
se caracterizan por ser capaces de enlazar a una familia o clase de moléculas. También
existen ligandos de tipo especifico entre los que figuran los inhibidores, acidos nucleicos,
enzimas y anticuerpos, éstos son compuestos que enlazan a una o pocas moléculas y son

usados cuando se quiere analizar o purificar un soluto especifico *°.

Cuando el ligando inmovilizado es una molécula biolégica, la técnica de separacion se
conoce como cromatografia de bioafinidad y dentro de este tipo de cromatografia existe
una categoria especial llamada cromatografia de inmunoafinidad en la cual el ligando

inmovilizado es un anticuerpo.




La cromatografia de inmunoafinidad guarda una estrecha relaciéon con los inmunoensayos,
ya que en ambas técnicas el anticuerpo reconoce con alta afinidad y especificidad al
analito. Por otra parte, la técnica de inmunoensayo es relativamente simple, no requiere de
instrumentacién sofisticada y permite analizar varias muestras simultdneamente. Sin
embargo, los resultados cuantitativos son menos confiables que los obtenidos por las

técnicas cromatograficas en general.

Los inmunoensayos se aplicaron por primera vez en pruebas de diagndstico clinico por su
sensibilidad y selectividad. En los afios 70, los quimicos se dieron cuenta del potencial de
este tipo de ensayos para monitorear contaminantes ambientales y fue en los afios 80
cuando se les reconocié como una técnica Util para detectar compuestos contaminantes
como los plaguicidas, residuos industriales y sus respectivos productos de degradacion®?.
Actualmente los inmunoensayos tienen una amplia aplicacion en areas farmacéuticas, de

alimentos, veterinaria y analisis forenses'*3*4,

Existen dos tipos de inmunoensayos: homogéneos y heterogéneos. Se llaman homogéneos
a aquellos en los que la inmunorreaccidn se lleva a cabo en disolucidon. Estos
inmunoensayos son mas faciles de llevar a cabo debido a su rapidez y a que no involucran
pasos de limpieza, sin embargo presentan interferencias de matriz. Los inmunoensayos en
los que se inmoviliza un inmunorreactivo en un soporte sdlido se conocen como

heterogéneos™.

3.3 INMUNOADSORBENTES

El factor clave de cualquier inmunoensayo son los anticuerpos o inmunoglobulinas. Estos
son proteinas producidas por un sistema inmune como defensa contra agentes externos
como las bacterias y los virus (llamados antigenos)38. Los anticuerpos también pueden ser
enlazados a un soporte apropiado y colocados en una columna para formar lo que se

conoce como inmunoadsorbentes (IA)%°,

Por sus caracteristicas, pueden ser empleados para purificar sustancias de mezclas
biolégicas complejas, separar la forma nativa de la desnaturalizada de una misma
sustancia y recuperar pequefas cantidades de material bioldgico de grandes cantidad de

sustancias contaminantes.

Los inmunoadsorbentes han sido utilizados por mucho tiempo para los fines antes
mencionados en las areas de medicina y biologia. Sin embargo, su aplicacién en analisis

ambientales es relativamente reciente debido a que la obtencién de anticuerpos para




moléculas pequenas es un proceso dificil. El primer IA comercial fue desarrollado para el

analisis de aflatoxinas, usando anticuerpos enlazados a Sepharosa® 2.
3.3.1 Anticuerpos

Los anticuerpos estan formados por cuatro cadenas polipéptidas, dos largas y dos cortas
idénticas por pares, que estan unidas a través de enlaces disulfuro y enlaces no covalentes

generando una molécula en forma de Y (Figura 3.1)**.

Cadenas cortas
Sitios de

enlace / /\\
5 s
Reqion Fab

_S_S_
—5—51 Regidn Fc

N

Zadenas largas

Figura II1I.1 Estructura general de un anticuerpo (Inmunoglobulina G).

En los sitios de enlace de un anticuerpo, existe un arreglo tridimensional de aminoacidos
que interactia con el antigeno via puentes de hidrégeno, interacciones idnicas,
hidrofdbicas, dipolo-dipolo y fuerzas de London. A pesar de que la fuerza de estos enlaces
es relativamente débil, el gran niumero de interacciones y la geometria adecuada de los
sitios de enlace con respecto a la estructura de la molécula de antigeno, dan como
resultado una energia de enlace mayor y el complejo antigeno-anticuerpo formado
presenta una constante de asociacién de 108-10*> M™'. Esta fuerza de enlace y selectividad
es lo que hace que los anticuerpos sean usados como reactivos para determinar

compuestos quimicos en muestras complejas’.

La regidon que tiene los sitios de enlace del antigeno es conocida como fragmento Fab y la

regidn constante que involucra la regulacién inmune se llama region Fc. La secuencia de
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aminoacidos y la conformacion espacial en los extremos del fragmento Fab determinan la

especificidad y la fuerza de enlace.

La interaccién entre el anticuerpo y el antigeno es reversible y es estabilizada por las
fuerzas mencionadas anteriormente®. En el equilibrio, cuando el complejo anticuerpo-

antigeno se forma, la constante de afinidad se define como:

3 |AcAg|

a=—=— donde: Ac= anticuerpo y Ag= antigeno
[Ac]Ag|

Los anticuerpos generalmente se clasifican en dos categorias: policlonales (si se purifican
de antisuero animal) y monoclonales (si se producen via hibridoma). El antisuero policlonal
contiene una variada poblacion de inmunoglobulinas con diferentes propiedades de enlace,
por lo que su actividad es una combinacién de respuestas de anticuerpos individuales a
diferentes partes de la molécula del antigeno. Estos anticuerpos presentan diferente
tolerancia a los disolventes y a las interferencias de matriz. Muchos inmunoensayos
ambientales estan basados en anticuerpos policlonales, debido a su alta afinidad hacia un
cierto analito y a que su producciéon es mas simple que la de otros tipos de anticuerpos.
Desafortunadamente, tienen la desventaja de que es dificil obtener grandes cantidades y
su reproducibilidad es baja. Por otro lado, los anticuerpos monoclonales contienen una
Unica inmunoglobulina producida por un clon de célula. La ventaja de la tecnologia
hibridoma es que provee una cantidad ilimitada de anticuerpo con afinidad idéntica hacia

un antigeno, sin embargo el costo de produccidn de estos anticuerpos es mas elevado®®,

Actualmente, la produccién de anticuerpos contra plaguicidas ha despertado un gran
interés para el desarrollo y aplicacion de IAs en analisis ambientales. Sin embargo, la
sintesis y purificacién de anticuerpos para este tipo de sustancias requiere tener un buen
protocolo de inmunizacién, ya que son compuestos con bajo peso molecular e incapaces de
desencadenar una respuesta inmune’®. El proceso se basa en la conjugacién de un
hapteno (derivado funcionalizado del compuesto de interés) con una molécula
inmunogénica (generalmente albumina de suero bovino, ASB). Para formar el hapteno, se
debe introducir un grupo funcional (OH, COOH, NH, o SH) en la molécula del analito, ¢
aprovechar un grupo existente, para el enlazamiento con la proteina; sin embargo, las
caracteristicas particulares de identidad del analito deben mantenerse lo mejor posible.
Este paso es de suma importancia, ya que la especificidad de los anticuerpos depende de

la formacién del hapteno®’

. El complejo hapteno-proteina se inyecta al animal (conejo,
ratdn, borrego, etc.) para provocar la reaccidon inmune y colectar el suero varios meses
después. Finalmente, la fraccion de inmunoglobulina que contiene a los anticuerpos es
aislada, purificada y caracterizada para determinar su actividad. La fraccidn purificada

(anticuerpos policlonales) se preserva ya sea en solucién o liofilizada*®”.
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Para la realizacion del presente trabajo se utilizaron anticuerpos monoclonales anti-
carbofurano. El hapteno fue preparado enlazando una cadena alquilica con un grupo
carboxilico (acido 4-aminobutanoico) al grupo hidréxido del precursor fendlico, después de

hacerlo reaccionar con fésgeno para formar el grupo carbamato (Figura 3.2).

CARBOFURAND

8
}

H 0

"J"\ N w s 0 CHy
~ [ ><,(_‘ : MaOH/H;0 ﬂ’ ><
S Y i T > oy Ay CH,

COClz/tolueno |

a 0

O=—C—N—{CHy) —COOH O—C—C)

. H
2w~ CH; Ar:l} (4,
[: | \ V' NaOH{H.O/dioxana) :f‘ lJ_ \/\),\r' ;

- iy, _— i i Fas
e’ : L.id; H_N(CH_)COOH “‘\_:_.—F’ x " J.L

Figura III.2 Sintesis del hapteno BFNB del carbofurano, donde n=3 y X=CH, *’.

Los haptenos formados, fueron posteriormente unidos covalentemente a ASB y después
los animales, en este caso ratas, se inmunizaron a través de 4 inyecciones del conjugado
preparado. Los linfocitos B producidos por el animal fueron aislados del bazo y fusionados
con células de mieloma murino (células cancerosas) generando asi los hibridomas.
Finalmente, se procedié a la separacion y seleccion de hibridomas, la clonacion y la

purificacién de los anticuerpos’.

3.3.2 Soporte

Es el material usado para inmovilizar al anticuerpo y es también un parametro critico que

debe cumplir con ciertas caracteristicas, como™?®:

o Quimica y biolégicamente inerte

o Facilmente activado
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Mecanicamente estable

Uniforme en cuanto a tamano de particula

Con poros grandes porque los anticuerpos son moléculas grandes
Hidrofilico para minimizar interacciones no-especificas

Estable bajo presidn, flujo y disolvente

Rigido

Algunos ejemplos de soportes se muestran en la tabla III.1.

Tabla III.1 Ejemplos de soportes utilizados en la preparacion de inmunoadsorbentes

Soportes Ejemplos

Basados en carbohidratos Agarosa, celulosa, celulosa
modificada

Soportes inorganicos modificados Silice, vidrio de poro controlado

A base de organicos sintéticos Copolimeros agarosa/acrilamida,
poliestireno hidroxilado, derivados
de poliacrilamida

Existen dos tipos de soportes de afinidad apropiados para preparar un inmunoadsorbente”:

Los primeros son geles no rigidos de diametro de poro grande. Ejemplos: soportes
hechos a base de materiales organicos sintéticos y de carbohidratos. Se
caracterizan por su estabilidad limitada a altas presiones y flujos, son baratos,
presentan buena estabilidad quimica y generan pocas interacciones no-especificas.

Este tipo de soportes son adecuados para inmunoextracciones fuera de linea.

Los soportes de la segunda categoria consisten de particulas pequefias y rigidas y
son capaces de soportar altas presiones y flujos. Incluyen: silice, vidrios porosos y
medios de poliestireno hidroxilados. La silice es lo mas apropiado debido a su alta
estabilidad mecanica, ademas se activa faciimente y es hidrofilica, lo cual
disminuye interacciones no-especificas como se menciond anteriormente. Otra
ventaja de la silice es su biocompatibilidad y resistencia a ataques de
microorganismos. Su mayor desventaja es el rango limitado de pH en que puede

ser utilizada.
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Interacciones no-especificas

Este tipo de interacciones pueden ocurrir entre el soporte del IA 6 la molécula de
anticuerpo y los componentes de la muestra incluyendo al analito. Comunmente, fuerzas
idnicas e hidrofébicas son las responsables de adsorciones no deseables lo que ocasiona
una disminucidon en la selectividad y en el limite de deteccion. Las interacciones no-
especificas ocurren con mayor frecuencia con compuestos muy hidroféobicos, los cuales
tienden a adsorberse en todas las superficies que se encuentran en contacto con sus
soluciones acuosas. Estas interacciones se pueden reducir adicionando un pequeio

porcentaje de disolvente orgénico a la fase acuosa’.

3.3.3 Métodos de inmovilizacion

Se refiere a la manera en la cual el anticuerpo es unido al soporte sélido. Una buena
inmovilizacion tiene que ser simple y rapida, debe mantener la actividad bioespecifica de

los anticuerpos y permitir obtener IA estables”:,

Las técnicas de inmovilizacion mas comunes son por:
= Enlace covalente
= Enlace no-covalente
*= Adsorcién

= Método sol-gel

Por enlace covalente.- Esta técnica se lleva a cabo por reaccion entre los grupos amino
libres de los anticuerpos y los soportes que contienen grupos epoxido o aldehido sobre su
superficie. Su desventaja es que el procedimiento es largo y complicado, y las reacciones
quimicas involucradas pueden provocar la inactivacion de una fraccion importante de la
biomolécula por distorsidon o pérdida de su estructura. Ademas, el anticuerpo puede quedar

mal orientado impidiendo asi el acceso del analito. Algunos problemas frecuentes son’'®:

a) Un enlazado multisitio, esto significa que el acoplamiento del ligando (en este caso
el anticuerpo) al soporte se realiza a través de varios grupos funcionales, lo cual
origina distorsion y desnaturalizacion de la region activa del ligando. Esto se puede

minimizar usando un soporte de baja densidad de sitios activos.

b) Una orientaciéon impropia, que aunque genera también una pérdida de actividad se
puede evitar uniendo al ligando a través de grupos que estén lejos de su region

activa.

c) Impedimentos estéricos, se refieren a la pérdida de actividad debido a la presencia

cercana del soporte u otros ligandos. Los impedimentos producidos por ligandos
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cercanos se minimizan usando un recubrimiento ligero de ligando, en tanto que los
producidos por el soporte se reducen adicionando un brazo espaciador entre el
ligando y el soporte. La presencia de un brazo espaciador es importante cuando se

usan ligandos pequefios para la retencién de analitos grandes.

La eleccion del método de inmovilizacidn quimica es también un factor importante ya que
éste puede afectar la actividad del inmunoadsorbente; algunos elementos que deben ser

considerados en la inmovilizacién de biomoléculas son*°:

* Grupos funcionales sobre el ligando: La mayoria de los métodos de inmovilizacion
por enlace covalente usan los grupos amino libres del ligando, aunque pueden ser
usados otros como acidos carboxilicos, fenoles vy tioles.

* Brazos espaciadores: Cuando se inmovilizan ligandos pequefios, frecuentemente se
utiliza un brazo espaciador con el fin de que el analito sea capaz de alcanzar el sitio
de enlace del ligando. Sin embargo, el brazo espaciador puede alterar la fuerza de
interaccion con el analito debido a efectos hidrofébicos o idnicos.

= Empleo de medios acuosos

= Temperatura de 4-25 °C

* Fuerza idnica entre 0.01-0.5 mol/dm?®

= pH entre 4-9

= Tiempos de reaccion cortos (menos de 16 h)

En la figura II1.3 se ilustran los problemas mencionados anteriormente

" EDDCE?

Caso Ideal Desnaturalizacian del ligado
O 0 0 o
o O O o
<
o) 58
Crientacién Impropia Impedimentos estéricos

Figura III.3 Consecuencias de una inmovilizacién inadecuada®.
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Por enlace no covalente.- En este caso los soportes que contienen proteinas A 6 G,
previamente inmovilizadas por adsorciéon o enlace covalente, interactdan con la regién Fc
de los anticuerpos, orientdndolos de tal manera que los sitios de enlace del antigeno
guedan lejos de la superficie del soporte. Esta técnica tiene las desventajas, primero, de
que el enlace proteina-anticuerpo se rompe facilmente al disminuir el pH de la solucién y

segundo, requiere mayor cantidad de anticuerpo que la técnica por enlace covalente.

Por adsorcidén.- Es otro método de inmovilizacion, en el cual la molécula se adhiere al
soporte por fisisorcion. Es el mas simple pero tiene la desventaja de que la vida atil del
material resultante es corta, ya que el agente adsorbido tiende a perderse

progresivamente’**?,

Técnica sol-gel.- Consiste en inmovilizar a los anticuerpos por encapsulamiento en los
poros de una matriz de vidrio hidrofilico y transparente. Comparado con las otras técnicas
de inmovilizacidn, ésta presenta algunas ventajas como son: los anticuerpos mantienen su
afinidad y especificidad hacia el antigeno en mayor medida ya que el proceso de
inmovilizacidn se realiza en condiciones suaves, los poros de la matriz se llenan de agua
evitando asi impedimentos estéricos y disminuye la adsorcion no-especifica de analitos no
polares'®, En cuanto al tamafio de poro, éste es suficientemente pequefio para prevenir la
difusién de moléculas grandes y bacterias hacia el interior de la estructura porosa®®. Por
otro lado, con esta técnica se evitan las reacciones de activacion y de enlazamiento que se

requieren en las otras técnicas®.

La técnica sol-gel se describira en detalle mas adelante por ser el método empleado para la

preparacién de inmunoadsorbentes en este trabajo.

3.3.4 Condiciones de elucién

Una vez preparado el IA, la muestra se carga y los analitos especificos son retenidos por
los anticuerpos, mientras que otros componentes de la matriz no lo son. Las principales
fuerzas involucradas en las interacciones anticuerpo-antigeno son fuerzas de Van der

Waals, atracciones hidrofébicas y puentes de hidrogeno entre otras.

Para desadsorber el analito del inmunoadsorbente es necesario disociar el complejo
anticuerpo-antigeno formado y como la energia de las interacciones bioquimicas es muy
grande, la desadsorcion sélo se lleva a cabo modificando notablemente las condiciones
experimentales. Por ejemplo: utilizar agentes desplazadores, agentes caotrdpicos,
incrementar la temperatura, variar el pH 6 usar mezclas de agua con fase organica. Cabe
mencionar que la solucion de elucion no debe desnaturalizar al anticuerpo con el objeto de

que pueda ser reutilizado”"®,
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Un desplazador es una molécula de reactividad cruzada alta capaz de inducir una
desadsorcidon bioespecifica. Las moléculas desplazadoras compiten con el analito enlazado
y el exceso de éstas asegura una desadsorcién cuantitativa del analito. Para lograr un
rendimiento éptimo en la eluciéon, el desplazador debe tener: reactividad cruzada alta con
el anticuerpo inmovilizado, un tiempo de retencién diferente de los analitos ya que el
exceso de desplazador que se utiliza genera un pico muy ancho que puede interferir en la
deteccion de los analitos, buena estabilidad y alta pureza, no toxico y que sea poco

detectable comparado con los analitos.

Las soluciones de iones caotropicos destruyen la estructura acuosa que existe alrededor del
anticuerpo, lo que induce una ruptura de las interacciones hidrofdbicas entre el anticuerpo
y el antigeno. Los iones caotrépicos mas comunes son: cloruros, yoduros, percloratos y

tiocianatos a concentraciones entre 1.5y 8 M.

Un incremento en la temperatura origina un aumento de las constantes de disociacién del

complejo anticuerpo-antigeno.

Generalmente para desadsorber moléculas pequenas del inmunoadsorbente se utilizan
soluciones con pH bajo, minimo a tres unidades de diferencia con el punto isoeléctrico del
anticuerpo. Las soluciones mas utilizadas son soluciones amortiguadoras de fosfatos 0.05
M 6 soluciones de acido formico a pH igual a 2.5. Una eleccidon apropiada de la solucion
amortiguadora minimiza, a su vez, la desadsorcién de compuestos interferentes de la

muestra, que hayan podido quedar retenidos en el IA por interaccién no especifica.

La presencia de disolventes organicos reduce las interacciones hidrofobicas entre
anticuerpo-antigeno, sin embargo estas condiciones de elucidon pueden desnaturalizar al

anticuerpo de una manera irreversible’.

3.3.5 Regeneracion y almacenamiento

Debido al alto costo de los anticuerpos y a la escasa disponibilidad de IA comerciales, los
IA son regenerados por percolacion de PBS (amortiguador salino de fosfato) vy
almacenados a 4 °C cuando no se usan. Algunas veces también se usa azida de sodio
como agente antimicrobiano cuando el IA se almacena por periodos prolongados. Sin
embargo, con el tiempo y el nimero de ciclos de uso, la actividad de la biomolécula

disminuye progresivamente.

La posibilidad de reutilizacidén de los cartuchos de inmunoextraccién también depende de la

resistencia mecénica del soporte empleado en el proceso de inmovilizacién®.
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3.3.6 Propiedades de los inmunoadsorbentes

» Densidad de enlace
La densidad de enlace se define por el nimero de moléculas de anticuerpo inmovilizado en
el adsorbente. Esta propiedad determina la capacidad de enlace del antigeno. El grado de
purificacion de la solucion del anticuerpo es otro factor importante, ya que la co-

inmovilizacidn de otras proteinas reduce la densidad de enlace del inmunoadsorbente.

= Capacidad del inmunoadsorbente
Es definida por el nimero total de anticuerpos activos inmovilizados, la cual no puede ser
medida directamente porque la concentracién de anticuerpos activos no es conocida. Un
método para conocer la capacidad es calcular la cantidad de analito adsorbido después de

haberlo hecho pasar a través del inmunoadsorbente”®.

3.4 TECNICA SOL-GEL

Debido a que los soportes con moléculas bioldgicas inmovilizadas han tenido gran
aplicacion en diversas areas, como biosensores, biocatalizadores y en cromatografia de
afinidad, uno de los aspectos mas importantes en el desarrollo de estas matrices ha sido
el estudio y optimizacidn de técnicas de inmovilizacion que mantengan la funcionalidad de

las biomoléculas.

Las matrices a base de silice preparadas por técnicas sol-gel se consideran como una
plataforma prometedora para el encapsulado de biomoléculas, como los anticuerpos,
debido a que son quimicamente inertes, hidrofilicas, su sintesis es barata y sencilla vy,
comparadas con otros materiales poliméricos, presentan la ventaja de alta resistencia a la
fuerza mecanica, estabilidad térmica y soportan el empleo tanto de disolventes organicos
como acuosos sin cambio de volumen. De hecho, este tipo de matrices pueden actuar
también como reservorio para el agua, lo cual en el caso de los inmunoadsorbentes es de

gran interés pues ayuda a preservar la actividad del anticuerpo inmovilizado?*.

La combinacion de las propiedades de una matriz sol-gel (estabilidad, alta porosidad, area
superficial grande y claridad Odptica) junto con la selectividad y sensibilidad de los
anticuerpos ha dado como resultado un grupo de biomateriales que permiten la
purificacién, concentracion y monitoreo de una variedad de agentes contaminantes

residuales provenientes de diferentes fuentes®2*,
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El proceso sol-gel es una técnica de sintesis quimica para preparar geles, polvos ceramicos
y materiales para nanotecnologia, ademas de que permite sintetizar vidrios inorgdnicos a

temperatura ambiente sin necesidad de fundir.

La sintesis de estos materiales generalmente involucra el uso de un precursor que es
tipicamente un alquilsilicato, un alquilalcoxisilano o alcéxidos metalicos M(OR)n (donde M
puede ser Al, Si, Ti, por ejemplo), los cuales experimentan reacciones de hidroélisis casi
espontaneamente bajo condiciones acidas o catalisis basica para formar derivados hidroxi.
Después se producen reacciones de condensacion para dar geles. Este proceso se lleva a
cabo a baja temperatura y en presencia de catalizadores (por ejemplo: HCI, HF, NH,OH,

aminas, etc.) para favorecer la reaccidn de hidrdlisis*®2%2°,

En varias aplicaciones, monolitos de silice que tienen encapsulada alguna proteina han sido
preparados por hidrélisis y condensacion de un orto-silicato como el tetrametilortosilicato
(TMOS) ¢ el tetraetilortosilicato (TEOS). Primero el TEOS (6 el TMOS) es parcialmente
hidrolizado a través de un ataque nucleofilico del oxigeno de la molécula de agua sobre el
atomo de silicio. La velocidad de la reaccién de hidrdlisis depende de la relacion molar
agua-alcoxisilano en la mezcla reaccionante, la adicidon de catalizadores y su naturaleza, la
adicién de un cosolvente y el tamano y propiedades quimicas de los atomos unidos al
silicio. Durante esta reaccion los enlaces Si-OCH,CH; se convierten en enlaces Si-OH que
condensan para formar un puente con estructura Si-O-Si y se genera etanol. En este
punto, la mezcla de reaccién se ha transformado en un sol, esto es, una suspension
coloidal de especies sdlidas en un liquido. Conforme continla la policondensacién, el grado
de entrecruzamiento entre las particulas aumenta y por lo tanto también la viscosidad del
sol. Este material viscoso se solidifica y forma un gel poroso. Previo a la transicion sol-gel,
la especie bioldgica es anadida junto con una solucion amortiguadora adecuada que
promueve la gelificacién. La solucion amortiguadora de pH debe permitir, primero, que la
solucidn final se encuentre muy cerca de la neutralidad para evitar la desnaturalizacion de
la proteina y, segundo, que se diluya el alcohol generado durante la hidrdlisis
disminuyendo sus efectos nocivos sobre las biomoléculas. Es sabido que el alcohol en
concentracidones mayores al 60 % (v/v) provoca el desdoblamiento y desnaturalizacion de

las biomoléculas?®.

El punto de transicién sol-gel corresponde a aquél en donde dos o mas grandes coloides se
unen por condensacién formando una molécula gigante que se extiende por todo el medio
y la solucidn deja de fluir. Esta transicion es irreversible y en este punto el sol se
transforma en un sistema bifasico (conocido como gel) constituido por un esqueleto sélido

poroso Yy el liquido intersticial atrapado en él.
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Cabe mencionar que este gel presenta cambios en su estructura y propiedades aun
después de la gelacidn, conforme las reacciones de policondensacién contintan llevandose
a cabo entre fragmentos con Si-OH terminal. Durante este proceso conocido como
maduracion del gel se forman enlaces nuevos Si-O-Si que ocasionan una contraccion en las
cadenas del gel, el tamafo de poro disminuye y parte del solvente es expulsado de los
poros. El grado de contraccion del gel depende de las condiciones de maduracidon asi como
de las condiciones previas a la gelificacion, es decir, tamafio, grosor y grado de
entrecruzamiento de los agregados poliméricos antes de la transicién sol-gel.
Generalmente el gel se contrae entre 5 y 20 % de su volumen original durante la

maduraciont®?®,

Cuando el gel se seca, las fuerzas capilares originadas por la tension superficial de la fase
liqguida tienden a densificar alin mas el sélido, comprimiendo y cerrando la red polimérica,
reduciendo el volumen poroso y destruyendo las partes mas fragiles de la estructura
tridimensional. La reduccién del volumen en esta etapa puede llegar hasta el 85 % del

volumen inicial.

Sin embargo, idealmente, la morfologia creada durante la etapa de gelacion se deberia
mantener, lo que implica minimizar el encogimiento del material y el colapso de los poros
durante la etapa de secado. Para evitar este problema, se han propuesto diversas
alternativas. Una de ellas consiste en realizar una prehidroélisis del precursor, recuperar las
particulas formadas en el sol inicial, llevar a cabo una transesterificacion con glicerol y
continuar posteriormente el proceso de hidrélisis y condensacidon con las particulas
modificadas. El glicerol generado durante esta Ultima etapa actuard como un agente de
control durante el secado, disminuyendo la tensidn superficial de la fase liquida y
promoviendo una lenta evaporaciéon de ésta®’. Otra propuesta se basa en sustituir la
mezcla agua-alcohol de los poros del gel formado por un disolvente organico de menor
tension superficial, combinado con un secado a presion y temperatura arriba de los valores

criticos del disolvente sustituto?’.

Aunque esta Ultima propuesta permite obtener materiales altamente porosos (aerogeles)
que son de gran utilidad para algunas aplicaciones (p. ej. catdlisis), no es un método
compatible con el encapsulamiento de biomoléculas. Algunos autores han sugerido que las
etapas iniciales del proceso sol-gel son cruciales para la obtencidn de un material con alta

porosidad y buenas propiedades mecanicas'®*.

La formaciéon de grandes micelas o
particulas elementales al inicio del proceso da como resultado una estructura fuerte que
resiste bien las etapas de maduracién y secado sin que se produzca un excesivo
encogimiento del gel. Para promover la formacion de grandes nulcleos en dicha etapa, es
necesario mantener condiciones en las que se tenga una hidrélisis rapida y una

condensacion lenta; esto se logra en un medio acido. Por el contrario, en la etapa que
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precede a la transicidon sol-gel, la condensacién debe ser rapida para promover un alto
grado de entrecruzamiento de las cadenas; esto requiere un medio neutro o ligeramente

alcalino?.

Por otra parte, la pérdida de actividad de las biomoléculas durante el encapsulamiento sol-
gel no sélo puede ocurrir en la etapa de maduracién y secado por el colapso de los poros,
sino también antes de la gelacién, por la gran concentracion de alcohol presente en el
medio. Algunos autores han propuesto llevar a cabo la sintesis del material utilizando
silicato de sodio como precursor®®. De esta manera se evita la generacion de alcohol y al
mismo tiempo se mantiene un pH neutro, ideal para el encapsulamiento de la proteina. La
desventaja de este procedimiento es que la nucleacion inicial produce pequefas particulas
elementales que conllevan a la formacion de una estructura fragil. Otra alternativa
propuesta para minimizar el efecto desnaturalizante del alcohol sobre las biomoléculas
consiste en promover una gelificacion muy rapida justo después de afadir la proteina al
sol**2*, Para ello, se provoca una desestabilizacién del sistema coloidal por un cambio
abrupto de pH y fuerza idnica mediante la adiciéon de PBS, antes de o junto con la proteina.
La rapida gelificacion encierra a las biomoléculas en poros individuales evitando su

agregacion y dificultando su desplegamiento.

El modelo propuesto para explicar el atrapamiento permanente de las biomoléculas en los

poros del gel, manteniendo sin embargo su funcionalidad bioldgica es el siguiente 2%:2>:2930;

1) La especie bioldgica reside en una cavidad del polimero cuyo interior ha sido
estructurado de tal forma que se adapta fisica y quimicamente a las caracteristicas
superficiales de la molécula dopante.

2) Existe una interpenetracion sustancial de segmentos de la biomolécula y el
esqueleto del polimero sol-gel dando como resultado grados variables de
inmersion.

3) La molécula se encuentra rodeada o solvatada por una capa de disolvente que la
separa de la pared del poro.

4) La rotacidn y transiciones conformacionales globales de la biomolécula estan mas o
menos restringidas dependiendo del grado de contraccion del poro durante la
maduracion y secado del gel y de las interacciones dopante-polimero que se
establecieron.

5) La accesibilidad al sitio activo de la biomolécula y la libertad para que ésta efectle
algunos rearreglos conformacionales locales son suficientes para permitir la
entrada, reconocimiento y procesamiento de sustratos, de manera similar a como

actua la biomolécula libre en solucién.
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En resumen, mediante la técnica sol-gel las biomoléculas son encapsuladas dentro de los

poros de un soporte sdlido donde pueden moverse de manera restringida, dependiendo del

tamano de poro y las interacciones que tengan con los grupos silanol dentro de los poros.

Este método de inmovilizacion tiene algunas ventajas con respecto a los otros métodos

Ccomo son:

Es compatible con muchos reactivos organicos e inorganicos, por lo que puede
usarse para encapsular varios ligandos.

Se obtienen materiales quimicamente, fotoquimicamente, térmicamente vy
mecanicamente estables, los cuales pueden usarse en aplicaciones mas rigidas.

Los vidrios sol-gel son oOpticamente transparentes y por lo tanto, permiten
mediciones espectrofotométricas y espectrofluorimétricas.

El vidrio sol-gel se forma a bajas temperaturas y bajo condiciones quimicas suaves
permitiendo de esta manera, el encapsulamiento de moléculas con poca estabilidad
térmica y quimica (proteinas y enzimas).

En general, las moléculas atrapadas dentro de un material sol-gel preservan por
mas tiempo su actividad que en solucidn, esto es debido al efecto de estabilizacidén
de la matriz sélida y las interacciones que existen entre la molécula y los grupos
silanol**%,

El sol-gel puede tomar la forma de monolitos, peliculas delgadas, fibras o polvos.

Esto permite tener varias configuraciones para diferentes aplicacioneslg.

A pesar de las ventajas que tiene sobre los otros métodos, la técnica sol-gel presenta

también algunas desventajas como las que se mencionan a continuacion:

Cuando se usan peliculas delgadas o monolitos se puede tener una respuesta lenta
en medios acuosos. Esta respuesta es limitada por los procesos de difusion que
ocurren en el material, los cuales dependen del tamano de poro, ancho de la
pelicula y tamafio y concentracidn del analito.

Los vidrios sol-gel preparados a partir de precursores tetrafuncionales siguen
llevando a cabo reacciones de condensacién aun después de gelificar, lo que
provoca un encogimiento progresivo del material. Esto ocasiona una disminucién en
el tamafio de poro con el tiempo y afecta la difusion de los analitos dentro del
material.

Este método puede alterar las propiedades quimicas y espectroscépicas, asi como
también la actividad bioldgica de los ligandos de afinidad debido al reducido espacio
que tienen para moverse libremente y a las interacciones con la superficie interior

de los poros®®.
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3.5 PLAGUICIDAS

Los plaguicidas son productos quimicos cuyo uso se ha incrementado notablemente en las
ultimas décadas con el fin de controlar las plagas, malezas y enfermedades que afectan a
los cultivos. El comportamiento de los plaguicidas en la biosfera esta relacionado con su

origen y fuente.

El uso indiscriminado de estas sustancias se ha convertido en un riesgo potencial como
fuente de contaminacion de las aguas superficiales, del suelo y napas subterraneas, e
incluso se han encontrado plaguicidas en muestras de aire presentes en la fase de vapor.
El transporte global de plaguicidas volatiles y estables, ha sido demostrado por su

presencia en zonas remotas (circulo artico) y en el aire de océanos del mundo.

Los plaguicidas pueden clasificarse segun el tipo de organismos que controlan, su modo de
accion o por su composicion quimica. Dentro de la primera clasificacion se encuentran los
insecticidas (insectos), fungicidas (hongos), herbicidas (malezas o plantas nocivas),
acaricidas (acaros), rodenticidas (roedores), moluscocidas (caracoles) y nematicidas

3133 Seglin su modo de accién, se clasifican en sistémicos y no sistémicos.

(nematodos)
Los sistémicos se absorben en las partes vegetativas de la planta y se incorporan en la
savia, transportandose con ella y metabolizdndose en parte de la misma; su accidén quimica
la ejercen sobre insectos chupadores, hongos y acaros. Los no sistémicos no se absorben
por las partes vegetativas y su accion la ejercen sobre plagas ya sea por contacto o por
ingestion. La clasificacion quimica se basa en los grupos funcionales o en determinados
elementos quimicos presentes; aqui se encuentran las triazinas, organoclorados,

organofosforados, fenilureas y carbamatos, entre otros®*%3,

Los plaguicidas sufren tres tipos de degradacion: microbioldgica, quimica y fotoquimica. La
degradacién por microorganismos se debe a hongos y bacterias que se encuentran en el
suelo. La degradacion quimica ocurre por influencia de la temperatura o por defensa de las
propias plagas mediante descomposicién enzimatica. La fotodegradacién ocurre cuando los
plaguicidas no son adsorbidos por la plaga o plantas y quedan expuestos a la luz del sol en

el suelo o en las fuentes de agua.

Ultimamente, el andlisis de plaguicidas ha recibido especial atencién debido a los
problemas asociados con la contaminacion ambiental y a las estrictas normas establecidas

para garantizar la calidad de los alimentos y del agua potable®!.

En México, los plaguicdas no son determinados de manera rutinaria y, aunque se

encuentran generalmente en concentraciones traza, representan un riesgo potencial debido
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a su toxicidad. Por tal razdn, es primordial desarrollar técnicas analiticas rapidas,

selectivas, baratas, reproducibles y robustas para este tipo de compuestos.

3.5.1 Carbamatos

Su importancia e incidencia ambiental y para la salud humana reside en que los
carbamatos acttan inhibiendo la accion de la enzima acetilcolinesterasa, llevando a una
acumulacion de la acetilcolina en las sinapsis nerviosas y desencadenando una serie de
efectos parasimpaticos. Inhiben a dicha enzima también en los glébulos rojos, en el plasma
y en otros érganos. El efecto es similar al de los insecticidas organofosforados pero, a
diferencia de estos ultimos, los carbamatos tienen un efecto menos dafiino, ya que la unién
enzima-carbamil es reversible, lo que origina un sindrome clinico mas leve con una
duracion mas corta. De todas formas, tienen alta penetracion en el sistema nervioso
central, pudiendo llegar a ser igualmente toxicos. Se introducen en el organismo por
absorcion por la piel, por ingestion y por inhalacion. Los efectos indeseados producidos
dependen de la clase, la dosis, la via y el tiempo de exposicion. Aunque su
biotransformaciéon es muy lenta, no provocan efectos acumulativos en las personas
expuestas, sin embargo no hay suficiente evidencia para descartar su potencial

carcinogénico®*.

En general, los carbamatos presentan baja persistencia en el ambiente, son relativamente
solubles en agua. Moderadamente solubles en benceno y tolueno y solubles en metanol y
acetona. Los carbamatos quimicamente derivan del acido carbdmico. El metabolismo de los
carbamatos puede darse por hidrdlisis, hidroxilacion u oxidacién. La persistencia es
variable, son fotosensibles y tienen alta presion de vapor. Se han encontrado productos de
degradacion de carbamatos en muestras de suelo y sedimentos, aire, agua, tejidos
animales y muestras vegetales. Ademas, se han extraido de membranas gastrointestinales

en humanos.

3.5.2 Carbofurano

Su nombre segun IUPAC es 2,3-dihidro-2,2-dimetilbenzofuran-7-il metilcarbamato. Es un
insecticida y nematicida sistémico y de contacto y es conocido con los hombres comerciales
de Curaterr, Furadan y Carfuril. La exposicidon a éste plaguicida puede causar debilidad,
sudor, nauseas y vomitos, dolor abdominal y visién borrosa. Niveles mayores pueden

causar contracciones musculares, pérdida de la coordinacion y paro respiratorio.

El carbofurano tiene la formula empirica C;,H;sNO; y su peso molecular es de 221.26

g/mol. Es un sélido blanco con un punto de fusion de 153-154 °C, su presion de vapor
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(mm Hg) es de 2 x 10°a 33 °Cy 1.1 x 10® a 50 °C. Es menos estable en medio alcalino

que en medio &cido y se degrada a temperaturas superiores a 130 °C

El carbofurano es probablemente el N-metilcarbamato mas usado en México. Se emplea
como insecticida, nematicida y aracnicida en una gran variedad de cultivos como: maiz,

alfalfa, arroz, algoddn, trigo, papa, chile, citricos, vid y algunos mas.

El carbofurano, aplicado al suelo, tiene una baja constante de adsorciéon y moderada vida
media lo que da como consecuencia su lavado hacia las napas de agua subterranea en
algunos suelos. De hecho, en afios recientes el carbofurano se ha visto involucrado en

casos de envenenamiento de pajaros.

Este plaguicida experimenta rapidamente una hidrdlisis quimica bajo condiciones
fuertemente alcalinas para dar sus derivados fendlicos correspondientes. Los principales
metabolitos del carbofurano en las plantas, animales y tierra son el 3-hidroxi-carbofurano

y el 3-cetocarbofurano.

Existen varios métodos analiticos para la determinacién de N-metilcarbamatos en muestras
ambientales, pero hasta ahora pocos han sido aplicados en muestras bioldgicas

2122 |3 técnica analitica preferida ha sido la

(generalmente frutas y legumbres)
cromatografia de liquidos de alta resolucion (CLAR) debido a que la mayoria de los
carbamatos son térmicamente labiles>?.

3235 el mas

Entre los métodos para la determinacién de N-metilcarbamatos en agua
aceptado es el método EPA 531.1, el cual se basa en el uso de CLAR con un detector de
fluorescencia que proporciona alta sensibilidad y selectividad. La separacion de los
carbamatos se realiza en una columna de fase reversa y es seguida por un derivatizacion
postcolumna de dos etapas para la formacién del derivado fluorescente. Este método
requiere de instrumentacion especializada y de alto costo; ademas, para su aplicacién en
matrices bioldgicas, se necesita una exhaustiva limpieza previa de la muestra, a pesar de

la gran selectividad del método de deteccién®*3*,

En general, el andlisis de carbamatos en matrices bioldgicas involucra un tiempo de
preparacién de muestra muy largo, lo cual limita el nUmero de muestras que pueden ser
analizadas. Adicionalmente, algunos de los métodos reportados utilizan grandes cantidades
de solventes organicos, lo que incrementa los costos de los analisis y los hace
ambientalmente poco amigables®®. Estas desventajas muestran la necesidad de desarrollar
técnicas mas simples y robustas, asi como menos costosas y contaminantes, para este tipo

de muestras.

25



A continuacion se mencionan algunas alternativas que se han propuesto para la

determinacién de carbamatos en muestras bioldgicas.

= Cromatografia de gases
Se ha determinado el etiofencarbamato en muestras de manzana mediante CG utilizando
un detector de nitrégeno-fosforo. A pesar de que se ha demostrado, a través del estudio
de fragmentos de patrones de algunos carbamatos, que la degradacién térmica no se lleva
a cabo bajo ciertas condiciones, los métodos propuestos para determinar carbamatos por
cromatografia de gases involucran reacciones de derivatizacién. Por esta razén la
cromatografia de liquidos sigue siendo una mejor opcidon para determinar carbamatos

polares, no volatiles y/o termolabiles.

= Cromatografia de fluido supercritico
La versatilidad que presenta esta técnica en cuanto a separacion, la posibilidad de usar
detectores tanto de CL como de CG y la posibilidad de acoplar una extraccion de fluido
supercritico al sistema, hacen de ella una técnica atractiva para el analisis de carbamatos.
Sin embargo, no es usada comuUnmente debido a la limitada disponibilidad de estos

equipos en laboratorios para el control de alimentos.

= Cromatografia de liquidos
Varios de los métodos estandar que han sido desarrollados para la determinacion de
carbamatos en frutas y vegetales estan basados en el método de Krause que
fundamentalmente consiste de un gradiente de elucidon en fase reversa seguido de una
reaccion post-columna para obtener especies fluorescentes. Los carbamatos son
hidrolizados con una solucidn alcalina a una metilamina que es derivatizada en presencia
de dicarboxaldehido o-ftalico y mercaptoetanol para crear el producto fluorescente. El
método Krause involucra la extraccidon metanodlica de los analitos a partir de la matriz,
utilizando grandes cantidades de muestra y de disolvente. El paso de limpieza de muestra
comienza con varias operaciones de extraccion liquido-liquido sucesivas y termina con la
percolacion del extracto, que contiene a los compuestos de interés, a través de una
columna de carbdn Celite y su posterior elucion mediante una serie de disolventes. La
preparacion de muestra por el método original de Krause es sumamente larga y tediosa,
por lo que se han propuesto diversas modificaciones para reducir el tiempo de analisis, el

consumo de disolventes y los costos asociados®.

Por otro lado, también se ha propuesto un método para la determinacion de N-
metilcarbamatos en frutas y vegetales en el cual los reactivos que se utilizan para la
hidrolisis y derivatizacion estan presentes en la fase movil, en lugar de realizar la reaccion
postcolumna en la que se requieren bombas adicionales y reactores. En este caso se utilizd

una columna Kromasil-100-C18 y un amortiguador de borato en la fase mévil*'.
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Minelli (1997), desarrollé otro método para determinar carbamatos en manzanas, peras y
lechuga, que consiste de una extracciéon en fase sélida para la limpieza de la muestra

disminuyendo de esta manera los volimenes de muestra y disolvente®'.

La selectividad y la sensibilidad dependen del tipo de detector que se utilice, por ejemplo,
cuando se utilizan detectores UV, la presencia de especies coextraidas limitan Ia

determinacion del analito y por lo tanto la sensibilidad del método disminuye.

Para confirmar la presencia de carbamatos, se ha utilizado la técnica de cromatografia de
liguidos de alta resolucion (CLAR) acoplada a un espectrometro de masas (EM) mediante
diferentes interfaces. En la tabla III.2 se resumen las técnicas LC-MS aplicadas al analisis

de plaguicidas, incluyendo carbamatos.

Tabla III.2 Interfases para analisis cromatograficos de plaguicidas®!

Interfase Plaguicidas Tipo de muestra

APCI, ISP, TSP, y CI N-metilcarbamatos Soluciones acuosas
Pimienta verde
APCI, TSP y PB-MS 17 plaguicidas de 5 clases Agua subterranea

quimicas (triazinas, fenilureas,

organosfosforados carbamatos

y miscelaneos

FIA-PB-PCI 14 carbamatos Soluciones acuosas
FIA-PB-EII-CI 33 carbamatos y 14 productos Agua superficial
de degradacién
APCI 11 carbamatos Alimentos
ES 20 carbamatos Frutas y vegetales
ES Compuesto heterociclicos, Frutas y vegetales

fenilureas y carbamatos

APCI, ionizacidén quimica a presidn atmosférica; CI, ionizacion quimica; EII, ionizacion por
impacto electrénico; ES, electrospray; FIA-PB-PCI; analisis por inyeccién en flujo-
bombardeo de particulas-ionizacién quimica positiva; TSP, termospray; ISP, ionizacién por

electrospray asistida neumaticamente.

En general, la interfase de ionizacion a presion atmosférica (APCI) es la que se utiliza con
mayor frecuencia para confirmar la presencia de plaguicidas en alimentos y muestras

ambientales, a pesar de que es poco sensible.
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*= Métodos multi-residuos
Uno de los métodos oficiales mas utilizado para el analisis de plaguicidas en frutas y
vegetales, es el de la AOAC (Association of Official Analytical Chemists). Los compuestos
de interés son recuperados de la matriz por una extraccidn con acetona acuosa, la cual es
seguida por un laborioso procedimiento de limpieza mediante extracciones liquido-liquido
y/o extracciones en fase sodlida con silica o florisil, para remover los interferentes
coextraidos. Para la determinacién de los analitos se emplean las técnicas de cromatografia
de gases 6 CLAR con detectores selectivos. Sin embargo, este método también tiene las
desventajas de que es muy laborioso, consume mucho tiempo y las cantidades de

disolvente utilizadas son muy grandes.

= Inmunoafinidad
En afios recientes, también se han desarrollado métodos basados en inmunoensayos
(ELISA) para la determinacion de plaguicidas. Estos métodos tienen la ventaja de poder
reducir el tiempo de analisis y no requieren equipos sofisticados y caros, son sumamente
sensibles y también se ha demostrado que pueden usarse confiablemente para el analisis

cuantitativo®!.

Moreno et al.** desarrollaron y validaron métodos por ELISA utilizando anticuerpos
monoclonales para determinar carbofurano y carbaryl en frutas y vegetales. Los analitos
fueron extraidos a partir de la muestra homogeneizada (15 g) a la que se afiadié acetona,
éter de petroleo y diclorometano (30 mL de cada uno); después de centrifugar, se separd
la capa organica y una alicuota de 20 mL de ésta se evapord a sequedad y se redisolvié en
10 mL de solucién acuosa amortiguada a pH 3. Esta ultima solucidn, sin ningln otro paso
de limpieza se sometié a inmunoensayo para determinar cuantitativamente el carbamato
en estudio. Los autores demostraron que los resultados obtenidos por ELISA
correlacionaban bien con los obtenidos por CLAR-fluorescencia, pero en estos ultimos era
indispensable limpiar el extracto de la muestra por EFS en un cartucho amino previo al

analisis cromatogréfico.

Las técnicas basadas en cromatografia de inmunoafinidad se han utilizado ampliamente en
el area de medicina para determinar varios analitos, sin embargo el uso de anticuerpos
inmovilizados en un soporte apropiado para preconcentrar plaguicidas de muestras

ambientales es reciente.

Rule et al.*” desarrollaron un inmunoadsorbente para carbofurano por anclaje quimico de
anticuerpos policlonales anticarbofurano en un soporte de silica aldehido, previamente
empacado en una precolumna. La precolumna de inmunoextraccion se acopld en linea con
una columna analitica de fase reversa para la determinacion de trazas de carbofurano en

agua de desecho y en extractos de papa. Como sistema de deteccidn se utilizd un
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espectrometro de masas cuadrupolo-trampa de iones con una interfase APCI. El limite de
deteccién de carbofurano en el sistema acoplado inmunoextraccién-CLAR-EM fue de 2.5

ng/g para el caso de las muestras de papa.

Son muchos los trabajos que se han realizado para el analisis de carbamatos en muestras
complejas como los alimentos, sin embargo, muchos de ellos utilizan equipos muy
especializados y/o caros, a los cuales dificilmente pueden tener acceso la mayoria de los
laboratorios analiticos en México. Adicionalmente, los métodos propuestos para la
determinacion de estos plaguicidas en matrices bioldgicas se han limitado al caso de frutas
y legumbres y poco se ha reportado en lo que concierne a otro tipo de muestras como el

tejido animal o humano.

Como ya se menciond anteriormente, existe gran preocupacion entre el personal médico
de centros de salud localizados en algunas regiones agricolas del pais, por la elevada
incidencia de cancer cérvico-uterino en mujeres jovenes, principalmente campesinas. En
estas regiones se emplean abundantemente diversos productos plaguicidas destacando las
formulaciones con carbofurano. La continua exposicidon de la poblacién al contacto directo
con dichos productos esta sin duda relacionada con los problemas de salud observados. Sin
embargo, no existe ninglin programa para monitorear los cuerpos de agua que utiliza la
poblacion y determinar el grado de contaminacion por plaguicidas en éstos. Menos aun se
tienen los medios, a nivel local, para detectar la posible introduccion de algunos
plaguicidas en el organismo de las personas expuestas, puesto que este tipo de analisis

son sumamente complicados.

Por estas razones, nuestro grupo de investigacion ha estado interesado, desde hace varios
afios, en el problema de la determinaciéon de carbofurano al nivel de trazas en muestras
complejas. Se ha buscado desarrollar un método eficaz que sdlo requiera instrumentacion
facilmente accesible en los laboratorios analiticos (como CLAR-UV). En un trabajo anterior,
se desarrollé un método por EFS-CLAR para determinar carbofurano y su metabolito 7-
fenolcarbofurano en pequenas biopsias de tejido cervical fortificadas; aunque se alcanzdé
una alta sensibilidad, no fue posible eliminar completamente las interferencias
provenientes de la matriz y por lo tanto no fue posible determinar confiablemente al
carbofurano®*8, Posteriormente, se decidié ensayar la inmunoextraccién, para lo cual fue
necesario sintetizar el inmunoadsorbente. Como primera parte de la investigacion se
procedié a buscar proveedores de anticuerpos y realizar ensayos preliminares de
encapsulamiento®. En ese trabajo se probaron cuatro diferentes anticuerpos monoclonales
anticarbofurano y un lote de anticuerpos policlonales, resultando que la molécula mas
viables para los fines deseados era el anticuerpo monoclonal LIB-BFNB-67. Este anticuerpo
mostrd una alta afinidad por el analito de interés y una menor fragilidad comparado con las

demads moléculas probadas. Aun asi, la pérdida de actividad durante el encapsulamiento
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sol-gel, realizado segun los procedimientos que se habian desarrollado y optimizado en el
laboratorio para otros anticuerpos, resulté excesiva (>90%). La segunda parte de la
investigacion, de la que forma parte el presente trabajo, pretende lograr la preservacion de
una fraccion mucho mayor de la actividad nativa del anticuerpo durante el proceso sol-gel
y la aplicacion del inmunoadsorbente resultante en el desarrollo de métodos analiticos
efectivos para la determinacion de trazas de carbofurano en muestras ambientales,

incluyendo tejido bioldgico.
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IV. OBJETIVOS

4.1 OBJETIVO GENERAL

Acoplar la selectividad propia de la inmunoextraccién y la sensibilidad proporcionada por
un sistema de preconcentracién y andlisis cromatografico en linea, para el desarrollo de un
método analitico altamente confiable, que permita determinar carbofurano al nivel de

trazas en extractos de tejido bioldgico (biopsias de tejido epitelial cérvico-uterino).
4.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS
1. Preparar materiales sol-gel dopados con un anticuerpo anti-carbofurano vy
materiales idénticos no dopados (blanco de referencia). Optimizar algunas
condiciones de la técnica de encapsulamiento para preservar en mayor medida la

actividad de la biomolécula.

2. Determinar la actividad del anticuerpo utilizado LIB-BFNB-67 tanto en disolucién

como encapsulado.

3. Establecer las condiciones experimentales adecuadas para la extraccion, lavado y

elucién del carbofurano en los cartuchos empacados con inmunoadsorbente.

4. Determinar la estabilidad y durabilidad de los inmunoadsorbentes sintetizados.

5. Aplicar el inmunoadsorbente para la recuperacidon cuantitativa de carbofurano a

partir de extractos de tejido bioldgico.

6. Optimizar las condiciones de limpieza de la muestra, una vez cargada en la

precolumna de concentracién, para su posterior analisis en linea.
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V. PARTE EXPERIMENTAL

5.1 EQUIPO Y MATERIAL

Equipo

Bomba cuaternaria para cromatografia de liquidos, Polymer Laboratories modelo
LC-1150

Inyector Rheodyne 7125 con bucle de 26 uL

Desgasificador Phenomenex modelo DG-4400

Integrador y graficador Hewlett-Packard Modelo 3396 A

Detector de UV de longitud de onda variable, Spectromonitor 5000 (Thermo
Separation Products)

Sistema de adquisicién y tratamiento de datos cromatograficos constituido por:
Computadora Dell Intel Pentium 4, software Eurochrom for Windows Basic Edition
V3.05 e interfase Knauer.

Sistema purificador y desionizador de agua NANOPURE, Barnstead Thermolyne
Modelo 04747

Bafio de ultrasonido Sonicor Modelo SC-100

Potenciometro Corning Modelo 220 con electrodo combinado de vidrio calomel Cole-
Parmer Modelo 60648

Balanza Analitica Ohaus

Sistema de empacado de columnas y precolumnas a alta presién Haskel Modelo
29426

Agitador mecénico marca Burrel modelo 75

Bombas isocraticas Eldex modelo CC-30-Sy CC-100-S

Bomba isocratica Beckman 1108

Material

Tubos centricon YM-30, Amicon Bioseparations, Millipore

Frascos de vidrio transparente con tapa de plastico (capacidad 20mL)

Equipo de filtracién de vidrio Millipore Modelo OM027

Membranas de filtracion de 47 mm de didametro, con poro de 0.45 um, Phenomenex
AFO-0504

Jeringas de plastico con capacidad de 3 mL

Jeringa de 100 pL para cromatografia de liquidos, Hamilton 80665

Columna analitica (150 x 4.6 mm, D.I.) empacada con fase reversa Hypersil ODS
de 5 um (Thermo Electron Corporation)

Precolumna de concentracion (20 x 2 mm D.I.), empacada en el laboratorio con

fase reversa polimérica PLRP-S de 10-15 um (proveedor Polymer Laboratories).
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5.2 REACTIVOS Y DISOLVENTES

= Hidrdxido de sodio en lentejas Grado Reactivo, J. T. Baker

= Cloruro de sodio Grado Reactivo, J. T. Baker

= Cloruro de potasio Grado Reactivo, J. T. Baker

= Fosfato de sodio dibasico, 12-Hidrato, Grado Reactivo, J. T. Baker

= Fosfato de sodio monobasico, Grado Reactivo, J. T. Baker

= Carbofurano (2,3-dihidro-2,2-dimetil-7-benzofuranil-N-metilcarbamato) 99%
(Chem Service)

» Hidréxido de amonio 28-30%, J. T. Baker

= Tetraetoxisilano 99% (TEOS) Fluka

= Acetonitrilo Grado HPLC, Prolabo

= Metanol Grado HPLC, Fisher Scientific

* Acido clorhidrico 37% J. T. Baker

Disoluciones preparadas

= Disoluciones salinas amortiguadora de fosfatos (PBS) pH 7, 0.2 M, 0.1 My 0.02 M
* Disolucion estandar de carbofurano 500 pug/mL, en ACN

* Disolucién estandar de carbofurano 10 pg/mL, en ACN

* Disolucién estandar de carbofurano 2 y 4 ug/mL, en H,O

= Disoluciéon de NH,OH pH 11 0.01 M

= Disolucién de anticuerpo en PBS 0.02 M (1 mg/mL)

Biomolécula

= Anticuerpo anti-carbofurano LIB-BFNB-67

5.3 PREPARACION DE MUESTRAS

Los tejidos de epitelio cervical se conservaron a -20 °C hasta su analisis. Estas muestras
fueron proporcionadas por el Hospital General de Subzona No. 4 del IMSS, Tecoman,
Colima. Las muestras, tanto de tejido blanco (provenientes de personas no expuestas a los
plaguicidas), como las de tejido de personas expuestas a los plaguicidas se cortaron en
trozos muy pequefios y se pesaron. Posteriormente, cada muestra fue sometida a
ultrasonido en metanol durante 45 minutos con el fin de extraer solamente la fraccidon
polar. El disolvente se recuperd cuantitativamente y se redujo por evaporacidn a
temperatura ambiente, casi a sequedad. El residuo se resuspendié en 1 mL de agua-

metanol 1:1 (v/v) y se afiadié una alicuota de 100 ul de acido féormico. La porcion soluble
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se separo de las particulas sdlidas remanentes por filtracion; el recipiente que contenia la
mezcla se lavé sucesivamente con 1 mL agua-metanol 1:1 (v/v) y 2 mL de agua, pasando
todos los lavados a través del mismo filtro. El filtrado fue recuperado en un vial,

obteniendo un volumen final de muestra de 4 mL aproximadamente.

5.4 PREPARACION DEL INMUNOADSORBENTE POR EL METODO SOL-GEL

En un frasco de vidrio se adicionan TEOS (2.5 mL), HCI (0.1 mL) y H,O (0.4 mL). La
solucién se mezcla agitdndola manualmente. El frasco tapado se somete a ultrasonido en
un bano de hielo durante 30 minutos. Después de esta etapa la mezcla se coloca en un
agitador mecanico a velocidad constante durante tres horas. Transcurrido este tiempo de
agitacion se adicionan 2 mL de la solucién salina amortiguadora de fosfatos (PBS) 0.1 M y
el anticuerpo (500 pL) a inmovilizar. La gelificacion ocurre en menos de dos minutos. El gel
se deja en reposo por 10 minutos. Posteriormente se adiciona PBS 0.02 M hasta cubrir el
gel y se deja reposar otros 10 minutos. El gel formado se desprende de las paredes del
frasco con una espatula y se corta en pequefias particulas, las cuales se colocan en un
dispositivo de filtracion en donde se lava con diferentes disoluciones. El gel se seca a una
temperatura de 4 °C hasta perder el 50 % del peso con respecto al peso del gel humedo
inicial. El gel seco se muele, se resuspende en PBS y se deja decantar para retirar las
particulas mas finas que permanecen flotando en la superficie del liquido. Finalmente el gel
se empaca en cartuchos de plastico, colocando dos filtros de acero inoxidable, uno en el
fondo del cartucho vy otro en la parte superior del lecho empacado después de verter la
suspension del gel. Los cartuchos se mantienen en refrigeracion (4 °C), con el empaque
completamente sumergido en PBS 0.02 M, hasta su empleo en los ensayos (ver figura
V.1).
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Figura V.1 Proceso de inmovilizacion por el método sol-gel

5.4.1 Optimizacion del lavado en el proceso de inmovilizacion

A medida que se iban realizando ensayos de inmovilizacion del anticuerpo, se fue refinando

el proceso de lavado con el fin de preservar en mayor medida la actividad de

la

biomolécula durante el proceso de encapsulamiento. Se probaron diferentes disoluciones y

volimenes en la etapa de lavado: mezclas agua-disolvente organico en diferentes

proporciones, glicerina, PBS y agua desionizada. Las condiciones finalmente establecidas

para el lavado fueron:

o vk W e

10 mL PBS 0.02 M

5 mL H,0

5 mL MeOH-agua 60:40 (v/v)
10 mL Glicerina al 5% en agua
5 mL H,0

20 mL PBS 0.02 M
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5.5 DETERMINACION DE ACTIVIDAD DEL ANTICUERPO MONOCLONAL (MAb) LIB-
BFNB-67

Se evalud la actividad del MAb libre (en solucién) mediante un procedimiento reportado en
la literatura®* con ligeras modificaciones. El procedimiento se basa en la ultrafiltracién de
soluciones que contienen la biomolécula sola o complejada con el analito de interés,
utilizando tubos Centricon YM-30. Estos tubos tienen una membrana de celulosa con un

poro muy fino que impide el paso de solutos de tamafio mayor a 30,000 Da.

En dos tubos Centricon se coloca una alicuota de 50 pL de la disolucion del MAb (50 ug), 1
mL de PBS con 2% (v/v) de ACN y 70 yL 6 140 pL de una solucién de carbofurano de 1
Hg/mL en PBS. La mezcla se agita ligeramente para homogeneizar y se deja incubar por 15
min a temperatura ambiente. Posteriormente, los tubos se someten a centrifugacion a
2500 g por 15 min, con ello la mayor parte del liquido con el carbofurano no complejado
disuelto atraviesa la membrana, quedando retenidos en la parte superior del tubo el
anticuerpo libre y el complejo MAb-carbofurano formado. El retenido se lava dos veces con
350 yL de la solucion de PBS con 2 % de ACN, y se centrifuga a la misma velocidad por 10
min después de cada lavado. Todos los filtrados, recogidos en la seccién inferior del tubo,
se transfieren a un vaso de precipitados de 25 mL, se enjuaga varias veces el tubo con
agua para recuperar cuantitativamente el carbofurano no retenido por el anticuerpo. La
mezcla anterior se carga en la precolumna de fase reversa y ésta se lava haciendo pasar 2
mL de agua-ACN 98:2 (v/v) y 10 mL de agua. Finalmente, se realiza el analisis
cromatografico en linea (descrito en una seccidn posterior) para determinar la cantidad de
carbofurano no retenido por el anticuerpo. El plaguicida complejado se calcula por
diferencia con la cantidad adicionada. La actividad del anticuerpo se reporta como ng de

carbofurano (retenido) por mg de MAb.

La medida de actividad del anticuerpo encapsulado se realiza por el proceso de
inmunoextraccién, descrito detalladamente en el siguiente inciso. En este caso se prepara
una muestra sintética de carbofurano en 25 mL de PBS 0.02 M con 2% (v/v) de metanol,

la cual se somete a un tratamiento similar al aplicado a las muestras de extracto de tejido.

5.6 ESTUDIO DE LA INMUNOEXTRACCION DE CARBOFURANO EN LOS CARTUCHOS
CON INMUNOADSORBENTE (IA)

Para generar los sitios de reconocimiento especifico en el adsorbente de inmunoextraccidon
se utilizd el anticuerpo monoclonal anti-carbofurano BFNB-67, el cual fue inmovilizado en

un soporte de silice mediante la técnica de encapsulamiento sol-gel desarrollada en

12,13,30

trabajos anteriores , con algunas modificaciones introducidas en el actual trabajo.
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El método analitico que se desarroll6 en este trabajo consiste de dos etapas:
a) Inmunoextracciéon

b) Concentracién del extracto, limpieza y analisis en linea

Inmunoextraccion

La muestra a analizar, previamente preparada para favorecer las interacciones analito-
anticuerpo y disminuir la retenciéon no especifica de otros compuestos presentes en ella, se
percola a través del cartucho de inmunoextraccion; el cartucho se lava para eliminar
impurezas que hayan podido quedar adsorbidas en el soporte de silice y finalmente, el
carbofurano retenido se eluye con un disolvente capaz de disociar el complejo analito-
anticuerpo sin provocar un dafio irreversible a la biomolécula. En esta etapa se colectan,
tanto, los efluentes del cartucho durante la carga de muestra y el lavado, como el eluato
que contiene al carbofurano que fue extraido. Estas fracciones son posteriormente
analizadas con el objeto, en el caso de los efluentes, de dar un seguimiento lo mas

completo posible al proceso (Figura V.2).

Acondicionamiento  Carga Lavado Elucion Acondicionamiento

¥

muestra

S

P

S
|
]
Anticuerpo
[ ) U Analito

[ ]
efluentes / Matriz
eluatos [ |

)

Figura V.2 Etapas de la inmunoextraccion.

La figura V.2 muestra la forma convencional en que se realiza un proceso de extraccion en
fase sdlida fuera de linea. En éste, las soluciones son percoladas a través del cartucho por
aplicacion de una fuerza (p. ej. con el émbolo de la jeringa) o bien, por succiéon de vacio
(se requiere una camara especial para colocar los cartuchos de EFS y los tubos de
coleccién de fracciones). Debido a que los biomateriales sol-gel no estan consolidados, la
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aplicacion de una fuerza provoca compactacion del empaque, aumento de presion y
ruptura de las aristas mas expuestas de algunas particulas. El problema se agrava
paulatinamente pues los polvos finos disgregados migran hacia el filtro inferior ocluyendo
sus poros y haciendo necesaria la aplicacion de una fuerza cada vez mayor para percolar
las disoluciones. Por otra parte, no es posible mantener un flujo continuo y controlado en

un cartucho tipo jeringa cuando la solucion es empujada por el émbolo.

Por las razones mencionadas, en este trabajo se optd por pasar el flujo en sentido inverso,
colocando un adaptador en el vastago de la jeringa y conectandolo a una bomba isocratica.
En la parte superior del cartucho se fijé6 un tubo delgado de teflén para enviar el liquido
saliente al recipiente de recoleccion el cual fue colocado a una altura conveniente respecto
al cartucho, para provocar un efecto sifén. El volumen de disoluciéon percolada en cada
paso del proceso de inmunoextraccion fue controlado utilizando matraces aforados de la
capacidad requerida como recipientes de recoleccion. Con estas modificaciones se pudo
evitar la pérdida de permeabilidad del cartucho durante su uso y se tuvo un buen control

de la velocidad de flujo y de los volimenes percolados.

5.6.1 Optimizacién de la eluciéon

El paso mas critico en el proceso de inmunoextraccion fue la elucion del carbofurano
retenido en el IA, ya que se tenia el compromiso de desadsorber todo el analito sin causar
dafio a la biomolécula. Primero se probaron eluyentes relativamente suaves, como la
mezcla de acido citrico a pH 2 con metanol al 10 %. Luego, se ensayaron mezclas de agua
con MeOH en diferentes proporciones. Finalmente, la mezcla MeOH-H,O 64:36 (v/v)

mostrd ser la mas adecuada para cumplir con los objetivos propuestos.

5.6.2 Condiciones finales

Las condiciones experimentales finalmente establecidas para la etapa de inmunoextraccién
se detallan a continuacidn:
1. Acondicionamiento del cartucho de IA: 10 mL PBS 0.02 M a pH 7.
2. Carga: 2 mL del extracto de tejido bioldgico se llevan a un volumen de 25
mL con PBS 0.02 M. Esta solucién tiene un contenido de 2 % (v/v) del
disolvente organico, en este caso metanol.
Lavado: 5 mL mezcla MeOH-PBS 4:96 (v/v)
4. Elucién: 8 mL mezcla MeOH-agua 64:36 (v/v). El eluato obtenido se diluye
con agua hasta un volumen de 50 mL antes de pasar a la etapa de analisis.
El contenido de MeOH en la solucion diluida es de 10.2 % (v/v).
5. Reacondicionamiento del cartucho: 10 mL agua pura y 15 mL PBS 0.02 M,
y se almacena en el refrigerador a 4 °C.
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5.7 CONCENTRACION, LIMPIEZA Y ANALISIS EN LINEA

En esta etapa se utilizdo el montaje mostrado en la figura 5.3. La parte fundamental para el
acoplamiento en linea es una valvula de conmutacién de 6 puertos colocada entre el
inyector y la columna analitica del cromatografo de liquidos. A esta valvula se conectaron
una bomba isocratica auxiliar, la precolumna y una salida de desechos. La fraccién
colectada en la etapa de inmunoextraccion (efluentes o eluato previamente diluido con
agua) se cargé en la precolumna mediante la bomba auxiliar. Luego se hicieron pasar
diferentes soluciones de lavado vy, finalmente, la valvula se rotdé a la posicion de inyeccion
(ver Figura V.3 (b)). En esta posicion, la fase movil enviada por la bomba del cromatdgrafo
eluye los compuestos retenidos en la precolumna transfiriéndolos directamente a la

columna para su separacion y analisis.

Al terminar la corrida cromatografica de la fraccion en estudio, se inyectd un estandar de
carbofurano como referencia para la cuantificacion. En este paso la precolumna se
mantuvo en linea con la columna analitica (posicion b de la valvula de conmutacién) para
tener condiciones similares en el analisis de la muestra y del estandar. La cuantificacion se

hizo por comparacién de areas de pico.

(b)

& columna

N

Figura V.3 Esquema del sistema en linea EFS-CL.
Pc: bomba del cromatégrafo, I: Inyector, V: valvula de conmutacién. P,: bomba auxiliar,
PC: precolumna, C: columna analitica, D: detector UV. El esquema (a) muestra el sistema
en la posicidon de carga de la precolumna y el esquema (b) muestra el camino que sigue la

fase movil en la posicidn inyeccion de la valvula de conmutacion.
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Finalmente, todo el sistema se lavd y acondiciond para el siguiente analisis. Con la valvula
de conmutacién en la posicidn (a) y utilizando ambas bombas, se pasé acetonitrilo puro a
través de la precolumna y la columna. El lavado por separado evita que impurezas de la
matriz de la muestra que hayan quedado retenidas en la precolumna, sean desadsorbidas
por el acetonitrilo y se transfieran a la columna, donde podrian quedar atrapadas y
acumularse. Después del lavado, la precolumna se acondiciona con agua pura (15 mL
enviados por la bomba auxiliar) y la columna se equilibra con la fase movil (15-20 mL,

proveniente de la bomba del cromatdgrafo).

5.7.1 Comprobacion de la ausencia de fuga en la precolumna durante la carga

Las disoluciones ensayadas para eluir el carbofurano del cartucho de inmunoextraccién
contenian diversas proporciones de metanol. Puesto que estas soluciones debian ser
posteriormente cargadas en la precolumna para la concentracion y analisis en linea del
plaguicida, fue necesario verificar que no ocurrian pérdidas de éste durante la carga. En
efecto, el volumen de fuga de un analito en una precolumna de fase reversa es

fuertemente dependiente del contenido de disolvente organico en la solucion de carga.

Se prepararon disoluciones acuosas de acido citrico 0.01 M con 10 % de MeOH vy se
doparon con carbofurano. La concentracion de este Ultimo se ajustd de modo que el
volumen cargado en la precolumna (25 y 50 mL) contuviera la misma cantidad de
carbofurano (100 ng). Después de la carga, la precolumna se lavo y se eluyo en linea. La
cantidad de carbofurano recuperada se determind por comparacion de areas de pico con

un estandar inyectado.

Las mezclas MeOH-H,0, que también fueron ensayadas para la elucion en el
inmunoadsorbente tenian un contenido demasiado elevado de disolvente organico. Por ello
fue necesario buscar el grado de dilucidon adecuado, de modo que el contenido de metanol
y el volumen resultante de la soluciéon diluida no dieran lugar a la pérdida de analito
durante la carga de la precolumna. Estos ensayos se realizaron de manera similar a lo

anteriormente descrito.

5.7.2 Optimizacion del paso de limpieza de muestra

Los primeros cromatogramas obtenidos al analizar extractos de tejido fortificados con
carbofurano mostraron que se requerian pasos adicionales de limpieza, ya que la sefial de
la matriz era tan grande que no permitia detectar al analito de interés. Por lo tanto, se
realizaron ensayos de extraccion en geles blanco (geles sin anticuerpo) siguiendo la
metodologia descrita en la seccién de inmunoextraccion. El eluato obtenido se cargo en la

precolumna y se probaron diferentes disoluciones de lavado buscando eliminar al maximo

40



las interferencias de matriz sin que ocurriera la fuga del analito. Se ensayaron diferentes
volimenes de mezclas agua-ACN en varias proporciones, asi como soluciones basicas. La
apariencia del cromatograma obtenido, la observacion de la regidon cercana al pico del
carbofurano y la cuantificacién de éste, sirvieron de guia para establecer la composicion y

voliumenes de lavado mas apropiados.

5.7.3 Condiciones finales para la preconcentracion, limpieza de muestra y analisis

en linea

Carga. La fraccion a estudiar (efluentes directamente obtenidos del cartucho de
inmunoextraccidén, o el eluato diluido hasta 50 mL con agua) se carga en una precolumna

(20 x 2 mm D.I.) empacada con fase reversa polimérica (PLRP-S) a flujo de 1 mL/min.

Lavados. La precolumna se lava sucesivamente con los siguientes disolventes a flujo de 1
mL/min:

1. 5 mL ACN-H,0 5:95 (v/v)

2. 2mL NH4,OH 0.01 M, pH 11

3. 5 mL de agua

Condiciones cromatograficas:
= Columna (150 x 4.6 mm D.I) empacada con fase reversa Hypersil ODS de 5
MM
= Fase movil: acetonitrilo-agua 21:79 (v/v)
*  Flujo: 1 mL/min
*= Deteccién UV a 280 nm

En la tabla V.1 se resumen las operaciones realizadas en esta etapa, indicando las
soluciones que se hacen pasar por la columna y la precolumna, las posiciones de las

valvulas y el estado de las bombas.
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Tabla V.1 Operacion del sistema en la etapa de preconcentracidn, limpieza y analisis en

linea
Operacion Soluciones Inyector Valvula de Bomba Bombar

(volumen, mL) conmutacion | auxiliar CLAR
1) Acondicionar Agua (15)
precolumna

Cc a + +

1") Equilibrar Fase movil (15)
columna
2) Cargar muestra | Efluentes (30)

o eluato (50) C a + -
3) Limpieza de ACN-H20 5:95
muestra (5) + NH40H

0.01 M, pH 11

(2) + agua (5) Cc a + +
3’) Restablecer Fase movil
flujo en columna
4) Analisis de Fase movil C b - +
muestra
5) Analisis Fase movil I b - +
estandar
6) Lavado ACN
columna I a + +
6’) Lavado
precolumna ACN

Inyector: (C) posicién de carga, (I) posicion de inyeccién

Valvula de conmutacién: (a) no acoplada a columna, (b) acoplada a la columna

Bombas: (+) en marcha, (-) parada

Las operaciones (1) y (1), (3) y (3), (6) y (6'), se realizan simultaneamente.
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VI. RESULTADOS

A pesar de los avances en el desarrollo de instrumentacion analitica altamente sensible y
selectiva, en el caso de la determinacion de contaminantes orgdnicos en muestras
ambientales o bioldgicas, un pretratamiento de la muestra es casi siempre necesario para
extraer, aislar y concentrar los analitos de interés, que se encuentran al nivel de trazas en

esas muestras complejas.

En los Ultimos afos, la extraccion en fase solida ha sustituido a métodos tradicionales que
involucran una serie de operaciones eminentemente manuales como extracciones liquido-
liguido, evaporacién de disolvente, formacién eventual de derivados, entre otros y que por
lo tanto requieren de un tiempo de analisis muy largo y una continua manipulacion de la

muestra.

Una variante de la EFS, conocida como inmunoextraccidon, se basa en el empleo de los
inmunoadsorbentes, los cuales, como ya se comentd en el capitulo de Antecedentes, son
fases muy selectivas con anticuerpos inmovilizados en un soporte soélido. Por sus
caracteristicas, la inmunoextraccidn es actualmente el método de eleccion para la
preparacién de muestras complejas en las que se desea determinar un analito Unico o unos

pocos analitos estructuralmente relacionados.

Considerando lo anterior, el objetivo de este trabajo fue desarrollar un método para la
determinacién selectiva de carbofurano en extractos de tejido bioldgico por

inmunoextraccién acoplada a la cromatografia de liquidos.

6.1 PREPARACION DEL INMUNOADSORBENTE POR EL METODO SOL-GEL

Como ya se describié en la parte experimental, la inmovilizacién del MAb anti-carbofurano
BFNB-67 en un soporte de silice se llevd a cabo por el método sol-gel, utilizando
tetraetoxisilano (TEOS) como precursor y catdlisis acida. La cantidad de anticuerpo
utilizado para la preparacidon de estos inmunoadsorbentes fue de 500 pg, mientras que las
proporciones del precursor (2.5 mL), agua (0.4 mL) y catalizador (0.1 mL) se tomaron de

trabajos anteriores.

El proceso sol-gel consta de varias etapas como son:
1) Mezclado
2) Hidrdlisis-condensacion
3) Gelificacién

4) Maduracién
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5) Secado
6) Secado Intensivo

7) Densificacion

Para el encapsulamiento de biomoléculas, como los anticuerpos, sélo se toman en cuenta
las primeras 5 etapas, ya que las dos restantes se realizan a alta temperatura y conllevan

a la evaporacion total del agua, lo que originaria la pérdida de actividad del anticuerpo.

Las condiciones experimentales utilizadas en el proceso de inmovilizacion permitieron
obtener un gel suficientemente rigido, con porosidad adecuada y eficiente en el
encapsulamiento del anticuerpo, esto es, conservando la actividad de la biomolécula. En
efecto, la molécula queda permanentemente atrapada en los poros del gel, por lo que no
se presenta fuga de ésta ni durante los lavados del material preparado, ni durante su uso

posterior en ciclos repetidos de IE.

Cabe mencionar que el recipiente donde se efectla la reaccion debe ser de un material de
vidrio de buena calidad, con paredes internas bien lisas y perfectamente limpio, de lo

contrario, las propiedades del gel finalmente obtenido son afectadas.

Para llevar a cabo un buen mezclado del TEOS y la fase acuosa la solucién se puso en
ultrasonido por media hora, generandose en esta etapa suficiente alcohol (cosolvente) para
permitir que continlen las reacciones de hidroélisis y condensacidn. Sin embargo, debido a
qgue las reacciones por si solas proceden muy lentamente, la mezcla se puso en agitacion
mecanica durante tres horas ya que era la Unica manera de lograr que ambas fases
estuvieran en contacto intimo y se pudiera acortar el tiempo requerido para la hidrdlisis del
precursor. Durante el periodo de agitacién, a la mezcla se le supervisa su consistencia,
homogeneidad y olor. Cuando estos parametros son adecuados, es decir cuando se obtiene
una solucion ligeramente viscosa, sin olor a TEOS y homogénea, se procede a anadir el

amortiguador.

En los ensayos iniciales de encapsulamiento del MAb se utilizaba PBS 0.2 M pH 7 (2 mL)
después de la agitacion mecanica, para desestabilizar el sistema coloidal, neutralizar el
medio acido y por lo tanto proveer un medio favorable para el anticuerpo, el cual se
agregaba inmediatamente después. Esta concentracion de PBS se cambié a 0.1 M
posteriormente debido a que en uno de los ensayos se observé un precipitado blanco al
agregar la biomolécula. Este fendmeno se atribuyd a que la concentracion del PBS, y por lo
tanto la fuerza idnica, eran demasiado altas lo que originaba una gelificacion tan rapida

gue no permitia al anticuerpo repartirse homogéneamente dentro de la red del gel.
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Este cambio dio resultados favorables para los siguientes inmunoadsorbentes, por lo que
se quedd como condicién final. Todos los geles que se obtuvieron después, fueron de
aspecto cristalino, transparentes y duros. Es necesario sefialar que el anticuerpo debe
agregarse inmediatamente después del PBS, agitando vigorosamente la soluciéon para que
se reparta homogéneamente y que quede perfectamente encapsulado. Esto es debido a
que el tiempo de gelificacién, es decir, el tiempo en el que la viscosidad del sol aumenta

para formar un gel insoluble, es entre 1 y 2 minutos aproximadamente.

Los geles sintetizados se lavaron y secaron como se indica en la parte experimental. El
secado lento a una temperatura de 4 °C y hasta la pérdida del 50 % de su peso original
permite evitar un excesivo encogimiento del material, y un fuerte colapso de los poros que
podria dafar al anticuerpo. En trabajos anteriores se observd que si el gel se empaca sin
secar, la permeabilidad de los cartuchos disminuye considerablemente con su uso, hasta
que resulta imposible percolar la muestra. Esto indica que la etapa de secado, durante la
cual el gel madura y el esqueleto sélido se refuerza y consolida, es indispensable para
obtener un material con mejores propiedades mecanicas. De hecho, la experiencia ha
mostrado que los cartuchos empacados con geles previamente secados permiten realizar
un mayor numero de ciclos de EFS sin que aumente demasiado la caida de presion.
Aunque la resistencia de los geles aumenta con el grado de secado, este pardmetro debe
ser estrictamente controlado para preservar la actividad del anticuerpo y, de acuerdo a lo
observado, no debe sobrepasar el 50 % de pérdida de peso. El tiempo y la uniformidad de
secado de las particulas del gel fragmentado son también parametros importantes que se

reflejan en la actividad final del material.

El tiempo de secado de los primeros geles preparados fue muy variable. Para controlar
mejor este parametro se cubrid el recipiente que contenia el gel himedo con una tela de
malla abierta (tul), para hacer mas lenta la disipacion de humedad en el refrigerador.
Ademas, diariamente se revolvieron las particulas de gel con una espatula para evitar un
secado mas intenso de los fragmentos que quedaban en la capa superficial. Con estas

precauciones el tiempo de secado fue mas constante (5-6 dias).

Bajo las condiciones finalmente establecidas para todo el proceso sol-gel, se obtuvieron
entre 2 y 2.5 g de producto seco en un tiempo de preparacién de 6 a 7 dias (desde la
mezcla de reaccion inicial hasta la obtencidn del gel seco). Los cartuchos empacados con
estos inmunoadsorbentes, preparados en diferentes fechas, presentaron un

comportamiento de retencién similar y dieron resultados satisfactorios.
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6.1.1 Optimizacion del lavado en el proceso de inmovilizacion

El lavado del hidrogel recién formado tuvo por objeto eliminar el etanol y los posibles
rastros de alcoxido sin reaccionar. El TEOS no es soluble en soluciones acuosas, por lo que
se tuvo que utilizar una mezcla de metanol-agua, rica en disolvente organico, para la
completa eliminacion de ese agente nocivo para las biomoléculas. Sin embargo, los medios
alcohdlicos tampoco son favorables y tienden a provocar el desplegamiento de la proteina.
Por ello, se incluyé un lavado con solucion diluida de glicerina en agua, la cual propicia el
plegamiento del anticuerpo ayudandolo a preservar su estructura terciaria. La viscosidad
de las soluciones de glicerol, aunada a la capacidad de esta sustancia para formar puentes
de hidrégeno, provocan una reestructuracion de la capa de solvataciéon que rodea a la
biomolécula resultando en el efecto benéfico ya mencionado. Posteriormente, se realizé un
lavado con agua para desalojar residuos de disolventes organicos que podrian provocar, en
el siguiente paso, la precipitacion de sales de fosfato. Finalmente, el gel se lavd con PBS
0.02 M, pH 7, para asegurar que el anticuerpo encapsulado tuviera las condiciones dptimas

de pH y fuerza idnica, que mantienen estabilizada su conformacién nativa.

Cabe mencionar que las pruebas de lavado se hicieron en un gel blanco y ya optimizadas
las condiciones se aplicaron a los geles con anticuerpo; esto se hizo para no poner en

riesgo la actividad del IA.

6.2 DETERMINACION DE ACTIVIDAD DEL ANTICUERPO MONOCLONAL (MAB) LIB-
BFNB-67

Uno de los parametros que sirvio de referencia para evaluar el comportamiento del
anticuerpo monoclonal, tanto en solucidn como encapsulado, fue la determinacion de la

capacidad de enlazamiento del analito-antigeno (carbofurano).

La reaccion del antigeno con el anticuerpo se realizd en condiciones parecidas a las
fisioldgicas: pH 7 a 7.4 y concentracion salina equivalente a NaCl 0.15 M. Sin embargo, se
trabajé a temperatura ambiente y ademas, se afnadid una pequefia fraccidon de disolvente
organico a las soluciones (2 %) para minimizar la interaccion no especifica del carbofurano
con las paredes y membrana del tubo centricon (prueba con el MADb libre) o con el soporte
de silice del IA.

Bajo estas condiciones, la determinacion de actividad se efectud ya sea por ultrafiltracion o
por el proceso de inmunoextraccién. Los anticuerpos en solucion son termodindmicamente

poco estables y sélo pueden ser utilizados una vez. En cambio, si se inmovilizan su
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estabilidad se prolonga por mas tiempo y es posible reutilizarlos ampliando sus

perspectivas de aplicacion.
Los resultados de la determinacion de actividad de los anticuerpos, tanto en solucién como

encapsulados (en este caso nos referimos a la actividad inicial de los cartuchos) se

presentan en las tablas VI.1 y VI.2

Tabla VI.1 Actividad del anticuerpo anti-carbofurano LIB-BFNB-67 en solucidn

Cantidad de MAb Cbf* adicionado Cbf complejado Capacidad relativa
(ng-nmol) (ng-nmol) (ng-nmol) (ng/mg* - mol/mol**)
50 - 0.333 70 - 0.316 53.2 - 0.240 1064 - 0.72
50 - 0.333 140 - 0.633 67.9 - 0.307 1358 - 0.92

*Cbf = carbofurano, * ng de carbofurano por mg de MAb, ** mol de carbofurano por mol
de MAb; P.M. Cbf = 221.26 g/mol, P.M. MAb = 150,000 g/mol

Las cantidades de MAb y carbofurano utilizadas para evaluar la actividad del anticuerpo
libre (Tabla VI.1), fueron cercanas a las relaciones molares 1:1 y 1:2, asumiendo un peso
molecular de 150,000 g/mol para el MAb. La capacidad relativa determinada, expresada en
mol/mol, fue cercana a uno, lo que indicaria que casi toda la fraccion inmunoglobulinica
utilizada correspondia a anticuerpo anticarbofurano activo, si se considera un solo sitio de
unién por molécula de MAb. Tedricamente una IgG presenta dos sitios de unidén con su
antigeno por lo que, bajo esta consideracién, solo ~50% del anticuerpo estaria activo. No
obstante, como la ocupacién de un sitio activo en una molécula de IgG debilita la energia
de interaccién del segundo sitio, no es posible saber con certeza, a partir de las pruebas
realizadas, el porcentaje de anticuerpo efectivamente activo. Desafortunadamente, no se
realizd una prueba en presencia de un gran exceso de carbofurano para promover la

ocupacion del sitio de menor energia.

Para los propdsitos de este trabajo los resultados de la Tabla VI.1 son suficientes y muy
utiles, pues sirven como referencia para evaluar el grado de preservacion de actividad del
anticuerpo durante el encapsulamiento. Esta evaluacién, a su vez, nos sirvid de guia para
ir mejorando progresivamente las condiciones del proceso sol-gel, como se muestra en la
Tabla VI.2.
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Tabla VI.2. Comparacion de actividad inicial de los inmunoadsorbentes preparados en

diferentes fechas. (Orden cronoldgico progresivo).

IA con MAb
LIB-BFNB-67

Capacidad
relativa 74 30 240 220 558 584
(ng/mg)

Porcentaje de

actividad 7.0 2.8 22.6 20.7 52.4 54.9

preservada*

* Referencia: capacidad relativa del anticuerpo libre 1064 ng/mg

En el caso de los inmunoadsorbentes, la soluciéon de carbofurano se percola a través del
lecho empacado. El analito difunde por los canales y poros de la estructura de silice y
eventualmente entra a un poro con anticuerpo activo, cuyos sitios no han sido aun
ocupados, quedando retenido. La cantidad de anticuerpo presente en cada cartucho fue de
500 pg (esto comprende al MAb que quedd activo y al que se desnaturalizé durante el
proceso de encapsulamiento). Para la prueba de actividad se percolaron en total 300 ng de
carbofurano en 25 mL de PBS al 2 % (v/v) de metanol. Esta cantidad de analito fue
cercana a lo retenido en el caso de los inmunoadsorbentes 5y 6 (279 y 292 ng). Por lo
tanto, el antigeno no estuvo en exceso notable con respecto al anticuerpo que
aparentemente quedd activo en estos ensayos. Por esta razéon se optd por tomar como
referencia de actividad del anticuerpo libre el valor de 1064 ng/mg (Tabla VI.1), que
corresponde a condiciones similares (es decir, cantidad de antigeno adicionado cercana a la

cantidad retenida).

Como se observa, conforme se iban modificando algunas de las condiciones en el proceso
de encapsulamiento, se obtenian IAs con mayor capacidad de retencién. Cabe sefialar que
para el IA 2, se observo la formacidon de un precipitado blanco al momento de encapsular
el MADb, lo que probablemente ocasiond la elevada pérdida de actividad detectada. Por ello,

se decidié no trabajar con este gel.

Durante este trabajo, el anticuerpo monoclonal LIB-BFNB-67 inicialmente adquirido se
termind y fue necesario utilizar diferentes lotes. Afortunadamente estos lotes se
comportaron de manera similar en cuanto a actividad del anticuerpo libre en solucién. Este
hecho es importante ya que una de las mayores preocupaciones cuando se trabaja con
anticuerpos es la falta de reproducibilidad de lote a lote. Las diferencias de actividad inicial
y de durabilidad entre los IAs fueron debidas a que en cada uno se probaron condiciones
diferentes (Tabla VI.3).
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Tabla VI.3. Caracteristicas del proceso sol-gel en la preparacién de IAs.

Tiempo de hidrolisis Tiempo de Tiempo de secado
Inmunoadsorbente i ,
(h) * gelificacion (min) (dias)
1 3 3 9
3 3 2 6
4 4 <1 6
5 4 <1 5
6 4 <1 5

* Este tiempo no incluye los 30 minutos de sonicacion inicial de la mezcla.

La pérdida de actividad de los IAs durante su uso se atribuye principalmente a las

soluciones de elucidon utilizadas ya que, para disociar el complejo antigeno-anticuerpo,

éstas inducen cambios en la conformacion de la biomolécula, la cual no se recupera al 100

% cuando el cartucho se lava con agua y se regenera con PBS.

En la Figura VI.1 se muestra la grafica que representa la estabilidad del ultimo IA

preparado. Sélo se presentan los resultados del ultimo ya que fue el que mas tiempo durd

y con el que se aplicaron las condiciones finales de cada parte del presente estudio

(sintesis e inmunoextraccidon). Se hace notar que, entre cada par de medidas de actividad,

el cartucho se estuvo utilizando en varios ciclos de IE. En la figura VI.2 se ilustra la pérdida

de actividad en funcién del uso del cartucho.
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Figura VI.1. Estabilidad en funcién del tiempo para el Gltimo IA dopado con 500 pg de

anti-carbofurano.
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Figura VI.2. Estabilidad en funcidén del nimero de ciclos de IE para el ultimo IA dopado

con 500 pg de anti-carbofurano.
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6.3 ESTUDIO DE LA INMUNOEXTRACCION DE CARBOFURANO EN LOS CARTUCHOS
CON INMUNOADSORBENTE

En el acondicionamiento, carga y lavado del proceso de inmunoextraccién se utilizé PBS
0.02 M, ya que en estudios anteriores se observo que a concentraciones de amortiguador
entre 0.01 y 0.15 M, la retencién del antigeno para formar el complejo con su respectivo
anticuerpo es maxima y permanece constante!?. Los anticuerpos requieren condiciones
similares a las de su medio natural (pH cercano a 7 y fuerza idénica elevada) para desplegar

su actividad bioldgica.

Debido a la limitada disponibilidad de la muestra, los ensayos que se realizaron para la
optimizacion de condiciones y para el tratamiento estadistico fueron con 2 mL de extracto
en la solucién de carga, en lugar de utilizar un extracto completo (4 mL) para cada
experimento. Es importante mencionar que, al utilizar un extracto de tejido blanco dopado
con carbofurano en el proceso de inmunoextraccién, se observd una disminucion en la
capacidad de retencion del IA, comparada con lo obtenido usando muestras sintéticas (con
sOlo agua, amortiguador y 2 % de MeOH). Es evidente que, a pesar de la proclamada
selectividad de los MAbs, cuando se tratan muestras complejas que contienen una gran
cantidad y variedad de compuestos, algunos de éstos pueden bloquear los sitios activos o
inducir cambios conformacionales en la biomolécula, provocando la disminucion de los

sitios de interaccion disponibles para el analito-antigeno.

Durante la etapa de carga de la muestra ocurre un proceso conocido como analisis frontal.
A medida que la muestra es percolada por el IA, el analito disuelto va ocupando los sitios
de adsorcion disponibles. Las moléculas que no encuentran un sitio libre contindan
avanzando a lo largo del lecho empacado, generandose asi un frente de migracion del
soluto, el cual se dispersa o ensancha a medida que avanza. En el caso de los IAs, la
velocidad de migracidn del frente depende fundamentalmente de la cantidad de sitios de
adsorcién. Cuando el frente emerge del cartucho tiene una forma sigmoidal que se
caracteriza por tres puntos: el punto de fuga (Vf), que corresponde al volumen en el cual
el soluto comienza a emerger del cartucho; el punto estequiométrico (Ve), indicador del
nimero de sitios activos de adsorcidon que existen en el IA; y por Ultimo el punto de
saturacién (Vs) que corresponde a un volumen de muestra después del cual ya no se

retiene soluto en el IA porque todos los sitios activos estan ocupados (ver Fig. VI.3).
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En este trabajo no se trazaron los frentes de migracién del analito durante la carga porque
hubiera sido necesario percolar una solucién mucho mas concentrada del analito (del orden
de pg/mL) para poder detectar el frente. Ademas si consideramos que el volumen de fuga
depende de la concentracion del compuesto en el influente, es obvio que este método no
es representativo de una muestra real en la cual se esperan muy bajas concentraciones del

carbofurano (ng/mL)

El lavado tiene como funcidén tanto eliminar compuestos residuales de la matriz de la
muestra, como iones inorganicos provenientes del PBS de la solucidon de carga que hayan
quedado adsorbidos no especificamente en la superficie del soporte o en alguna parte del
anticuerpo que no sea el sitio activo. Es importante mencionar que el lavado debe eluir
estos compuestos sin provocar la disociacién del complejo formado por el anticuerpo y el
antigeno. Otra funcién del lavado es evitar que las sales de fosfato precipiten debido al
disolvente organico en el eluyente, ya que estos precipitados pueden provocar que los

filtros que retienen el empaque se tapen ocasionando pérdida de permeabilidad.

En esta etapa se probaron mezclas MeOH-agua (5 mL) desde 15 hasta 35 % de disolvente
organico con el fin de obtener, en el paso siguiente, un eluato mas limpio y por lo tanto
cromatogramas con menos interferencias; sin embargo, las diferencias entre los
cromatogramas no fueron notorias. Un punto importante fue que, a pesar del alto
porcentaje de metanol, no se produjo fuga del carbofurano utilizando soluciones de lavado

con una concentracién menor al 35 % de disolvente organico. Por otra parte, se decidid
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incluir un lavado con agua (2 mL) antes del lavado con la mezcla MeOH-agua, para

desalojar primeramente a las especies idnicas.

El inmunoadsorbente con el que se probaron los lavados mostré una pérdida de actividad
muy rapida, por lo que se optd por hacer lavados con PBS 0.02 M - MeOH 80:20 (v/v) vy
con agua pero los resultados no fueron satisfactorios. También se probaron lavados con
mezclas de PBS-MeOH 96:4 (v/v) y lavados con solo PBS (30 y 60 mL), sin embargo, a
pesar de los diferentes volimenes usados en los lavados, los resultados no presentaban
mucha diferencia. Finalmente, se decidié dejar el lavado con 5 mL PBS - MeOH 96:4 (v/v)
para no alargar demasiado el tiempo de analisis con grandes volimenes de lavado y para

no someter al anticuerpo a condiciones mas agresivas durante esta etapa.

La etapa de la elucidon es la mas critica, por lo que posteriormente se presentaran y
discutiran los resultados. Después de la elucidn, los cartuchos de IA se lavaron con 10 mL
de agua para eliminar residuos de disolvente orgdnico proveniente de la solucion de

elucion y 15 mL de PBS 0.02 M para dejar al anticuerpo en un estado favorable.

Todas las etapas del proceso de inmunoextraccidon se llevaron a cabo a una velocidad de
flujo de 1 mL/min, ya que se ha observado en trabajos anteriores que la retencion
disminuye si se utilizan flujos mayores en la etapa de carga. Esto significa que
probablemente la cinética de formacion del complejo anticuerpo-antigeno no es muy

rapida.

El IA se dejé en PBS 0.02 M después de cada uso, ya que durante el proceso de
inmunoextraccién la biomolécula sufre cambios en su configuracion y debe recuperar su
forma activa para poder retener al carbofurano en un nuevo ciclo de adsorcion-
desadsorcién. Manteniendo el IA en reposo durante la noche se asegura un funcionamiento
adecuado. Si el IA se usa continuamente sin reposo, la respuesta ante el antigeno varia,

esto es, se observa la disminucidn en la retencidn del analito.

Con la optimizacidon del proceso de inmunoextraccion se buscod asegurar que el antigeno
(carbofurano) formara el complejo con el anticuerpo bajo las mejores condiciones y
eliminar las interacciones no especificas con el soporte de silice. Para corroborar que
efectivamente no habia interaccidon entre analito-soporte se realizaron ensayos en geles
blanco. En lo que se refiere a la caracterizacidon del comportamiento de los IAs, se puede
decir que los factores que limitan la retencion especifica del analito son: la actividad inicial
del anticuerpo, el grado de desnaturalizacion de esta biomolécula en el IA, la estructura
porosa del material y la homogeneidad del empaque. Las dos ultimas determinan la
velocidad de difusién del soluto en el gel y por lo tanto contribuyen a la cinética del

proceso adsorciéon-desadsorcion.
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6.3.1 Optimizacion de la eluciéon

Para disociar el complejo antigeno-anticuerpo y recuperar cuantitativamente al analito, es
necesario alterar drasticamente el medio en el que se encuentra la biomolécula y asi

inducir un cambio temporal en su conformacion.

Primero se probaron eluyentes poco agresivos, como la mezcla de acido citrico a pH 2 con
metanol al 10 % (50 mL). En este caso, el analito sélo pudo ser recuperado
cuantitativamente cuando la actividad del anticuerpo encapsulado habia decaido
notablemente por el uso repetido del cartucho en multiples ciclos de adsorcion-
desadsorcién; sin embargo, al ensayar un cartucho recién preparado, la recuperacion del

carbofurano fue solo parcial.

Posteriormente, se ensayaron mezclas de agua con MeOH aumentando progresivamente la
concentracion de disolvente organico. Se observd que a partir de un contenido de 64 % de
MeOH la cantidad de carbofurano recuperado permanecia constante, por lo que esta
composicion fue el mejor compromiso, ya que permitié la desadsorcion total del analito y el
anticuerpo mantuvo suficiente actividad para poder seguir utilizando el mismo cartucho por

al menos 33 ciclos mas.

6.4 CONCENTRACION, LIMPIEZA Y ANALISIS EN LINEA DEL ELUATO OBTENIDO
EN LA INMUNOEXTRACCION

La determinacidn de compuestos traza en muestras bioldgicas es uno de los mas grandes
retos para el quimico analitico. En primer lugar, la cantidad de muestra disponible puede
ser muy limitada, lo que significa que la cantidad absoluta de analito es muy pequefia y
por lo tanto se requiere un método muy sensible para su determinacién. Este es el caso en
el presente trabajo, donde la muestra es un pequefio corte o cono de tejido epitelial

cérvico-uterino.

En segundo lugar, las muestras bioldgicas son sumamente complejas ya que estan
constituidas por una gran cantidad y variedad de compuestos, que cubren una gama
amplia de polaridades, tamafios e hidrofobicidad. De hecho, la limpieza de la muestra
empieza desde la obtencion del extracto, pues dependiendo del disolvente utilizado se
extraeran una mayor o menor cantidad de compuestos. Las condiciones utilizadas para la
obtencidn del extracto de tejido permitieron aislar solamente la fraccién mas polar (soluble
en metanol); aun asi, la solucién resultante era todavia demasiado compleja para su
analisis directo por cromatografia de liquidos. Estas condiciones fueron establecidas en un

trabajo anterior®*® donde ya se habia abordado el problema objeto de esta investigacion;
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sin embargo, en dicho trabajo no se logrd alcanzar la selectividad necesaria y no fue
posible determinar confiablemente al carbofurano en las muestras (ver secciéon 3.5.2 del
capitulo de Antecedentes). Para solucionar este problema, hemos incluido en la presente
propuesta el paso de inmunoextraccién como parte integral del procedimiento de

preparacion de muestra.

Aunque idealmente el inmunoadsorbente deberia sélo retener al analito, la alta
concentracién de muchos otros compuestos en el extracto de tejido promovio la adsorcion
no especifica de una fraccion de ellos en el soporte de silice o sobre las propias moléculas
de anticuerpo. Como se menciond en una seccion anterior, el lavado del cartucho no
permitié eliminar completamente esas interferencias. Cabe sefialar que el lavado de un IA
tiene la limitante de que sélo pueden utilizarse soluciones no agresivas para la
biomolécula, lo que hace que sea poco eficaz cuando existen interacciones no especificas

relativamente fuertes entre algunos compuestos de la muestra y el soporte.

Por otra parte, para recuperar cuantitativamente al analito retenido en el IA, fue necesario
un volumen de 8 mL del disolvente de elucién. Suponiendo que las muestras de tejido
estuvieran contaminadas con carbofurano, la cantidad esperada no rebasaria mas alla de
unas decenas de nanogramos, por lo que la concentracién de plaguicida en el eluato seria
sumamente baja. Esto descartaba la posibilidad de analizarlo por inyeccion directa en el
sistema CLAR-UV. Para alcanzar la sensibilidad requerida en el analisis de estas muestras

era necesario trabajar con todo el eluato.

Por las razones antes expuestas se decidié complementar la inmunoextraccién con una EFS
en linea, utilizando una precolumna de fase reversa polimérica. Bajo condiciones
apropiadas, el eluato completo puede cargarse en la precolumna para reconcentrar el
analito. Ademas se pueden incluir lavados adicionales de ésta para continuar eliminando
interferentes de la matriz de la muestra. Finalmente, la precolumna se acopla en linea con

la columna analitica para la separacion y el andlisis de la muestra concentrada y purificada.

Los sistema EFS-CLAR en linea son una de las soluciones mas poderosas para el
enriquecimiento de compuestos traza y permiten alcanza una gran sensibilidad en los
analisis. En los incisos siguientes se describen los ensayos realizados para poner a punto

esta metodologia y los resultados obtenidos.

6.4.1 Comprobacion de la ausencia de fuga en la precolumna durante la carga

Para determinar el volumen de fuga del carbofurano en la precolumna, se utilizé el método

basado en cargas sucesivas de una cantidad constante del analito disuelto en volimenes
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crecientes de las disoluciones de elucién que se utilizaron en la etapa de inmunoextraccion.

Las soluciones que se probaron fueron:

1. Acido citrico (pH=2.0) - MeOH (90:10 v/v)
2. MeOH - H,0 (64:36 v/v)

Esta ultima solucidén (8 mL) fue previamente diluida con agua para reducir la concentracidon

del disolvente organico hasta aproximadamente 10 % (v/v).

Inicialmente se inyecté un estadndar de carbofurano de concentracion conocida, el cual
sirvié de referencia para los ensayos posteriores. La disminucién en el area del pico

obtenido al eluir la precolumna cargada indica que se ha rebasado el volumen de fuga.

Los ensayos realizados mostraron que el volumen de fuga del carbofurano en las dos
disoluciones era mayor a 50 mL. No se probaron volimenes mayores ya que para los fines
de este trabajo, s6lo se requeria comprobar la ausencia de fuga durante la carga de los

eluatos completos en la precolumna.

6.4.2 Optimizacion del paso de limpieza de muestra

Como ya se ha comentado, la inmunoextraccion permite eliminar muchos de los
interferentes presentes en las muestras, pero puede no ser suficiente en el caso de
muestras muy complejas. En efecto, entre la gran variedad de componentes de dichas
muestras, algunos pueden establecer interacciones muy fuertes con el soporte del IA por lo
que no alcanzan a ser desorbidos durante el lavado del cartucho. Estos interferentes se

encontraran entonces presentes en el eluato junto con el compuesto de interés.

Cuando el eluato es cargado en la precolumna de fase reversa, con el objeto de concentrar
al analito, también se concentraran los compuestos que lo acompanan. En consecuencia, el
cromatograma obtenido al eluir la precolumna en linea con la columna analitica, puede
presentar una serie de picos debidos a esos compuestos que dificultaran o impediran la
deteccion y la cuantificacion del compuesto de interés. Para estimar en qué medida se
presentaban estos problemas con las muestras en estudio, se realizé un ensayo con 1 mL
de extracto de tejido biolégico blanco. La inmunoextraccion se llevo a cabo de acuerdo con
las condiciones finales establecidas (detalladas en la parte experimental de este trabajo).
Los efluentes (carga + lavado) y el eluato del cartucho fueron colectados y ambos se
cargaron en precolumnas de fase reversa y se analizaron en linea. La figura VI.4 muestra
los cromatogramas obtenidos. Cabe mencionar que en este caso las precolumnas sélo

fueron lavadas con 6 mL de agua después de la carga de los efluentes o el eluato.

56



(a)

40

30

mVolt

20

10

Time (min)

50

(b)

40

30

mVolt

20

10

0 \ \ \ \
10 20 30 40

(@}

Time (min)

Figura VI.4. Cromatogramas obtenidos del analisis de los efluentes (a) y el eluato (b) del
cartucho de inmunoextraccidon. Muestra: 1 mL de extracto de tejido epitelial cérvico-
uterino. Condiciones de analisis: carga de efluentes, o eluato diluido con agua, en
precolumna (20 x 2 mm D.I.) de fase reversa PLRP-S, 5 um; lavado con 6 mL de agua;
elucion en linea con la columna (150 x 4.6 mm D.I.) de fase reversa Hypersil ODS, 5 uym,
usando la fase movil ACN-H,0 23:77 (v/v) a flujo de 1 mL/min; deteccion UV a 280 nm.
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El cromatograma de los efluentes muestra claramente la complejidad del tejido bioldgico,
gue genera seflales muy grandes a lo largo del cromatograma, pero sobre todo al inicio.
Por las propiedades de la columna utilizada (fase reversa) se deduce que los interferentes
mas importantes son compuestos de polaridades media y alta, con hidrofobicidad entre
baja y media. El cromatograma del eluato es un buen ejemplo de la selectividad de la
inmunoextraccidon. En éste sélo se observa una sefial muy disminuida de uno de los picos
principales de los efluentes, pero aun persiste un pico de matriz importante al inicio del

cromatograma.

Cabe sefialar que para apreciar los grandes picos del cromatograma de los efluentes, en la
Fig. VI.4 se utilizd una escala muy comprimida, es decir, una muy baja sensibilidad. Por
ello, aunque aparentemente el cromatograma del eluato es muy limpio a los altos tiempos
de analisis, donde eluye el carbofurano, esto no era suficiente para alcanzar a detectar
inequivocamente y cuantificar con precisidon cantidades del plaguicida inferiores a la
centena de nanogramos. Para ilustrar esto, en la Figura VI.5 se presenta el mismo
cromatograma del eluato en una escala expandida y se compara con el cromatograma de

un estandar de carbofurano inyectado directamente (cantidad inyectada ~100 ng)

Con el fin de incrementar el grado de limpieza de la muestra, se decidié hacer lavados mas
enérgicos de la precolumna, una vez cargado el eluato del cartucho de inmunoextraccién.
La fase reversa polimérica, con la que estd empacada la precolumna, es un material muy
resistente que tolera soluciones de pH extremo (desde 0 a 14). Considerando que los
carbamatos no son estables en medios muy basicos o muy acidos, pero resisten bien un

pH moderadamente alcalino, se optd por utilizar una soluciéon de amoniaco en el lavado.

El protocolo de lavado finalmente establecido para la precolumna fue el siguiente:
= 5 mL de ACN-H,0 5:95 (v/v)
= 2 mL de NH4,OH 0.01 M ajustado a pH 11

= 3 mL de agua

El lavado final con agua tuvo por objeto eliminar la solucion basica del volumen intersticial
de la precolumna, para evitar que pudiera ocasionar dafos a la columna analitica en la
etapa del acoplamiento y en el andlisis en linea. En la Figura VI.6 se muestra el
cromatograma obtenido del andlisis de 2 mL de extracto de tejido blanco sometido a
inmunoextraccidon, carga en precolumna con los correspondientes lavados y elucion en
linea. Se incluye también el cromatograma del estdndar de carbofurano inyectado (~100

ng) como referencia de comparacion.
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Figura VI.5. Cromatograma obtenido del andlisis del eluato del cartucho de
inmunoextraccién en una escala expandida (a) y, como referencia, cromatograma del
analisis de un estdndar de carbofurano inyectado directamente (104 ng) (b). Otras

condiciones como en la Fig. VI.4.
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Figura VI.6. Cromatograma obtenido del andlisis del eluato de un extracto de tejido
blanco (a) y de un estandar de carbofurano inyectado (b). Otras condiciones como en la

figura VI.4, excepto: muestra 2 mL de extracto y fase mdvil ACN-H,0 21:79 (v/v)
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En la Fig. VI.6 el volumen de extracto de tejido analizado fue el doble que en la Fig. VI.5; a
pesar de ello, el cromatograma es mucho mas limpio y el pico de matriz inicial es
considerablemente mas pequefo, gracias al lavado de la precolumna con las soluciones
antes indicadas. La consecuencia importante de ello es que la sefial de fondo a los tiempos
de analisis mayores es menos intensa, lo que hace factible la deteccion de cantidades mas

pequefias de analito.

6.5 EVALUACION ESTADISTICA DEL METODO ANALITICO DESARROLLADO PARA
DETERMINAR CARBOFURANO EN MUESTRAS DE TEJIDO DE EPITELIO CERVICAL

Una vez establecido el método, se realizé la validacion del mismo. Para ello se utilizaron
muestras de tejido provenientes de personas no expuestas al plaguicida. Los extractos
metandlicos se doparon con diferentes cantidades del analito en el intervalo de 20-150 ng.
Luego se sometieron a una filtracion previa para eliminar cualquier particula sdlida
suspendida, que podria ocasionar la oclusion de los filtros del cartucho de
inmunoextraccion o de la precolumna. Para esta operacidn se utilizaron filtros desechables
para muestra con membrana de nylon. Finalmente se aplico el tratamiento descrito en las

secciones anteriores a cada muestra.

6.5.1 Linealidad del método

En la Fig. VI.7 se presentan los resultados del anélisis de los extractos de tejido blanco
dopados con diferentes cantidades de carbofurano. La grafica de Cantidad recuperada Vs
cantidad adicionada muestra claramente que el Ultimo punto no estd comprendido en el
intervalo de linealidad del método. Esto se debe a que el cartucho de inmunoextraccion con
el que se realizaron estos experimentos ya habia sido usado previamente en varios ciclos
de adsorcion-desadsorcion (aproximadamente 10); en consecuencia, su capacidad de
enlazamiento ya habia disminuido debajo de 150 ng. El problema no se considerd grave

|ll

pues dificilmente podria esperarse que una muestra “real” (tejido de persona expuesta al
plaguicida) estuviera contaminada con cantidades de carbofurano superiores a la centena

de nanogramos.
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Figura VI.7 Resultados del andlisis de extractos de tejido blanco dopados con diferentes

cantidades de carbofurano.

Para el tratamiento estadistico de los datos se descarté el punto que corresponde a la
muestra dopada con 150 ng de carbofurano. La ecuacién de regresion lineal y el coeficiente

de correlacion obtenidos con los 4 datos restantes fueron:

y = 0.990 x + 0.955 (E-1)
P = 0.998

Donde “y” es la cantidad recuperada y “x” es la cantidad adicionada. La ordenada al origen
y la pendiente de la ecuacién E-1 son buenos indicadores de la calidad del método analitico
desarrollado. Una ordenada al origen estadisticamente igual a cero indica que el método no
presenta errores sistematicos. Una pendiente estadisticamente igual a uno demuestra que
no hay pérdidas (o ganancias) de analito durante las diferentes etapas del método y por lo
tanto éste es exacto. Con base en lo anterior, las pruebas de hipdtesis realizadas sobre la

ordenada al origen (a) y la pendiente (b) de la recta de regresion fueron:

Ordenada al origen
Hipoétesis nula Hy: a=0

Hipdtesis alterna Hy: a+#0

Pendiente
Hipoétesis nula Hy: b=1

Hipétesis alterna Hy: b#1
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Los resultados del analisis estadistico se presentan en la tabla VI.5

Tabla VI.5 Resultados de las pruebas de hipdtesis sobre la ordenada al origen y la
pendiente de la recta de cantidad recuperada Vs Cantidad analizada (n=4). Nivel de

confianza a = 0.05

Parametro t calculada t critica Decision
a 0.62 3.18 Aceptar Ho
b -0.34 3.18 Aceptar Ho

Los resultados anteriores demuestran que existe una relacion lineal entre la cantidad de
analito presente en la muestra y la cantidad determinada por el método en el intervalo de
20 a 80 ng de carbofurano. En este intervalo, el método no presenta errores sistematicos y

es exacto.

Con el fin de confirmar la exactitud del método y evaluar su precision a bajos contenidos
de analito en las muestras, se realizd el analisis de 7 porciones de 2 mL de extracto de
tejido cervical dopadas con 40 ng de carbofurano. Los analisis se efectuaron en diferentes

dias. Los resultados obtenidos se presentan en la Tabla VI.6

Como se menciond en la parte experimental, debido a la limitada disponibilidad de
muestras (cortes de tejido cérvico-uterino), el extracto obtenido de cada una se dividié en
dos partes, con el fin de contar con suficiente material para llevar a cabo todo el trabajo
que implicé esta investigacion: establecimiento del método, optimizacién y evaluacion. Por
esta razén, los 7 andlisis reportados en la Tabla VI.6 no corresponden a 7 tejidos

diferentes, sino a 5.

Se realizd la prueba de hipotesis sobre la media con el fin de avalar la exactitud del

método en el analisis de muestras conteniendo la misma cantidad de carbofurano (40 ng)

Hipétesis nula Hp: X =

Hipdtesis alterna Hy: x #

En la Tabla VI.7 se presenta el resultado de la prueba de hipdtesis y en la Tabla VI.8 se

reporta el intervalo de confianza para este analisis
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Tabla VI.6 Estudio de repetibilidad del método.
Analisis de 7 fracciones de 2 mL de extracto de tejido blanco

fortificadas con carbofurano (40ng).

No. de muestra * ng recuperados
Carbofurano

42.04
2 41.65
2a 35.75
45.33
4 37.50
4a 42.06
37.47
X 40.26
S 3.41
Ccv 8.47

% R 100.65 %

s = desviacidon estandar; CV = Coeficiente de variacion; % R = Recuperacién promedio
* La notacion “a” para un mismo numero de muestra indica una segunda fraccién de

extracto del mismo tejido analizada.

Tabla VI.7 Andlisis estadistico de la exactitud del método.

Donde n=7 y Nivel de confianza a=0.05

Parametro T calculada T critica Decision

X 0.20 2.45 Aceptar H,

Tabla VI.8 Intervalo de confianza para la determinacion de carbofurano (40 ng) en

extractos de tejido cérvico-uterino. Nivel de confianza a=0.05

Intervalo de confianza
Analito Intervalo de confianza ;
%o recuperacion
Carbofurano 37.1<ng recuperados<43.4 92.8<%R<108
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Estos resultados demuestran que el método permite cuantificar con exactitud cantidades
del orden de 40 ng de carbofurano en 2 mL de extracto de tejido cérvico-uterino, lo que
equivale a una concentracién de carbofurano de 20 ng/mL (6 20 ppb) en el extracto. En lo
que se refiere a la precision, el coeficiente de variacion obtenido se considera excelente
para un analisis tan complicado como es la determinacién de trazas de un plaguicida en

muestras bioldgicas.

Los resultados de la Tabla VI.6 permitieron estimar estadisticamente el Limite de Deteccion
del Método (LDM). La estimacion del LDM se baso en el criterio recomendado por la EPA
para el andlisis de contaminantes en muestras ambientales (muestras de agua

principalmente). Segun este criterio, el LDM se calcula por la siguiente relacion:

LDM =t (0.01,n-1) *s

Donde: “t.01,n-1)” €S la "t” de Student (prueba de una cola) para un nivel de confianza del
1 % con n-1 grados de libertad y “s” es la desviacion estandar obtenida en el andlisis de al
menos 7 muestras blanco, fortificadas con el analito a niveles no superiores a 10 veces el

valor del LDM esperado. El LDM estimado con los resultados de la Tabla VI.6 es:

LDM = 3.14 * 3.41 = 11 ng

Esta cantidad equivale a una concentracién de carbofurano de 5.5 ng/mL en el extracto de
tejido. Cabe sefalar que no se llevé a cabo un analisis de muestra dopada con carbofurano
a estos niveles de concentracién, por lo que el valor obtenido para el LDM debe

considerarse s6lo como una estimacion.

6.5.2 Aplicacion del método

El carbofurano, como ya se ha mencionado anteriormente, es un plaguicida de la familia de
los carbamatos ampliamente utilizado en México como insecticida, nematicida y acaricida
en una gran variedad de cultivos. Este plaguicida actia como inhibidor de la
acetilcolinesterasa y aunque no presenta bioacumulacion, sus efectos toxicos en mamiferos
por inhalacién, ingestibn o contacto directo a través de la piel, han sido bien
documentados. A pesar de que no se ha establecido un efecto mutagénico o carcinégeno
del carbofurano, se sospecha que esta sustancia pueda estar relacionada con la alta
incidencia de cancer cérvico-uterino observada en mujeres campesinas de algunas

regiones del pais.
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Por esta razén, el método desarrollado se aplicd en el andlisis de algunas muestras de
tejido provenientes de mujeres expuestas al plaguicida, a las cuales se les habian

detectado anomalias en el epitelio cérvico-uterino mediante analisis clinicos.

Se analizaron 8 muestras y en ninguna se confirmo la presencia de carbofurano. En la
figura VI.8 (a), (b) y (c), se presentan algunos de los cromatogramas obtenidos. La
composicion de la fase mévil empleada fue la misma que en los experimentos de la Fig.
VI.6 y bajo estas condiciones el carbofurano eluye en un tiempo de retencién cercano a los
30 min. En estos analisis, como en el resto del trabajo, se utilizé sélo la mitad del extracto
metandlico obtenido del tejido. La segunda fraccién fue reservada para poder realizar un

analisis confirmatorio en caso necesario.
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Figura VI.8 (a) (b) (c). Cromatogramas obtenidos del analisis de 3 extractos de tejido
cérvico-uterino. Las muestras provenian de tres mujeres expuestas al plaguicida en las que
se detectaron anomalias por analisis clinicos. Condiciones experimentales como en la Fig.
VI.6
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En el analisis de una de las 8 muestras se observo una sefial definida en la zona de elucion
del carbofurano, por lo que se decidié repetir el ensayo pero ahora dopando la segunda
fraccion del extracto con 40 ng del analito. Al analizar la misma muestra dopada se
observaron dos picos en la zona de interés, en vez de un incremento en el tamafno del pico
original como se esperaba. Por lo tanto, se puede afirmar que la sefial inicialmente
observada en la muestra sin dopar no correspondia al carbofurano. En la Fig. VI.9 se
muestran los cromatogramas correspondientes incluyendo el de un estandar de

carbofurano inyectado como referencia.
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Figura VI.9 Andlisis de una muestra de tejido cérvico-uterino y verificacion de la
presencia o ausencia de carbofurano por adicién patrén. (a) estandar de carbofurano, 2
ppm (52 ng inyectados), (b) muestra sin dopar, (c) muestra dopada con 40 ng de
carbofurano. Condiciones experimentales como en la Fig. VI.6. En los cromatogramas del
extracto (b) y (c), la flecha sefiala el pico sospechoso, en el cromatograma del estandar

(a), se aefiala al pico del carbofurano.

Es importante hacer notar que el andlisis de las 8 muestras mediante el método
desarrollado no permite, de ninguna manera, descartar una relacion entre el cancer
cérvico-uterino detectado en las mujeres campesinas y la presencia del carbofurano en el
epitelio cervical. En primer lugar, estas muestras habian sido tomadas mucho tiempo atras
por lo que, aun si hubieran estado inicialmente contaminadas con el plaguicida, éste ya se
habria degradado. En segundo lugar, para descartar o establecer una relaciéon causa-efecto
como la mencionada, se requiere un estudio disefiado cientificamente con un nimero muy
importante de muestras control y muestras de la poblaciéon investigada, lo que obviamente

esta fuera de los objetivos y alcances del presente proyecto.

La importancia principal de los resultados obtenidos en el analisis de las 8 muestras radica
en la impresionante similitud de sus correspondientes cromatogramas. Considerando la
enorme diversidad que existe entre individuos, se podrian esperar notables diferencias en
las seflales observadas. Sin embargo, la gran limpieza de muestra que se logra

conjuntando la inmunoextraccidn y los lavados de la precolumna durante la etapa de EFS,
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lleva a la eliminacidon de la inmensa mayoria de los componentes de la matriz, quedando
muy pocas sefales residuales. Por ello, se puede decir que el método desarrollado es

bastante confiable y muy robusto.

En el caso de muestras sospechosas, como la que se presentd al final, el método de
adicidn patrén de carbofurano a una fraccidn del extracto y repeticién del analisis es una
buena ayuda para descartar falsos positivos, pero no es infalible. Una alternativa que
eliminaria cualquier posibilidad de error seria el uso de un equipo acoplado CL-EM
(cromatografia de liquidos - espectrometria de masas) en vez de un CLAR-UV. No
obstante, dicho equipo tiene un alto costo, requiere de personal altamente especializado
para operarlo y, en consecuencia, muy pocos laboratorios en México cuentan con él. Por
otra parte, las muestras bioldgicas son en general tan complejas que, aun con un CL-EM,

seguiria siendo necesaria una buena limpieza previa del extracto antes del analisis.

El método de preparacion de muestra, desarrollado y propuesto en este trabajo, es sin
duda una de las mejores opciones para el tratamiento de cualquier tejido bioldgico, previo

a la determinacién del analito de interés por un método instrumental.
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VII. CONCLUSIONES

La optimizacidon del método de inmovilizacién del anticuerpo monoclonal LIB-BFNB-67 por
la técnica sol-gel, permitié preservar mas del 50 % de la actividad nativa de esta
biomolécula. Considerando la gran fragilidad de los anticuerpos monoclonales, este
resultado es un logro notable, gracias al cual se pudieron sintetizar inmunoadsorbentes con

una alta capacidad de enlazamiento del analito.

Comparado con el método mas comun de inmovilizacion del anticuerpo por anclaje
quimico, el procedimiento de encapsulamiento sol-gel propuesto es mas sencillo,
reproducible y eficaz. Por ello, requiere una menor cantidad de materia prima (500 pg de
anticuerpo), lo que permite reducir considerablemente el costo de preparaciéon de los

inmunoadsorbentes.

La posibilidad de reuso de los cartuchos de inmunoextraccidon compensa también, en cierta
medida, el alto costo de los anticuerpos. En el presente trabajo, se realizaron 33
experimentos de inmunoextraccién, tanto de muestras sintéticas como de muestras
bioldgicas, con un mismo cartucho a lo largo de un periodo de dos meses. Al final del
estudio, el inmunoadsorbente todavia era capaz de retener un poco mas de 50 ng de

carbofurano, pese a haber perdido 80% de su capacidad de enlazamiento inicial.

La inmunoextraccidon demostréd ser una de las mejores opciones para la preparacion de
muestras ambientales de alta complejidad. Su gran selectividad, basada en el
reconocimiento molecular, permitiéo eliminar muchos interferentes de la matriz bioldgica
estudiada, haciendo factible la deteccion del contaminante de interés. No obstante, la
adsorcidon no especifica de algunos componentes de la muestra sobre el soporte de silice es
inevitable y dificil de eliminar durante la etapa de lavado. Ademas, por la fragilidad de los
anticuerpos monoclonales, no es posible usar un eluyente muy fuerte para recuperar al
analito en un pequefio volumen. Estos factores tienen como consecuencia una disminucion

en la selectividad y sensibilidad.

El método propuesto en este trabajo permitié superar las limitaciones mencionadas, pues
acopla la inmunoextraccidn fuera de linea con un sistema de EFS-CLAR en linea. De esta
manera, se logré determinar carbofurano al nivel de trazas en una matriz muy compleja
(extractos de tejido epitelial cérvico-uterino) con buena precision y exactitud. El limite

estimado de deteccién del método fue de 11 ng de carbofurano en 2 mL de extracto.

Este método puede ser facilmente implementado en cualquier laboratorio analitico, pues
sOlo requiere de instrumentacion convencional (CLAR-UV). Sin embargo, la falta de

cartuchos de inmunoextraccién disponibles comercialmente es la mayor limitante para su
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posible aplicaciéon en un programa de monitoreo rutinario de carbofurano en muestras de

tejido de personas expuestas.

Los excelentes resultados que se obtienen al incluir la inmunoextraccion como parte de las
metodologias analiticas pueden contribuir a cambiar la situacién mencionada, si se logra
atraer el interés tanto de los potenciales usuarios de los métodos (laboratorios analiticos
ambientales y clinicos) como de los fabricantes de fases estacionarias y cartuchos para

EFS.
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