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RESUMEN

La presencia de residuos de antibidticos en alimentos de origen animal es uno
de los problemas mdas importantes y actuales en seguridad alimentaria. Los
medicamentos son utilizados en la produccion animal con fines terapéuticos y
como promotores del crecimiento. El problema surge cuando residuos de estos
antibioticos llegan al consumidor a través de la cadena alimentaria a niveles
perjudiciales para su salud, ya que tienen efectos secundarios al destruir las
bacterias comensales de nuestro intestino y al provocar reacciones alérgicas,
ademas de contribuir a la aparicion de bacterias resistentes.

A efectos normativos, en el reglamento CE No 470/2009 se establecen
procedimientos comunitarios para la fijacion de los limites maximos de residuos
(LMR) de las sustancias farmacoldgicamente activas en los alimentos de origen
animal. Asi, para la mayoria de los antibidticos usados con fines veterinarios y
dependiendo del tejido, el LMR varia entre 5 y 600 pg/kg.

Actualmente, la determinacién de tetraciclinas y sulfonamidas se lleva a cabo,
principalmente, mediante cromatografia liquida (HPLC) con deteccion
fluorescente, UV o por espectrometria de masas (MS). El método es complicado y
sobre todo caro. Ademas, la etapa de preparacion y purificacion de muestra
requerida para obtener un alto grado de pureza es laboriosa, lo que unido a la baja
capacidad de trabajo y el coste de los analisis, hacen que esta metodologia sea poco
adecuada para implementar programas de vigilancia y control que aseguren la
inocuidad de los alimentos. Los métodos de barrido son los utilizados cominmente
para detectar residuos de antibidticos en alimentos previamente al analisis
confirmativo. Estos métodos deben ser semicuantitativos, rapidos, robustos y
relativamente baratos. Entre los métodos de barrido (screening) utilizados para
detectar residuos de antibidticos se encuentran principalmente los cromatograficos,
los microbioldgicos y los inmunolégicos.

Esta Tesis se ha centrado en el desarrollo de inmunorreactivos y sistemas
analiticos de barrido basados en métodos inmunoquimicos (ELISA), dirigida a la
deteccion de residuos de antibidticos en alimentos, concretamente sulfonamidas y
tetraciclinas. Las técnicas puestas a punto permitiran conocer el nivel de residuos
de estos analitos de forma rapida, sensible, economica y fiable, con un tratamiento

de muestra minimo y por personal no cualificado.



En primer lugar, se abordo la sintesis de haptenos para la obtencion de
anticuerpos contra distintos compuestos de la familia de las sulfonamidas y
tetraciclinas. Asi, se sintetizaron diferentes moléculas manteniendo la estructura
base de cada grupo de antibidticos (region constante) y se funcionalizaron con
grupos carboxilo con el fin de obtener los inmundgenos, los conjugados de
tapizado y los trazadores enzimaticos, disponiéndose de los reactivos necesarios
para poner a punto los ensayos. En todos los casos se procedid a obtener
anticuerpos policlonales por inmunizacién de conejos, que han demostrado ser
efectivos y de facil obtencion, tanto en lo que respecta a la técnica operativa como
a los tiempos de respuesta.

Los sueros obtenidos se caracterizaron (sensibilidad y selectividad) mediante
ELISA, estableciendo las concentraciones dOptimas de inmunorreactivos y los
formatos de ensayo. Después de la puesta a punto de varios ensayos se
seleccionaron los mas especificos, dos para sulfonamidas, (sulfatiazol, STZ y
sulfasalazina, SSZ) y uno para tetraciclinas (clortetraciclina, CTC).

Por otro lado, se obtuvieron inmunorreactivos genéricos (baja selectividad)
hacia algunas de las sulfonamidas y tetraciclinas de mayor uso, lo que permitid
desarrollar dos inmunoensayos multirresiduo.

Posteriormente se optimizaron los factores fisico-quimicos que pueden influir
en la interaccidén antigeno-anticuerpo como la fuerza idnica del medio, tiempo de
incubacidn, pH y concentracion de tensoactivos. Los inmunoensayos especificos
mas sensibles presentaron valores de ICsy de 1,6 pg/L para STZ, 0,51 pg/L para
SSZ y 36,40 pg/L para CTC, mientras que en los genéricos la ICsy fue 1,32 pg/L
expresada como equivalentes de STZ y 6,5 pg/L expresada como tetraciclina.
Todos los ELISAs desarrollados para sulfonamidas y tetraciclinas presentaron
buena sensibilidad, a niveles de pg/L, siendo inferiores a los LMRs establecidos
por la legislacion.

Finalmente, se evalud el potencial analitico de los inmunoensayos
desarrollados mediante su aplicacion a la determinacion de residuos de
sulfonamidas y tetraciclinas en miel. Los resultados mostraron recuperaciones
excelentes (recuperacion media, 97%), resultando una metodologia muy
interesante para la implementacion de Planes de Vigilancias, con tratamiento de

muestra minimo.



RESUM

La preséncia de residus d’antibiotics en aliments d’origen animal és un dels
problemes més importants i d’actualitat en seguretat alimentaria. Els medicaments
son utilitzats en la produccid animal per a Gs terapéutic, perd també com a
promotors del creixement. El problema sorgeix quan residus d’aquests antibiotics
arriben al consumidor per mitjans de la cadena alimentaria, a nivells perjudicials
per a la salut, ja que tenen efectes secundaris en destruir els bacteris comensals del
nostre intesti i en provocar reaccions al-lérgiques, a més de contribuir a 1’aparicid
de bacteris resistents.

A efectes normatius, en el reglament CE num. 470/2009 s’estableixen
procediments comunitaris per a fixar els limits maxims de residus (LMR) de les
substancies farmacologicament actives en els aliments d’origen animal. Aixi, per a
la major part dels antibiotics usats amb finalitats veterinaries i, depenent del teixit,
el LMR varia entre 5 i 600 pg/kg.

Actualment, la determinacio de tetraciclines i sulfonamides es porta a terme,
principalment, mitjangant cromatografia de liquids d’alta pressié (HPLC) amb
deteccio fluorescent, UV o per espectrometria de masses (MS). El métode és
complicat i sobretot car. A més, I’etapa de preparacid i purificacido de la mostra
requerida per obtenir un grau alt de puresa ¢s laboriosa, la qual cosa unit a la baixa
capacitat de treball i el cost de les analisis fan que aquesta metodologia siga poc
adequada per a implementar programes de vigilancia i control que asseguren la
innocuitat dels aliments. Els métodes de cribratge son els utilitzats comunament per
a detectar residus d’antibiotics en aliments préviament a 1’analisi confirmativa.
Aquests metodes han de ser semiqiiantitatius, rapids, robustos i relativament barats.
Entre els meétodes de cribratge (screening) utilitzats per a detectar residus
d'antibiotics es troben principalment els cromatografics, els microbiologics i els
immunologics.

Aquesta tesi s’ha centrat en el desenvolupament d’immunoreactius i sistemes
analitics de cribratge basats en meétodes immunoquimics (ELISA), dirigits a
detectar residus d’antibiotics en aliments, concretament sulfonamides i
tetraciclines. Les técniques posades a punt permetran con¢ixer el nivell de residus
d’aquests analits d’una manera rapida, sensible, economica i fiable, amb un

tractament de mostra minim i fet per personal no qualificat.



En primer lloc, es va abordar la sintesi d’haptens per a obtenir anticossos contra
diferents compostos de la familia de les sulfonamides i tetraciclines. Aixi, es van
sintetitzar diferents molécules pero se’n va mantenir 1’estructura base de cada grup
d’antibiotics (regio constant) i es van funcionalitzar amb grups carboxil amb la
finalitat d’obtenir els immunogens, els conjugats de tamisatge i els tracadors
enzimatics, tot disposant dels reactius necessaris per a posar a punt els assajos. En
tots els casos es va procedir a obtenir anticossos policlonals per immunitzacié de
conills, els quals han demostrat ser efectius i facils d’obtenir, tant pel que fa a la
técnica operativa com pel que fa als temps de resposta.

Els sérums obtinguts es van caracteritzar (sensibilitat i selectivitat) mitjangant
ELISA i es van establir les concentracions Optimes d’immunoreactius i els formats
d’assaig. Després de la posada a punt de diversos assajos, es van seleccionar els
més especifics, dos per a sulfonamides (sulfatiazole, STZ i sulfasalazina, SSZ) i
un per a tetraciclines (clortetraciclina, CTC).

Draltra banda, es van obtenir immunoreactius genérics (baixa selectivitat) cap a
algunes de les sulfonamides i tetraciclines més utilitzades, fet que va permetre
desenvolupar dos immunoassajos multiresidu.

Posteriorment, es van optimitzar els factors fisicoquimics que poden influir en
la interaccid antigen-anticos com ara la for¢a ionica del mitja, el temps
d’incubacid, el pH i la concentracié de tensoactius. Els immunoassajos especifics
més sensibles van presentar valors d’ICso d’1,6 ng/L per a STZ, 0,51 pg/L per a
SSZ 136,40 ug/L per a CTC, mentre que en els gencrics la ICsy va ser 1,32 ug/L
expressada com a equivalents de STZ, 1 6,5 pg/L expressada com tetraciclina. Tots
els ELISA desenvolupats per a sulfonamides i tetraciclines van presentar bona
sensibilitat, a nivells de pg/L, i van ser inferiors als LMR establits per la
legislacid.

Finalment, es va avaluar el potencial analitic dels immunoassajos
desenvolupats mitjancant la seua aplicacid6 a determinar els residus de
sulfonamides 1 tetraciclines en mel. Els resultats van mostrar recuperacions
excel-lents (recuperacid mitjana, 97%); per tant, és una metodologia molt
interessant per a la implementacié de plans de vigilancies, amb tractament de

mostra minim.



SUMMARY

The presence of antibiotic residues in food from animal origin is one of the
most important and contemporary problems in food quality and safety control.
Medicines are employed in animal production for therapeutic use and, as growing
promoters. The problem arises when antibiotic residues reaches to the consumer
through food chain, at health harmful levels, since they have secondary effect, they
destroying synergic bacteria in our intestine and provoking allergic reactions.
These effects contribute to the raising of resistant bacteria.

Regarding regulations, in CE regulation No. 470/2009, community procedures
for fixing the maximal residual limits (LMR) of active drug substances in
commodities from animal origin are established. Thus, for most of the employed
veterinary antibiotics, and depending on the tissue, LMR ranges from 5 to 600
ng/kg.

Currently, tetracycline and sulfonamide determination is carried out mainly by
means of liquid chromatography (HPLC) with fluorescent, UV or mass
spectrometry (MS) detection. The method is complicated and expensive.
Furthermore, the step of sample preparation and clean-up required for obtaining a
high purity degree is laborious, and that together with the low rate and high cost of
analyses, imply that this methodology is little adequate for carrying out survey and
control programs that guarantee food safety. Screening methods are commonly
used for detecting residues of antibiotics in food prior to the confirmatory analysis.
These methods must be semiquantitative, rapid, robust and relatively cheap.
Among screening methods employed for detecting antibiotic residues,
chromatographic, microbiologic and immunologic ones are current.

This Thesis has been focused on the development of immunoreagents and
screening analytical systems based on immunochemical methods (ELISA),
addressed to detect antibiotic residues, concretely sulfonamides and tetracyclines,
in food. The set-up techniques will allow to know the level of these substances in a
rapid, sensitive, cost-effective and reliable way, with a minimal sample treatment
and without the need of qualified personnel.

The work was focused first in the synthesis of haptens for raising antibodies
against the different compounds from the sulfonamide and tetracycline families.
Thus, different molecules were synthesized maintaining the structural basis for

each antibiotic group (constant region), and they were functionalized with



carboxylic acid groups in order to obtain immunogens, coating conjugates and
enzyme tracers, to be used for assays setting-up. In all cases, polyclonal antibodies
that have demonstrated to be effective and easy to obtain regarding to both
operative technique and response time, were raised by immunizing rabbits.

The obtained sera were characterized (sensitivity and selectivity) by means of
ELISA, establishing the optimal immunoreagent concentration and assay formats.
After setting up different assays, the most specific ones were selected, two for
sulfonamides (sulfatiazole, STZ and sulfasalazine, SSZ) and one for tetracyclines
(chlortetracycline, CTC).

On the other hand, generic (low selectivity) immunoreagents were raised for
some of the most employed sulfonamides and tetracyclines, allowing for the
development of two multiresidue immunoassays.

Furthermore, the physico-chemical factors that have influence on antigen-
antibody interaction, such as medium ionic strength, incubation time, pH and
surfactant concentration, were optimized. The most sensitive specific
immunoassays showed ICs, values of 1,6 pg/L for STZ, 0,51 pg/L for SSZ and
36,40 pg/L for CTC, while in generic assays ICsy was 1,32 pg/L expressed as STZ
equivalent, and 6,5 pg/L expressed as tetracycline equivalent. All the developed
ELISAs for sulfonamides and tetracyclines showed good sensitivity, at pg/L level,
this being lower than LMRs established in regulations.

Finally, the analytical potential of the developed immunoassays was evaluated
by applying them to the determination of sulfonamide and tetracycline residues in
honey. Results showed excellent recoveries (mean recovery 97%), what makes this
methodology interesting for implementing Survey Plans, with minimal sample

treatment.



Abreviaturas

ABA
AcOEt
AEMA
AESAN

aq

ar

as
ATC
BSA
BTG
CB
cBSA
CDI
CFI
CONA
cone
cOVA
CS
CTC
cv

D2

D4

D5
DAD
DCC
DMAP
DMC

Desplazamiento quimico

Resonancia magnética nuclear de carbono-13
Resonancia magnética nuclear de protén
Absorbancia méxima

Anticuerpo

Aminobenzoico

Acetato de etilo

Agencia europea de medioambiente

Agencia espafiola de seguridad alimentaria y nutricién
Antigeno

Acuoso

Aromatico

Asimétrica

Anhidrotetraciclina

Seroalbumina bovina

Tiroglobulina bovina

Tampon carbonato/bicarbonato sédico 50 mM, pH 9,6
BSA cationizada

Carboxidiimida

Cloroformiato de isobutilo

Conalbiimina

Concentrado

OVA cationizada

Acido 4-(4-amino-bencenosulfonilamino)benzoico
7-Clortetraciclina

Coeficiente de variacion

Doblete

Acido 6-(4-amino-bencenosulfonilamino)nicotinico
Acido 6-(4-amino-bencenosulfonilamino)hexanoico
Acido 4-(4-amino-bencenosulfonilamino)butanoico
Diode array detector / detector de diodos integrados en fila
N,N’-diciclohexilcarbodiimida
4-Dimetilaminopiridina

Demeclociclina



Abreviaturas

DMF
DMSO
DR
DXC
DXR
EDTA
EFSA
ELISA

EtOH
FAO

FLD
GAR-HRP

GC
HCH
HPLC

HRP
ICso

IE
IR

LC
LD
LMR
LPH

m/z
mAbs

N,N’-dimetilformamida

Dimetilsulfoxido

Daunorubicina

Doxiciclina

Doxorubicina

Acido etilendiaminotetracético

Autoridad europea de seguridad alimentaria
Enzyme-linked immunosorbent assay / inmunoensayo
enzimatico en fase heterogénea

Etanol

Organizacion de las naciones unidas para la agricultura y
la alimentacién

Fluorescent daylight / luz fluorescente
Inmunoglobulina G de cabra anti-conejo marcada con
HRP

Gas chromatography / cromatografia de gases
Hemocianina del cangrejo de herradura

High performance liquid chromatography / cromatografia
liquida de alta eficacia

Enzima peroxidasa de rdbano picante

Concentracion de analito que inhibe 50% de los sitios
especificos de union del anticuerpo

Impacto electréonico

Infrarrojo

Constante de acoplamiento (RMN)

Keyhole limped hemocyanin / hemocianina del molusco
Megathura crenulata

Liquid chromatography / cromatografia liquida
Limite de deteccion

Limite maximo de residuo

Hemocianina de Limulus polyphemus

Multiplete

Relacion masa/carga

Anticuerpos monoclonales



Abreviaturas

MC
MeOH
MNC

MRPL
MS
NCS
NHS
NS
OIE
OMS
OPD
OTC
OVA
pAbs
PBS

PBS-T
ppm
PS
PSTZ

quint

rAbs
RC

R¢
RIAs

RMN
RSA
RTC

Metaciclina

Metanol

Minociclina

Masa molecular relativa

Limites minimos de funcionamiento exigido
Espectrometria de masas
N-clorosuccinimida

N-hidroxisuccinimida
4-Amino-N-(4-nitro-fenil)-bencenosulfonamida
Organizacion mundial de la sanidad animal
Organizacion mundial de la salud
o-Fenilendiamina

Ogxitetraciclina

Ovoalbumina

Anticuerpos policlonales

Tampdn fosfato salino (10 mM fosfato, 137 mM NaCl,
2,7 mM KCl, pH 7,4)

PBS conteniendo 0,05% v/v de Tween 20
Partes por millon

Acido 3-{3-[6-(4-amino-bencenosulfonilamino)-4-metil-
piridin-3-ilazo]-4-hidroxi-fenil } propioénico
N’-ftalilsulfatiazol

Cuadruplete

Quintuplete

Recuperacion

Anticuerpos recombinantes

Reactividad cruzada

Intervalo de trabajo

Factor de retencion

Radioinmunoensayos

Relacion molar

Resonancia magnética nuclear

Albumina de suero de conejo
Rolitetraciclina



Abreviaturas

SA1

SA2
SA3
SA4

SAS

SA6

SAM
SAN
SCP
SDM
SDX
SDZ
SG
sim
SIM
SMM
SMP
SMR
SMT
SMX
SMZ
SOX
SP
SPE
SPR

SPFIA

SQX

Singlete

Acido 5-[6-(4-aminobencenosulfonilamino)piridin-3-il]-2-
metilpentanoico

Acido 5-[4-(amino)fenilsulfonamida]-5-oxopentanoico
Acido 5-(4-{[(4-clorofenil)amino]sulfonil } fenil)pentanoico
Acido 5-[(4-{[(4,6-dimetilpirimidin-2-il)amino]sulfonil }
fenil)amino]-5-oxopentanoico

Acido 5-[(4-{[(6-cloropiridazin-3-il)amino]sulfonil } fenil)
amino]-5-oxopentanoico

Acido 5-0x0-5-(4- {[(piridin-2-ilamino)sulfonil |fenil}
amino)pentanoico

Sulfacetamida

Sulfanilamida

Sulfacloropiridazina

Sulfadimetoxina

Sulfadoxina

Sulfadiazina

Sulfaguanidina

Simétrica

Sulfisomidina

Sulfamonometoxina

Sulfametoxipiridazina

Sulfamerazina

Sulfametizol

Sulfametoxazol

Sulfametazina o sulfadimidina

Sulfisoxazol

Sulfapiridina

Solid phase extraction / extraccion en fase solida

Surface plasmon resonante / resonancia de plasmon
superficial

Solid-phase fluorescence immunoassay / inmunoensayo
fluorescente en fase sdlida

Sulfaquinoxalina



Abreviaturas

SSZ
STI
STZ

TBA
TC
TFA
TFAA
TLC

tr

TS

Tween 20
UV-VIS

Sulfasalazina

Inhibidor de tripsina de soja

Sulfatiazol

Triplete

Tributilamina

Tetraciclina

Acido trifluoroacético

Anhidrido trifluoroacético

Thin layer chromatography / cromatografia en capa fina
Tiempo de retencion

Acido [2-(4-amino-bencenosulfonilamino)-1,3-tiazol-4-
ilJacético

Polioxietilensorbitan monolaurato

Ultravioleta visible

Frecuencia de estiramiento
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Introduccion

1.1. CARACTERISTICAS GENERALES DE LOS ANTIBIOTICOS

El empleo de agentes farmacologicos en el tratamiento de infecciones se
remonta al siglo V a.C., cuando en China se utilizé la céscara enmohecida de la
soja en el tratamiento de carbuncos, forinculos e infecciones similares. En el afio
1877, Pasteur y Joubert reconocieron las potencialidades clinicas de los
microorganismos como agentes terapéuticos. Ehrlich fue el primero en formular los
principios de la toxicidad selectiva y en reconocer las relaciones quimicas
especificas entre los parasitos y los medicamentos, el desarrollo de resistencia a
medicamentos en los parasitos y el papel de la terapéutica combinada para
combatir dicha resistencia. Los experimentos de Ehrlich en la primera década del
siglo XIX condujeron al descubrimiento de las arsfenaminas, primer triunfo
importante de la quimioterapia planeada. Este descubrimiento influyd
posteriormente en Alexander Fleming, el cual en 1928 descubrio la penicilina.

La terapéutica antimicrobiana moderna se inicia en 1934 con la descripcion de
Domagk sobre la efectividad de la primera sulfonamida en el tratamiento de las
infecciones experimentales por estreptococos.

El progreso mas significativo se produjo cuando Ron Waksman aislo la
actinomicina, la estreptotricina (1942) y la estreptomicina (1944), bautizando estos
compuestos como antibidticos. Puede decirse que la “Edad de Oro” de los
antibidticos comienza en 1941 con la produccion de la penicilina a gran escala y su
utilizacion con buenos resultados en ensayos clinicos’. A partir de este momento se
inicia el desarrollo de un numeroso grupo de compuestos que actlian como
antimicrobianos.

Desde los afios 80, la industria farmacéutica se dedica a modificar moléculas ya
conocidas con el fin de cambiar su espectro de accidon y cualidades farmacologicas
(absorcion oral, vida media mas prolongada, mejor distribucion, etc.).

El estado actual de la terapia antimicrobiana indica que, a pesar de la variedad
de productos desarrollados, aun existen dificultades serias para el manejo de las
infecciones bacterianas producidas por microorganismos resistentes a los mismos,
necesitandose nuevos compuestos capaces de superar dichas resistencias.

Segtiin la definicion de la Real Academia Espafiola, un antibidtico es una
sustancia quimica producida por un ser vivo o fabricada por sintesis, capaz de

paralizar el desarrollo de ciertos microorganismos patégenos debido a su accion
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bacteriostatica, o de causar la muerte de los mismos debido a su accidn bactericida.
Posteriormente, este término se amplio para incluir compuestos sintéticos, como las
sulfonamidas y las quinolonas, que presentan también actividad antibacteriana®’.
La antigua clasificaciéon, que aun no ha sido abandonada, reserva el término
“antibidtico” a compuestos naturales o semisintéticos que actuan sobre los
organismos patdgenos por muy distintos mecanismos, mientras que denomina
“quimioterapicos” a los compuestos de origen sintético que presentan actividad
antibacteriana’. La terminologia aqui empleada sera la de denominar “antibiético”
a cualquier compuesto farmacéutico que actue contra las bacterias.

El niimero de antibidticos conocidos se ha visto incrementado desde cerca de
quinientos en 1960, hasta mas de once mil en 1994; ademas, cada afio se detectan
aproximadamente 300 nuevas sustancias con actividad antibidtica’, aunque en
clinica solo se usa un 1% de los descubiertos.

De acuerdo con los datos recogidos por la Organizacién Mundial de la Salud
(OMYS), cada afio se producen alrededor de 28 millones de kilos de antibioticos, de
los cuales aproximadamente la mitad (52%) estdn destinados al consumo humano y
el resto se emplea para el ganado. La Union Europea junto con Estados Unidos,
concentra casi la mitad de la demanda de antibidticos mundial. Una simple
proyeccion indica, en el caso de Espafia, un consumo diario cercano a los 330
kilos’.

1.1.1. Clasificacion

Los antibidticos estan constituidos por grupos muy diversos de compuestos y su
clasificacion se realiza principalmente en funcion de su mecanismo de accidn,
origen y estructura quimica.

En base a su mecanismo de accion los antibidticos se agrupan en:

Inhibidores de la sintesis de la pared celular. En este grupo se encuentran los
agentes que son capaces de inhibir la sintesis del peptidoglicano, componente de la
pared celular que le confiere estabilidad estructural. Forman parte de este grupo los
antibidticos f-lactamicos, glucopéptidos (vancomicina, teicoplanina y avoparcina),
bacitracina y estreptograminas (virginiamicina, quinupristina-dalfopristina).

Modificadores de la funcién de la membrana celular. Los antibidticos de

este grupo se fijan a nivel de los fosfolipidos de la membrana celular, formando
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microporos y permeabilizando la membrana, con fuga del material intracelular y
posterior lisis de la bacteria’.

Inhibidores de la sintesis proteica. Dentro de este grupo de antibidticos
podemos destacar aquellos que alteran la funcionalidad de las subunidades
ribosdémicas 30S y 50S, causando una inhibicion reversible de la sintesis proteica
(cloranfenicol, tetraciclinas, eritromicina y clindamicina), y aquellos que se unen a
la subunidad 30S, alterando la sintesis proteica y produciendo la muerte celular
(aminoglucoésidos).

Inhibidores de la sintesis o funcion de los acidos nucleicos. Ejemplos de este
grupo son la rifampicina, las quinolonas o los antivirales, que pueden actuar a
través de tres mecanismos diferentes: interfiriendo la replicacion de ADN,
impidiendo la transcripcidén, o inhibiendo la sintesis de metabolitos esenciales.
También pertenecen a este grupo las sulfonamidas y el trimetoprim, cuya accién
como antimetabolitos impiden la sintesis de purinas.

En la Figura 1 se muestran los antibioticos mas comunes y sus lugares de accion

dentro de la estructura microbiana.

Afp— Beta lactamicos,

péptidos y .
glucopéptidos, Sintesis de bases
nitrof uranos

\ lonéf oros, Aminoglucésidos /
Péptidos tetraciclinas Sulfas
trimetoprima
Ribosoma 308 -
Quinclonas ==
Rif amicinas
Ribosoma 50S ™ W
ARN S
mensajero
Cloranf enicol
Macrélidos

Aziicares complejos

ADN /

Membrana bacteriana

= pjred bacteriana

Figura 1. Esquema de las estructuras bacterianas (pared, membrana, ribosoma y
acidos nucleicos) y ejemplos de antibiéticos que acttian a dichos niveles’
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De acuerdo a su origen®, los antibidticos se clasifican en tres categorias:

Biolégicos: son producidos por microorganismos, lo que permite subdividirlos a
su vez en antimicrobianos -elaborados por bacterias tipicas (polimixinas por
Bacillus polimixa)-, actinomicetos (tetraciclina por Streptomyces) y hongos
(penicilina por Penicillium notatum).

Sintéticos: son producidos exclusivamente por sintesis quimica (nitrofuranos,
quinolonas y sulfonamidas).

Semisintéticos: son producidos por sintesis parcial, ya que sobre el nucleo
basico del antibidtico se introducen radicales obtenidos por sintesis

(cefalosporinas). En la actualidad constituyen el grupo més numeroso € importante.

La clasificacion mas utilizada en la literatura cientifica, es la fundamentada en
la similitud quimica de algunos antibidticos segin los nucleos base de sus
estructuras, los cuales les confieren cierta semejanza en sus propiedades fisico-
quimicas y farmacoldgicas.

La Tabla 1 recoge una clasificacién de los antibidticos en funcidon de su
estructura quimica’. Dicha Tabla presenta los antibidticos p-lactamicos,
aminoglucosidos, macrolidos, quinolonas, tetraciclinas y sulfonamidas,

dividiéndolos en las diferentes familias, asi como los farmacos que los componen.
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Tabla 1. Clasificacion de los antibidticos segiin la estructura quimica

Grupos Familias Antibiéticos

P-lactdamicos: Poseen en su estructura el anillo p-lactamico

Naturales Penicilina G, penicilina V
Penicilinas Aminopenicilinas Amoxicilina, ampicilina
Resistentes a f-lactamasas  Oxacilina, cloxacilina, dicloxaciclina, nafcilina
Amplio espectro Ticarcilina, carbencilina
Primera generacion Cefalotina cefapirina, cefalexina, cefadroxil,
Cefalosporinas Segunda generacion Cefuroxima, ceforanida, cefamandol, cefoxitina
Tercera generacion Ceftiofur, ceftriaxona, cefotaxima, cefoperazona
Cuarta generacion Cefepima, cefquinoma
Carbapenems Imipenem
Otros Monobactamas Aztreonam

Acido clavulanico

Aminoglucésidos: Consisten en aziicares aminados y un anillo denominado aminociclitol

Espectro reducido Estreptomicina, dihidroestreptomicina
Amplio espectro Neomicina, canamicina, gentamicina, tobramicina
Diversos Apramicina

Macrolidos: Poseen en su estructura un anillo lactonico con aziicares aminados

Anillo de 12 constituyentes Sin uso en préctica clinica
Anillo de 14 constituyentes Eritromicina, oleandomicina, troleandomicina
Anillo de 16 constituyentes Tilosina, espiramicina, josamicina

Quinolonas: Poseen en su estructura el anillo 4-oxo-1,4-dihidroquinoleina

Primera generacion Acidos nalidixico, pipemidico y oxocinico
Segunda generacion Flumequina, ciprofloxacina, norfloxacina
Tercera generacion Enrofloxacina, danofloxacina, sarafloxacina

Tetraciclinas: Poseen en su estructura el anillo naftaceno (4 anillos)

Accioén corta Tetraciclina, oxitetraciclina, clortetraciclina
Accién intermedia Demetilclortetraciclina, metaciclina
Accién prolongada Doxiciclina, minociclina

Sulfonamidas: El nicleo bdsico es p-amino-bencenosulfonamida

Uso habitual Sulfatiazol, sulfametazina, sulfadiazina
Muy solubles (urinarias) Sulfisoxazol, sulfasomidina

Poco solubles (entéricas) Sulfaguanidina, succinilsulfatiazol
Potenciadas Sulfonamidas + diaminopirimidinas
Uso tépico Sulfacetamida, sulfadiazina de plata

Fuente: Roca, Marugan, M.I. (2008) Termoestabilidad de sustancias antimicrobianas en la leche. Molina,
Pons, M.P. dir. ; Lisandro, Althaus, R. dir.
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1.2. CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS SULFONAMIDAS

El éxito en la lucha contra las infeccidnes bacterianas es uno de los grandes
logros histéricos de la quimica médica’.

El descubrimiento de las sulfonamidas se produjo en 1908, cuando Gelmo
prepar6 la sulfanilamida (SAN) como parte de un programa de investigacion de
colorantes azoicos, aunque no fue hasta 1932 cuando Domagk estudié las
propiedades antimicrobianas del Prontosil y observd que éstas so6lo se apreciaban in
vivo. Por estas investigaciones Domagk recibi6 el premio Nobel en 1938. En 1935,
un grupo de investigadores del Instituto Pasteur de Paris bajo la direccion de
Fourneau, demostré que el grupo azo del Prontosil se reduce in vivo por accidén
enzimatica formando SAN, demostrando que ésta es el auténtico metabolito
activo’.

La SAN fue el origen de toda una gran variedad de derivados. En 1938 se
conocio la sulfapiridina (SP), con un mayor espectro, ¢ indicada en neumonias,
meningitis, gonococias e infecciones estafilocdcicas, pero tuvo graves efectos
adversos y fue rapidamente rechazada. Hasta 1942 surgieron nuevos farmacos
como sulfatiazol (STZ), sulfacetamida (SAM), sulfadiazina (SDZ) y sulfametazina
o sulfadimidina (SMZ), muchos de los cuales aparecieron ante la necesidad de
salvar vidas durante la Segunda Guerra Mundial. La SDZ, introducida en 1941, fue
ampliamente utilizada por su escasa toxicidad. La sulfaguanidina (SG) se empleo
en las disenterias bacilares durante las campafias del Oriente Medio y Lejano. En
los afios anteriores a la generalizacion del uso de la penicilina, las sulfonamidas
fueron los agentes fundamentales de la quimioterapia antibacteriana, evitando
millones de muertes’”.

Actualmente, y a causa del efecto sinérgico que presentan combinadas con el
Trimetoprim, las sulfonamidas han recuperado aplicaciones importantes en
quimioterapia antibacteriana. Asi, encontramos sulfonamidas utilizadas en el
tratamiento de infecciones urinarias, oftalmolégicas, intestinales o dermatoldgicas,

entre otrasB.
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1.2.1. Propiedades y estructura general

El término sulfonamida se utiliza como nombre genérico para derivados de la p-
aminobencenosulfonamida (sulfanilamida). Por lo general, son sélidos cristalinos,
blancos o amarillentos, de sabor amargo. La mayoria de las sulfonamidas son
relativamente insolubles en agua, pero sus sales sddicas son bastante solubles;
suelen ser solubles en disolventes organicos polares como etanol, acetona,
acetonitrilo y N,N’-dimetilformamida, e insolubles en disolventes apolares como
cloroformo y dietiléter. Son sustancias de naturaleza anfbtera, ya que mientras el
grupo amino les confiere caracter basico, el grupo sulfonamido (-SO,NH,) les
otorga caracteristicas acidas’>’’. La estructura general de las sulfonamidas se

presenta en la Figura 2.

Esencial para la
actividad antibacteriana O

oO=n=—"O0

Sustituciones en el N producen
distintas sulfonamidas

Figura 2. Estructura genérica de las sulfonamidas

Los requisitos estructurales minimos para que una sulfonamida tenga actividad
antimicrobiana se pueden resumir en la propia SAN. El grupo p-NH, (cuyo
nitrégeno se ha denominado N*) es esencial y puede sustituirse inicamente por
radicales que se transformen in vivo en un grupo amino libre. La acetilacion de este
grupo produce la pérdida de la actividad antimicrobiana. El grupo -SO, no es
esencial en si, pero la caracteristica importante es que el azufre esta ligado
directamente al anillo bencénico. Las sustituciones en este grupo modifican las
caracteristicas farmacocinéticas, pero no la actividad antibacteriana. Las
sustituciones en el grupo amida (designado como N') originan efectos variables en
la actividad antibacteriana de la molécula. No obstante, la sustitucion del nucleo
aromatico heterociclico en N' genera compuestos extraordinariamente activos’"”.
En cuanto a su actividad antimicrobiana, su espectro de accion es amplio,

abarca la mayoria de los microorganismos Gram+ y muchos Gram-, aunque
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actualmente abundan cepas bacterianas que han desarrollado mecanismos de
resistencia como resultado de los mas de cincuenta afios de utilizacion.

Las sulfonamidas se metabolizan principalmente en el higado, aunque también
se dan procesos de transformacion en otros 6rganos. Las reacciones mayoritarias
que tienen lugar son la N-acetilacion, glucuronidacién e hidroxilacion. La
acetilacion transforma la sulfonamida en un compuesto mas toxico e inactivo; la
glucuronidaciéon también la inactiva, pero reduce su toxicidad por su mayor
solubilidad”’.

1.2.2. Clasificacion

Las sulfonamidas poseen la estructura general presentada en la Figura 2. Este
nicleo es la base de numerosos derivados, obtenidos por sustitucion de los
hidrogenos aminados por radicales. Asi, podemos efectuar la siguiente
clasificacion en funcion de su estructura quimica:

Sulfanilamida o p-aminobencenosulfonamida, caracterizada por poseer
atomos de hidrogeno tanto en el nitrégeno anilinico (N*) como en el sulfamidico
(N'):

"\ 1
N4 Ss—N!
/ I\
H o

Derivados obtenidos por la sustitucion del hidrogeno del nitrégeno

sulfamidico, generalmente por un heterociclo aromatico nitrogenado:

H o R
| /
N4 S—N!
/ I\
H o H

Derivados obtenidos por la sustitucion de atomos de hidrégeno en el nitrégeno

anilinico y sulfamidico, conjuntamente:

R o R
A [
N4 s—N’!
/ I\
H o H

10



Introduccion

Derivados de tipo azoico, obtenidos por la formacion de la sal de diazonio y la

posterior copulacidén con diversos reactivos:

En la Tabla 2 se presentan las sulfonamidas mas utilizadas en la industria

farmacéutica y veterinaria.

Tabla 2. Sulfonamidas de uso generalizado

Nombre genérico Siglas Nombre quimico

Sulfacetamida SAM  N-Acetil-4-amino-bencenosulfonamida

Sulfadiazina SDZ  4-Amino-N-pirimidin-2-il-bencenosulfonamida
Sulfadimetoxina SDM  4-Amino-N-(2,6-dimetoxi-pirimidin-4-il)-bencenosulfonamida

Sulfadimidina o SMZ  4-Amino-N-(4,6-dimetil-pirimidin-2-il)-bencenosulfonamida

sulfametazina

Sulfaguanidina SG 4-Amino-N-diaminometileno-bencenosulfonamida
Sulfametizol SMT  4-Amino-N-(5-metil-[1,3,4]tiadiazol-2-il)-bencenosulfonamida
Sulfametoxazol SMX  4-Amino-N-(5-metil-isoxazol-3-il)-bencenosulfonamida

Sulfametoxipiridazina SMP  4-Amino-N-(6-metoxi-piridazin-3-il)-bencenosulfonamida

Sulfanilamida SAN  4-Amino-bencenosulfonamida

Sulfapiridina SP 4-Amino-N-piridin-2-il-bencenosulfonamida

Sulfasalazina SSZ  Acido 2-hidroxi-5-[4-(piridin-2-ilsulfamoil)-fenilazo]-benzoico
Sulfatiazol STZ  4-Amino-N-tiazol-2-il-bencenosulfonamida

Sulfisoxazol SOX  4-Amino-N-(3,4-dimetil-isoxazol-5-il)-bencenosulfonamida

1.3. CARACTERISTICAS GENERALES DE LAS TETRACICLINAS

El origen de este grupo de antibidticos se remonta a las investigaciones llevadas
a cabo por el profesor Duggar de la Universidad de Wisconsin, en colaboracion con
los Laboratorios Lederle de Pearl River. Con el fin de hallar un compuesto mas
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seguro que la estreptomicina para el tratamiento de la tuberculosis, el profesor
Duggar analizo una gran variedad de muestras de suelos procedentes de distintas
partes del mundo. Asi, en el verano de 1945, Duggar aisld un actinomiceto dorado
con actividad antibacteriana, al que nombro Streptomyces aureofaciens. El
antibiotico aislado de este microorganismo recibié el nombre de aureomicina y
pudo observarse que se trataba de un compuesto con un amplio espectro de
actividad. En 1948 empez6 la producciéon a gran escala de este compuesto. Sin
embargo, hasta 1952 no pudo establecerse su estructura quimica y la aureomicina
recibi6 el nombre de clortetraciclina (CTC) .

En 1950, tras el andlisis de gran cantidad de muestras de suelos, se aisld la
oxitetraciclina (OTC) a partir de Streptomices rimosus, con caracteristicas y
propiedades similares a la CTC. En 1953, mediante la eliminacion del atomo de
cloro de la CTC se obtuvo la tetraciclina (TC). La demeclociclina (DMC) fue
aislada en 1957 de una cepa mutante de Streptomices aureofaciens.

Entre los afios 1960-1972 se realizaron modificaciones quimicas de las
moléculas naturales, obteniendo generalmente antibidticos semisintéticos con una
mayor liposolubilidad relativa (metaciclina (MC) en 1961; doxiciclina (DXC) en
1966 y minociclina (MNC) en 1972). Estas modificaciones mejoraron las
caracteristicas farmacocinéticas y la eficacia de este grupo de antibidticos,
cambiando el perfil y algunos aspectos toxicoldgicos de los mismos.

En la década de los 90, aparecieron un nuevo tipo de representantes, las
glicilciclinas (1993), que constituyen la ultima generaciéon de tetraciclinas
descubiertas tras modificar la posicion 9 del anillo tetraciclico (Figura 3). La
tigeciclina es un derivado semi-sintético de la MNC y es el primer antibidtico de la

., .. . . fos 171
nueva generacién de tetraciclinas disponible en clinica’”’’.

1.3.1. Propiedades y estructura general

Las tetraciclinas son sustancias cristalinas, ligeramente amarillas, sin olor y
levemente amargas; son anfoteras (el grupo amino les confiere caracter basico,
mientras que el hidroxilo les otorga caracteristicas acidas) y muchas de ellas
forman sales solubles en agua, tanto con 4acidos como con bases fuertes. La
mayoria de las tetraciclinas son solubles en 4cidos, bases y alcoholes, pero son

bastante insolubles en disolventes organicos como cloroformo. Son estables en
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forma de polvo pero no en disolucidén acuosa, siendo particularmente inestables a
pH superiores a 7. Se destruyen en medio acido a pHs inferiores a 2. A pH 4cido
son poco solubles, pero pueden combinarse con el i6n sodio o 4cido clorhidrico
aumentando la solubilidad. Debido a la presencia de grupos que pueden formar
varios puentes de hidrégeno intramoleculares, las tetraciclinas tienen propiedades
quelantes y forman complejos insolubles con sales de hierro, calcio, magnesio o
aluminio’””.

Tal como su nombre genérico indica, se trata de un grupo de antibidticos de
estructura tetraciclica, compuesta por cuatro anillos fusionados (designados A, B,
C y D), siendo R;, Ry, R;, R4y y Rs los radicales que dan lugar a los diferentes
compuestos que constituyen la familia (Figura 3). Los requerimientos estructurales
minimos para que una tetraciclina pueda llevar a cabo su actividad biologica
coinciden con su estructura basica, es decir, el nucleo policiclico de

naftacenocarboxamida y un grupo dimetilamino en posicién 4.

Regidn periférica superior

3 R2 N(CH3),

&
N
$

OH o OH o

Region periférica inferior

Figura 3. Estructura genérica de las tetraciclinas

Las tetraciclinas poseen dos regiones bien diferenciadas, denominadas regién
periférica inferior y superior (Figura 3). En la region inferior de la molécula las
tetraciclinas bioactivas poseen grupos funcionales a base de oxigeno: un grupo
fenol en el C;, del anillo aromatico D, un sistema diceto-endlico en los carbonos
C,1-Cy, entre los anillos C y B, y un grupo hidroxilo terciario en posicion 12a en la
unién de los anillos BA. La mayoria de las modificaciones sintéticas a lo largo de
esta region implican una pérdida de la actividad biologica. Sin embargo, las
modificaciones sintéticas realizadas en la region periférica superior de la molécula

dan lugar a nuevos compuestos con una mayor actividad bioldgica y, en algunos
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casos, con capacidad de inhibir el crecimiento de bacterias resistentes a otras
tetraciclinas. Ademas, la alteracion de los grupos funcionales de esta region puede
inducir cambios en el tamafio, forma, carga, densidad electrénica y polaridad.
Dichas modificaciones estructurales producen cambios en la solubilidad, lipofilia e
incluso en la afinidad con sus moléculas diana. Sin embargo, las tetraciclinas con
actividad antibacteriana, en general, solo difieren entre ellas por sus caracteristicas
farmacocinéticas”’.

Las tetraciclinas se metabolizan en el higado en diferentes proporciones
dependiendo del tipo de tetraciclina. Sin embargo, en la mayor parte de los casos,
el compuesto detectado con mas frecuencia en heces, orina y tejidos es la

tetraciclina original, siendo minimo el grado de biotransformacion.

1.3.2. Clasificacion

Aunque inicialmente las tetraciclinas se clasificaban especialmente por la
duracién de su accidn (corta, intermedia o larga), la aparicion de las glicilciclinas
ha conducido a una nueva clasificacion por “generaciones”, dependiendo del orden
de su descubrimiento. En la Tabla 3 se muestra una clasificacion de las tetraciclinas
segun dicho criterio.

La primera generacion de tetraciclinas abarca desde 1948 hasta 1963, y esta
constituida  principalmente por un grupo de productos naturales.
Farmacocinéticamente se caracterizan por su reducida absorciéon y quimicamente
son menos lipofilicos que las nuevas moléculas. Antimicrobianos de este grupo
son: clortetraciclina, oxitetraciclina, tetraciclina, demeclociclina, rolitetraciclina,
limeciclina, clomociclina y metaciclina. Los antibidticos de la primera generacion
se han utilizado muy a menudo, ya que son antibacterianos de bajo costo y alta
disponibilidad. Hoy en dia, una gran cantidad de bacterias presentan resistencia a
estos medicamentos.

La segunda generacion comprende desde 1965 hasta 1972, y esta constituida
principalmente por un grupo de productos semisintéticos. Durante ese periodo, los
investigadores trataron de mejorar las propiedades farmacoldgicas de los
antibidticos, obteniendo moléculas con mejor absorcion y mas lipofilicas que las de

la primera generacion. Antibidticos de este grupo son: doxiciclina y minociclina.
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Sin embargo, también abundan cepas bacterianas que han desarrollado mecanismos

de resistencia como resultado de su extensiva utilizacion.

Tabla 3. Clasificacion de las tetraciclinas segiin su descubrimiento

Generacion Nombre genérico Origen
Primera (1948-1963) Clortetraciclina Producidas por dos
Oxitetraciclina especies diferentes de

Streptomyces; descubiertas
a finales de los afios 1940

Tetraciclina Obtenidas a partir de
Demeclociclina Streptomyces en la década
de 1950
Rolitetraciclina Derivados semisintéticos
Limeciclina caracterizados por su
Clomociclina hidrosolubilidad
Metaciclina
Segunda (1965-1972) Doxiciclina Derivados semisintéticos
Minociclina de las primeras
Tercera (1993-) Glicilciclinas (tigeciclina) Derivados semisintéticos
de MNC
Aminometilciclinas En desarrollo experimental

Fuente: Vicente, D., Pérez-Trallero, E. (2010) Tetraciclinas, sulfamidas y
metronidazol. Enferm. Infecc. Microbiol. Clin., 28, 122-130.

Fue dificil encontrar nuevos miembros de la familia de las tetraciclinas, pues a
menudo presentaban efectos secundarios indeseables. Todo ello cambié en 1993
con el descubrimiento de las glicilciclinas, que constituyen la tercera generacion
de esta familia. Estos farmacos son analogos semisintéticos obtenidos tras
modificar la posicion 9 del anillo tetraciclico de los compuestos de las
generaciones anteriores. La tigeciclina es el 9-tert-butil-glicilamido derivado de la
MNC, cuya comercializacion fue aprobada en los afios 2005 y 2006 por la
Administraciéon de Medicamentos y Alimentos de EE.UU., y por la Agencia
Europea de Medicamentos, respectivamente’’. Ademas de las glicilciclinas, en esta

tercera generacion se incluyen nuevos compuestos en desarrollo, como las
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aminometilciclinas, de cuyo grupo ya ha pasado a experimentacion humana la PTK
0796 para administracion oral e intravenosa en una sola dosis diaria. Hasta la
fecha, las glicilciclinas resultan sensibles a un gran nimero de bacterias resistentes

.« 1 2
a otras tetraciclinas®.

1.4. EMPLEO DE ANTIBIOTICOS EN VETERINARIA

Los antibidticos se empezaron a utilizar en medicina veterinaria poco después
de su aplicacion en medicina humana. Hoy en dia, la gran variedad de antibiodticos
existente permite el tratamiento de infecciones bacterianas que afectan de un modo
frecuente tanto a animales como a humanos.

El impacto ejercido por los antibidticos en el sector de la salud animal es tan
importante como en el de la medicina. Para los veterinarios, los nuevos farmacos
supusieron el primer recurso farmacéutico realmente eficaz para tratar o bien
prevenir infecciones. Los antibidticos han tenido un efecto muy positivo no sélo en

la salud de los animales, sino también en los niveles de bienestar de los mismos.

1.4.1. Utilizacion de antibidticos en zootecnia

El uso de los antibiodticos en la farmacoterapia se ha convertido en uno de los
eventos mas exitosos de la medicina moderna. Los sistemas actuales de explotacion
intensiva de los animales de produccion favorecen la aparicion de procesos
infecciosos y parasitarios que requieren la utilizacion de farmacos con fines
terapéuticos y/o profilacticos. En ambos casos, los antibioticos deben ser
suministrados bajo el control de un veterinario y la normativa vigente exige la
prescripcion de la receta veterinaria. Asimismo, los antibidticos pueden ser
empleados fraudulentamente en produccién animal como promotores del
crecimiento, para reducir el estrés, evitar muertes durante el transporte de los
animales al matadero y mejorar la calidad del producto final”*.

La propiedad de los antibioticos de mejorar las tasas de crecimiento animal se
conoce desde finales de los afios cuarenta, cuando se observd que las aves
alimentadas con productos procedentes de la fermentacion de Streptomyces
aureofaciens mejoraban su desarrollo. Se identifico el factor de crecimiento en

. . 2 . r
dichos extractos como residuos de CTC?. Posteriormente se confirmd esta
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propiedad en multiples antibidticos y para diversas especies animales. Como
promotores de crecimiento, los antibidticos se han empleado a dosis
subterapéuticas durante largos periodos de la vida del animal, produciendo una
ganancia de peso estimada alrededor del 5%. Sin embargo, la preocupacion por el
desarrollo de resistencias y la transferencia de estos genes de animales a la
microbiota humana, llevo a retirar la autorizacion del uso de antibidticos como
promotores del crecimiento en la Union Europea desde el 1 de enero de 2006.

El uso global de las diferentes sustancias medicamentosas administradas a los
animales de produccion se desconoce. Los datos disponibles acerca del consumo de
los distintos antibidticos se refieren mas al volumen de ventas que al consumo
efectivo. Disponer de esta informacidn seria esencial para reducir el uso y mal uso

de los antibidticos en la produccién animal®.

1.4.2. Consecuencias del empleo de antibioticos en animales de abasto

Como ya se ha comentado anteriormente, la administracion de antibidticos a
animales de abasto destinados al consumo humano facilita el control de
enfermedades infecciosas y permite una mejora en la produccion. Sin embargo, hay
que tener en cuenta los riesgos asociados a una mala practica, tanto de indole
sanitario, tecnologico, analitico y medioambiental. Por ejemplo, la contaminacion
de suelos y aguas debido a las excreciones procedentes de las explotaciones

ganaderas o la presencia de residuos de estos farmacos en distintos tejidos
27,28

2

utilizados como alimento o destinados a la obtencién de los mismos
dependiendo del tiempo transcurrido entre la administracion de un antibidtico y el
sacrificio.

Durante el afio 2007, Espafla tuvo un puesto destacado en la aparicion de
residuos de sustancias medicamentosas en productos de origen animal, en parte por
su fuerte peso especifico en la ganaderia Europea. Asi, los residuos de mayor
relevancia fueron cloranfenicol y penicilina en leche, nicarbazina en huevos, y

. . g . 29
sulfadiazinas y tetraciclinas en carne de conejo”".
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1.4.2.1. Consecuencias para la salud humana

Los residuos de antibidticos en alimentos presentan un amplio abanico de
riesgos para la salud humana, que dependen de la frecuencia y grado de
exposicion™. La utilizacién de algunos antibidticos en animales de produccién
puede provocar en el consumidor efectos adversos relacionados con la propia
toxicidad del compuesto suministrado. Los efectos téxicos son, en general, poco
probables, ya que los residuos estardn presentes en pequefias cantidades. Sin
embargo, se han descrito casos de reacciones alérgicas’”’ en individuos
especialmente sensibilizados a algtn tipo de antibidtico.

Todos estos efectos son de vital importancia para la salud del consumidor, pero
sin duda alguna la principal preocupaciéon en la actualidad es el desarrollo de
resistencias a los antibidticos que pueden, por supuesto, dar lugar a fallos
terapéuticos en tratamientos veterinarios, y al riesgo de transferencia de bacterias
resistentes de los animales al hombre, o de genes portadores de informacion que
codifica resistencia de bacterias de animales a bacterias humanas.

Investigaciones realizadas en los ultimos afios demuestran la relacion entre el
consumo de antibidticos por animales y la aparicion de bacterias resistentes, tanto
en los propios animales como en los consumidores de alimentos procedentes de los
mismos™.

Durante la altima década, la OMS y la Organizaciéon Mundial de la Sanidad
Animal (OIE), junto a la Organizacion de las Naciones Unidas para la Agricultura
y la Alimentacion (FAO), y la Comision del Codex Alimentarius, han valorado el
riesgo potencial de aparicion de resistencias, derivado del uso de antibidticos, en el
tratamiento y la prevencion de enfermedades en animales destinados a la
produccion de alimentos.

Concretamente, el hecho de que se empleen en gran medida las mismas clases
de antibidticos en humanos y animales, y de que se hayan elaborado muy pocos
medicamentos nuevos para sustituir a los relativamente ineficaces a causa de las
resistencias, ha dado lugar a un acuerdo sobre la necesidad de adoptar ciertas
medidas, como el uso responsable y prudente de los antibioticos, o la vigilancia de

la aparicion de resistencias a estos agentes en medicina humana y veterinaria.
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Por estos motivos, las distintas organizaciones han ido desarrollando una serie
de actividades y procesos de armonizacidn internacional, enfocados a la contencidén
de aparicion de resistencias a los antimicrobianos transmitida por los alimentos™.

Estas actividades han abordado con especial énfasis el uso racional de
antibidticos como farmacos en produccion animal, incluyendo en ellos programas
de farmacovigilancia de resistencias bacterianas con el fin de disminuir el riesgo de
transmision a la poblacion humana, controlar la eficacia terapéutica de estos
agentes en las especies de destino, y asegurar que los productos originados de

animales tratados con farmacos lleguen sin residuos a la poblacion humana.
1.4.2.2. Problemas tecnologicos y analiticos

A nivel industrial, la produccion de productos fermentados es la mas afectada
por la presencia de residuos de antibidticos, provocando grandes pérdidas en
calidad y, por tanto, econdmicas.

Los residuos de antibidticos en materias primas pueden provocar
fermentaciones anormales en embutidos y otros productos carnicos, asi como en
leches fermentadas, quesos y otros productos lacteos, pudiendo ralentizar la
acidificacion, dificultando el cuajado y la maduracion. Por ejemplo, las bacterias
empleadas en la fabricacion de yoghurt, L. bulgaricus y Strep. termophillus,
resultan ser unas de las mas sensibles a los antibidticos. Las bacterias, por efecto de
los antibidticos, presentan cambios morfologicos y pueden darse situaciones en que
los cultivos iniciadores sean reemplazados por microorganismos indeseables, lo
que provocan el rechazo del producto o que se convierta en peligroso para su
consumo™.

Ademas de los efectos en los productos fermentados, la industria se ve
perjudicada en el control de calidad a la que es sometida su produccién. Muchos
residuos de antibiodticos son capaces de inhibir el desarrollo de la flora microbiana
que ha podido contaminar un alimento y, de esta forma, cuando se realiza el
analisis bacteriologico podria pasar desapercibida la presencia de patogenos.
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1.4.2.3. Problemas medioambientales

El desarrollo tecnoldgico e industrial ha procurado a la humanidad prosperidad
y bienestar, pero ha traido consigo un alarmante deterioro del medioambiente.
Desde hace décadas el mercado europeo de productos farmacéuticos registra un
constante crecimiento, al igual que el impacto medioambiental de las sustancias
activas que componen dichos productos; toneladas de sustancias bioldgicamente
activas, sintetizadas para su uso en la agricultura, la medicina (uso humano y
veterinario), la industria, etc., fueron y son vertidas al medioambiente sin reparar
en las posibles consecuencias. A pesar de la existencia de diversos informes que
advierten sobre el problema de la contaminacion que producen este tipo de
sustancias, la importancia de esta realidad ha pasado, y en gran medida aun lo hace,
inadvertida.

Recientemente, la Agencia Europea de Medioambiente (AEMA) en su informe
“Los medicamentos en el Medioambiente”, advierte de las consecuencias de la
diseminacidn de sustancias activas provenientes de productos farmacéuticos en el
medioambiente. Segun la AEMA, es necesario tomar medidas urgentes por parte
de la industria, las autoridades publicas y los pacientes que utilicen este tipo de
sustancias.

En los ultimos afios, ha aumentado la concienciacidon y el nimero de proyectos
de investigacion financiados por la Union Europea (KNAPPE, Aquaterra,
ERAPharm, etc.) y por otros paises, lo que ha permitido conocer mejor aspectos
tales como exposicion, destino, acumulacion, uso, ¢ impacto de los productos
farmacéuticos en el medioambiente. Ademas, la mejora en las técnicas analiticas y
el interés de algunos grupos de investigacion que han detectado la presencia ubicua
de medicamentos en suelos agricolas’”**, aguas™, y otras muestras ambientales®,
han despertado el interés por el estudio de este tipo de sustancias.

La preocupacion creciente sobre los posibles riesgos ambientales de los
medicamentos se ha ido incorporando progresivamente en el marco legislativo
europeo y se ha transpuesto a nuestra legislacion mediante la Ley 29/2006 del
medicamento. En esta normativa legal, se incluye la evaluacién de riesgos
ambientales de los medicamentos como complemento a las evaluaciones de

seguridad para pacientes, aplicadores y consumidores; se confiere a los
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profesionales sanitarios la responsabilidad de esta evaluacion y se incluyen los
riesgos ambientales en los programas de farmacovigilancia.

Los farmacos alcanzan el medioambiente a través de multiples vias (Figura 4).
Los medicamentos, asi como los desinfectantes empleados en medicina, entran en
los sistemas de depuracion llegando finalmente a las aguas continentales. Los
farmacos de uso veterinario empleados en las granjas de explotacion ganadera son
excretados, metabolizados o no, y llegan al suelo, generalmente como enmiendas
agricolas (purines y estiércoles). Segun las propiedades fisico-quimicas de los
farmacos y sus metabolitos, los productos de degradacion, y las caracteristicas de
los suelos, estas sustancias pueden llegar a alcanzar las aguas subterraneas” y
contaminar los acuiferos, o bien quedar retenidas en el suelo y acumularse,
pudiendo afectar al ecosistema y a los humanos a través de la cadena trofica’. Por
otro lado, los medicamentos empleados en acuicultura se vierten directamente a las
aguas de los rios y al mar. Ademas, muchos medicamentos se eliminan
completamente inalterados, mientras que otros se eliminan en forma de metabolitos
y/o conjugados (glucurénidos, sulfatos, etc.), que contienen la molécula del
farmaco intacta y que aumenta su solubilidad en agua; estos conjugados pueden
facilmente liberar el farmaco en los tratamientos de aguas residuales en las
estaciones depuradoras y ser vertidos posteriormente al medio acuatico en el
efluente.

Los estudios de monitorizacién realizados en las ultimas décadas han
demostrado que este tipo de compuestos son muy ubicuos, detectdindose en
efluentes ganaderos, aguas superficiales, aguas subterraneas y suelos, a
concentraciones de ppt y ppb.

Por todo ello, la situacién actual demanda el desarrollo de un sistema de
farmacovigilancia ambiental conjunto, humano, agricola y veterinario, que abarque
tanto la caracterizacion de los residuos ambientales como los niveles de resistencia,

por su incidencia directa a corto o medio plazo sobre la salud publica.
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Figura 4. Principales fuentes y rutas de entrada de los medicamentos en el

medioambiente

1.5. LEGISLACION Y CONTROL DE RESIDUOS DE
MEDICAMENTOS VETERINARIOS EN LOS ALIMENTOS DE
ORIGEN ANIMAL

A efectos normativos de calidad y seguridad alimentaria, existe la necesidad de
controlar los niveles de residuos de firmacos en alimentos de origen animal. La
Comunidad Europea ha establecido una regulacion coherente y exigente para
garantizar la seguridad y calidad de los alimentos. En lineas generales, dicha
regulacion se basa en controlar todas las etapas del proceso productivo, asi como
del producto final. En este sentido, el Reglamento 178/2002 fija los principios
generales de la legislacion alimentaria y crea la Autoridad Europea de Seguridad
Alimentaria (EFSA), un organismo que constituye la referencia cientifica para el
control y la evaluacién de los alimentos.

A finales de 1981, la Comunidad Econdmica Europea presentd las primeras
Directivas en relacion a los medicamentos de uso veterinario y, en 1990, aparecid

en Europa el primer Reglamento 2377/90/CE que fij6 los criterios para establecer
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los LMRs de diferentes compuestos en los distintos tejidos y partes comestibles de
los animales destinados al consumo humano, incluyendo huevos, leche y miel.
Actualmente, dicha Directiva ha sido derogada por el nuevo Reglamento
470/2009/CE, por el que se establecen procedimientos comunitarios para la fijacion
de los limites de residuos de las sustancias farmacoldgicamente activas en los
alimentos de origen animal.

El LMR de una sustancia se define como “la concentracion maxima de un
residuo de una sustancia farmacoldgicamente activa que puede permitirse en los
alimentos de origen animal”. Los valores estan expresados en mg/kg o en pg/kg
sobre la base del peso fresco. Los calculos de estos valores (LMR) se basan en el
tipo y cantidad de residuos que no constituyen ningin riesgo toxicoldgico
significativo para la salud humana.

En Espafia y al amparo del Real Decreto 731/2007, se establecen las medidas de
control aplicables a determinadas sustancias y sus residuos presentes en los
animales vivos, y en los productos de ellos derivados. Asi, para las sulfonamidas,
el LMR se fija en 100 pg/kg para todas las “especies productoras de alimentos”. En
el caso de las tetraciclinas y dependiendo del tejido analizado, el LMR varia entre
100-600 pg/kg. La Tabla 4 muestra los LMRs para residuos de sulfonamidas y
tetraciclinas que aparecen en el nuevo Reglamento.

Ademas, teniendo en cuenta el incremento en el numero de exportaciones y para
evitar trabas comerciales, deben considerarse los limites establecidos en otros
paises. Por ejemplo, en Canada* y EE.UU.” el LMR para sulfonamidas es de 100
ng/kg, mientras que en Japén® disminuye hasta 20 pg/kg. Sin embargo, en
EE.UU.* el LMR para tetraciclinas varia entre 2-12 mg/kg, dependiendo del tejido
analizado.

El Reglamento 470/2009/CE, ademas de establecer procedimientos
comunitarios para la fijacion de nuevos limites de residuos de las sustancias
farmacologicamente activas en los alimentos de origen animal, consta de 4 anexos
heredados del antiguo Reglamento 2377/90/CE. En el anexo I se indican las
sustancias que tienen establecido un LMR, en el II las sustancias que por su
inocuidad no precisan de un LMR, en el III las que tienen establecido un LMR con
caracter temporal, y en el IV las prohibidas, para las cuales, debido a su toxicidad,
no se puede establecer un LMR.
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Tabla 4. Limites maximos de residuos establecidos para sulfonamidas y

tetraciclinas en diferentes tejidos y productos de origen animal

LMR Tejido

Sustancia Especie animal (ug/ke) diana®

Todas las especies

. 100 M, G, H,R
Todas las sulfonamidas productoras de alimentos

Bovinos, ovinos, caprinos 100 L
Clortetraciclina Todas las especies 100 M, L
Oxitetraciclina productoras Icjie alimentos 200 Hv
Tetraciclina 300 H
600 R
) 100 M
Bovinos 300 H
600 R
Doxiciclina
100 M
Porcinos, Aves 300 G,P,H
600 R

“M: musculo, G: grasa, H: higado, R: rifion, L: leche, Hv: huevos, P: piel

Las medidas de control y los planes de vigilancia que deben aplicarse para la
deteccion de determinadas sustancias y residuos potencialmente toxicos para el
consumidor, en animales vivos o productos de origen animal destinados a consumo
humano, estan definidas en la Directiva del Consejo 96/23/CE. Esta Directiva
clasifica los residuos en dos grupos en funcion de su efecto en la salud humana. Por
un lado, las sustancias con efecto anabolizante y otras sustancias no autorizadas
(grupo A), y por otro, los medicamentos veterinarios y otros contaminantes (grupo
B), ambos especificados en el anexo 1. Dicha Directiva establece que los distintos
estados miembros deben realizar planes nacionales de control de residuos,
detallados en el anexo II, asi como establecer la frecuencia, cantidad de muestra,
tipo de matriz a muestrear y laboratorios de referencia autorizados para dicho
control, designados en el anexo V. En Espafia, el organismo oficial responsable del
plan nacional de control de residuos es la Agencia Espafiola de Seguridad

Alimentaria y Nutricion (AESAN). A lo largo del afio 2009 se notificaron un total
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de 74 alertas, efectuadas en el marco de gestion de la deteccion de sustancias
prohibidas y/o medicamentos veterinarios por encima de los limites legalmente
establecidos. En la Tabla 5 se recogen algunas alertas segin las sustancias
detectadas del grupo B1, de acuerdo a la clasificacion establecida en la Directiva
96/23/CE. Se destacan las alertas de algunos de los residuos de sulfonamidas y
tetraciclinas.

La Decision de la Comision 2002/657/CE implementa la anterior Directiva y
establece los criterios y procedimientos para la validacién de los métodos
analiticos, con el fin de asegurar la calidad y la posibilidad de comparar los
resultados generados por los distintos laboratorios de referencia. Ademas, establece
un criterio comun para la interpretacion de los resultados, e introduce un
procedimiento para establecer los limites minimos de funcionamiento exigido
(MRPL), es decir, la menor concentracion de un residuo que pueda ser detectada y
confirmada por un laboratorio de control oficial. Estos valores son particularmente
importantes para los compuestos que no estin autorizados o que estan
especificamente prohibidos (grupo A). La Decisién de la Comision 2002/657/CE
estd en continua modificacion por nuevas Decisiones. Una de las ultimas
modificaciones fue la Decision 2009/800/CE por la que se aprobaron planes de
vigilancia de residuos presentados por terceros paises, de conformidad con la
Directiva 96/23/CE del Consejo.

La Decision de la Comision 97/747/CE es una normativa adicional para
determinados productos de origen animal como leche, huevos y miel. Ademas, el
Reglamento 178/2002/CE reconoce la necesidad de detectar residuos en la cadena
de produccion de los alimentos, desde las materias primas hasta los productos
elaborados a disposicion del consumidor. Este Reglamento obliga también a que
todos los responsables del proceso de produccién garanticen la trazabilidad y
adecuacion de sus productos.

Completando la legislacion comunitaria en materia de higiene alimentaria, el
Reglamento 882/2004 del Parlamento Europeo y del Consejo reorganiza los
controles oficiales en piensos y alimentos, de modo que estén integrados en todas
las etapas y en todos los sectores de la produccidn. Define las tareas que incumben
a la Union Europea en cuanto a la organizacion de estos controles oficiales, asi
como las disposiciones que deben observar las autoridades nacionales encargadas

de efectuarlos, incluidas las medidas de ejecucion que deben tomarse si se
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incumple la legislacion comunitaria. Ademas, los titulares de las explotaciones
tienen la obligacion de llevar registros de todos los datos relativos a la proteccion
sanitaria. Con ello se pretende ofrecer el maximo nivel de proteccion a los
consumidores en términos de seguridad y calidad de los productos, reducir la

incidencia de las enfermedades y prevenir la transmision de las mismas.

Tabla 5. Sustancias detectadas del grupo B1 de acuerdo a la clasificacion
establecida en la Directiva 96/23/CE en el afio 2009

Sustancia Especie animal .N d?’
notificaciones
Sulfaquinoxalina  Gallina 1
Sulfatiazol Miel 3
Sulfadiazina Ovino 1
Porcino 2
Doxiciclina Bovino 1
Pollo 2
Clortetraciclina Ovino 8
Ovino 13
Sulfadiazina
Porcino 2
Ovino 1
Antibidticos Pavo 1
Porcino 1
Lagomorfos 1
Bovino 1
Oxitetraciclina
Caprino 3
Toro de Lidia 1
Porcino 4
Sulfametazina
Pollo 1

Fuente: adaptacion de la memoria anual 2009 de la AESAN
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1.6. METODOS ANALITICOS PARA LA DETERMINACION DE
SULFONAMIDAS Y TETRACICLINAS

El anélisis de residuos de antibidticos en productos alimenticios suele presentar
fundamentalmente dos tipos de problemas: el primero es debido a la complejidad y
diversidad de las matrices en las que suelen determinarse y, el segundo, es el
derivado de las bajas concentraciones en que se encuentran generalmente estos
productos. Esta problematica obliga a utilizar métodos de analisis que presenten
una adecuada selectividad, que permita efectuar el anélisis sin que interfieran los
numerosos contaminantes presentes en la matriz, y una alta sensibilidad para poder
determinar cantidades de analito a nivel de trazas.

Existen metodologias de referencia (HPLC, LC-MS y LC/MS/MS) para la
determinacion de sulfonamidas y tetraciclinas, que por sus caracteristicas
intrinsecas son poco adecuadas para llevar a cabo programas de vigilancia y
control, si bien deben usarse como técnicas de confirmacion.

Por ello, es aconsejable el empleo de métodos alternativos, principalmente de
barrido. Entre estos, tienen especial relevancia por sus excelentes prestaciones, los
métodos inmunoquimicos.

Como se ha comentado previamente, en la Decision 2002/657/CE se establecen
los procedimientos a emplear y los criterios que deben aplicarse a los métodos de
analisis para poder ser utilizados por los estados miembros para el control de
residuos. Dependiendo del tipo de residuo, es necesario desarrollar un método
analitico que demuestre ser adecuado para su determinacion cuantitativa en
matrices concretas, asegurando que su concentracion no sobrepasa los limites
permitidos. Para considerar que el método es valido, debe documentarse que
satisface criterios de aceptabilidad o de evaluacion tales como: selectividad,
exactitud, precision, limites de deteccion y cuantificacion, recuperaciones,
robustez, linealidad e intervalo de trabajo.

La Comision de las Comunidades Europeas en su informe Eur 15127-EN,
publicado con el titulo Veterinary Drug Residues”, incluye una serie de métodos
analiticos para el analisis de residuos de medicamentos de uso veterinario,

haciendo una separacion entre métodos de confirmacidén y métodos de barrido.
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1.6.1. Métodos de confirmacion o referencia

Las técnicas cromatograficas son, sin duda, las mas utilizadas para la
determinacion de antibioticos. El gran potencial de éstos métodos estriba en su
capacidad para llevar a cabo determinaciones multianalito, en su selectividad,
exactitud, precision, reproducibilidad, asi como en su excelente sensibilidad. Estas
caracteristicas han facilitado la implantacion de los métodos cromatograficos como
métodos de referencia para la deteccion de residuos de antibidticos en muestras
bioldgicas, medioambientales, preparados farmacéuticos, etc.

La técnica cromatografica mas utilizada para el analisis de antibioticos es la
cromatografia liquida de alta eficacia (HPLC). No obstante, aunque en menor
medida, también se han desarrollado métodos basados en cromatografia de gases
(GC) para la determinacion de sulfonamidas y tetraciclinas. Estos métodos
requieren normalmente la extracciéon previa con disolventes organicos o su
purificacién mediante extraccion en fase sélida (SPE).

Existen en la literatura multitud de publicaciones y revisiones donde se emplean
estas técnicas para el analisis de residuos de medicamentos veterinarios y/o agentes

46,47

promotores de crecimiento en alimentos, incluyendo la determinacion de

48,49 50,51

sulfonamidas™"" y tetraciclinas

Los sistemas de deteccion acoplados a la cromatografia liquida (LC) son,

233 el detector de

habitualmente, la espectroscopia ultravioleta-visible (UV-VIS)
diodos integrados en fila (DAD)’*” y la fluorescencia (FLD)’*’”. Mencion especial
merece debido a su poder intrinseco de caracterizacion, la espectrometria de masas
MS™ 0 MS/MS**% acoplada a LC, que se ha convertido en la técnica de referencia
para el analisis de compuestos farmacéuticos, sulfonamidas y tetraciclinas.

Debido a la naturaleza polar, no volatil y termosensible de los antibidticos, la
GC no es la técnica mas adecuada para el analisis de estos compuestos, a no ser
que se recurra a un proceso de derivatizacion que hace aumentar el tiempo total de
analisis y su complejidad. Por estas razones, cuando se emplea la cromatografia de
gases acoplada a la espectrometria de masas, las sulfonamidas requieren una
derivatizacion previa para la formacién de compuestos metilados o acetilados de
modo que se aumente su volatilidad y se originen fragmentos de peso molecular

validos para el anélisis de trazas en muestras biologicas® %, Debido a la gran
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inestabilidad térmica que presentan las tetraciclinas™?, la bibliografia que recoge
su determinacion mediante GC es escasa.

A pesar de ser considerados los métodos de confirmacion por excelencia, los
métodos cromatograficos no estan exentos de inconvenientes, destacando la
dificultad de analizar grandes volumenes de muestras en tiempos reducidos
-indispensable para llevar a cabo programas de vigilancia y control efectivos-. A
ello se han de afiadir los elevados costes del sistema y su mantenimiento. Por otro
lado, el proceso de andlisis es laborioso, ya que se requiere una etapa previa de
tratamiento de muestra, o bien una derivatizacién de los compuestos, lo que
incrementa el tiempo de andlisis y su coste. Por ello, para muchas situaciones en las
que se requiere detectar la presencia de residuos, la eficacia de un tratamiento, la
idoneidad de las dosis o vias de aplicacion, los métodos cromatograficos son poco
adecuados, por lo que es necesario desarrollar nuevos métodos mas simples y

rapidos.
1.6.2. Métodos de barrido

Cuando es necesario analizar un gran nimero de muestras, resulta conveniente
utilizar métodos de barrido (screening) que permitan descartar las muestras
negativas, de modo que solo sea necesario confirmar las positivas mediante
métodos de referencia. En la Figura 5 se muestra el esquema de analisis utilizando
métodos de barrido y confirmacion.

Un método de barrido debe ser semicuantitativo, rapido, robusto y
relativamente barato. Ademas, debe requerir poco instrumental o equipos simples
y, a ser posible, procesar varias muestras simultdneamente. La técnica debe ser
suficientemente selectiva y sensible para permitir la identificacion de las muestras
que contienen los residuos de interés, en concentraciones del orden de los LMRs
establecidos.

Entre los métodos de screening utilizados para detectar residuos de antibioticos
se encuentran principalmente los cromatograficos, los microbioldgicos y los

inmunoldgicos.
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Figura 5. Etapas de la determinacion de residuos de antibiéticos utilizando

métodos de barrido y métodos de confirmacion

1.6.2.1. Métodos cromatogridficos

La cromatografia en capa fina (TLC) ha sido tradicionalmente empleada como

técnica de screeming, ya que permite analizar simultdneamente varias muestras

sobre la misma placa. Tiene un coste relativamente bajo, presentando una

selectividad y sensibilidad aceptables. Aplicando esta técnica, Petkovska er al.”’

han desarrollado un método para la determinacion de TC, OTC, CTC en muestras

de leche por debajo del LMR permitido. Otro ejemplo de deteccion de antibidticos

mediante cromatografia en capa fina es el trabajo de Babic ef al.®® que determinan

SMZ, SDZ, SG y trimetoprim, alcanzando un limite de cuantificacion de 100

ng/mancha para sulfonamidas y 200 ng/mancha para trimetoprim.

A pesar de la sensibilidad alcanzada, ésta metodologia requiere laboriosas

etapas de tratamiento de muestra y purificacion con el fin de evitar interferencias,

lo que incrementa el tiempo de realizacion del analisis y su coste.
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1.6.2.2. Métodos microbiologicos

Los métodos microbiolédgicos se clasifican, en funcidon del formato, en ensayos
de inhibicidn bacteriana y ensayos de receptores.

Los ensayos de inhibicion bacteriana se han desarrollado y utilizado
tradicionalmente para la deteccidon de residuos de antibidticos o sustancias
antimicrobianas en productos alimenticios, especialmente leche y tejidos animales.
Estos métodos se basan en el grado de inhibicion del crecimiento microbiano
producido por los fluidos o extractos tisulares. Se han publicado numerosas
revisiones bibliograficas en las que se describen la mayor parte de las técnicas
microbiologicas empleadas para la deteccion de residuos de antibidticos en

alimentos®”"%,

Existen en el mercado kits microbioldgicos para realizar
determinaciones individuales o para screening de un amplio numero de antibidticos
de uso frecuente. Asi, el kit PremiTest (DSM, Holanda), con deteccion
colorimétrica, estd disefiado para la determinacion semicuantitativa de tetraciclinas,
macroélidos, aminoglicosidos, sulfonamidas y /3-lactamicos en carne, pescado, miel
y huevos. Este test se basa en la inhibicion del crecimiento del Bacillus
Stearothermophilus, muy sensible a la mayoria de antibidticos, incluyendo las
sulfonamidas. Sin embargo, la presentacion de resultados es lenta y el limite de
deteccion (LD) medio superior a 100 pg/kg®.

En Espafia, la empresa Microkit S.L. dispone de un kit cualitativo (microkit
antibiotic test) para la determinacion de inhibidores en leche, carne, huevos, miel,
pescado, etc. El ensayo utiliza también Bacillus Stearothermophilus, var.
Calidolactis, y un indicador de pH. Al germinar las esporas, la acidificacion
consecuente al metabolismo produce un viraje de color (violeta-amarillo). En
presencia de inhibidores, la espora no germina y el color del medio no varia. La
sensibilidad depende del antibidtico, y oscila entre 100, 200 y 150 pg/kg para TC,
OTCy CTC, respectivamente70.

Asi pues, los ensayos de inhibicion microbiana pueden utilizarse para
screening, aunque no son especificos y su precision es variable. Ademas, la
presencia de sustancias inhibidoras interferentes afecta a la exactitud del analisis.
En este sentido, estd demostrado que la presencia de inhibidores como el agua

oxigenada -sustancia presente naturalmente en mieles en determinados estados de
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maduracion- interfiere negativamente en el resultado de los ensayos,
invalidandolos como métodos de control.

Los kits microbiolégicos requieren un buen control de la temperatura de
incubacidn y tiempos de desarrollo del orden de tres a cuatro horas. Informan sobre
la presencia de inhibidores del crecimiento del microorganismo base del ensayo,
por lo que no son selectivos (muestras que contienen inhibidores diferentes a los
antibidticos dan con frecuencia falsos negativos). Por otro lado, es frecuente tener
que efectuar ensayos basados en diferentes cepas para detectar el tipo de
compuesto deseado. Ademas, presentan fallos cuando la muestra contiene
microorganismos que compiten con el indculo base del ensayo. A este respecto, los
tests de inhibicion microbioldgicos son, en general, menos especificos y sensibles
que los basados en técnicas inmunoquimicas; tedricamente, todo tipo de sustancia
con caracter y actividad antibacteriana puede producir la inhibicion del crecimiento
de bacterias, dando lugar a falsos positivos.

En los ultimos quince afios, y paralelamente a los ensayos tradicionales de
inhibiciéon microbiana, se ha producido un incremento notable en el desarrollo de
métodos microbioldgicos basados en la utilizacién de receptores proteicos. Estos
ensayos se basan en la unién del antibidtico a una proteina especifica, alojada en la
matriz de una membrana o situada en células microbianas. Se trata de métodos mas
versatiles que los ensayos de inhibicién y, en principio, se pueden aplicar a la
determinacion de diferentes residuos de antibidticos en una gran variedad de
matrices. Existe una gran diversidad de kits comerciales basados en este tipo de
reconocimiento, como el SNAP Tetracycline Test (IDEXX Laboratories, Inc.,
Maine), que permite detectar TC, CTC y OTC en leche de vaca por debajo del
nivel de tolerancia establecido por la US.FDA (300 pg/kg)”’.

1.6.2.3. Métodos inmunoquimicos (ELISA)

El método mas cominmente usado en inmunoensayo para el analisis de
residuos es el ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay); un ensayo en fase
heterogénea con el anticuerpo o el antigeno fijado sobre el soporte de
microtitulacion y que utiliza marcaje enzimatico. En general, se lleva a cabo en

placas de poliestireno de 96 pocillos o en tubos individuales.
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El principio basico del ELISA radica en la competicion que se establece entre el
analito sin marcar y el analito marcado por los sitios especificos de union de un
anticuerpo especifico. La medida de la sefial proporcionada por el marcador esta
relacionada inversamente con la cantidad de analito presente en la muestra. Las
principales caracteristicas de estos métodos son su sensibilidad, selectividad,
sencillez, rapidez y bajo coste. Es precisamente la alta sensibilidad de muchos de
los inmunoensayos desarrollados hasta la fecha lo que constituye uno de los
mayores puntos de apoyo de esta metodologia, habiéndose alcanzado limites de
deteccion por debajo de 0,1 pg/kg’, con gran selectividad y tratamiento de muestra
minimo.

Otra caracteristica de los inmunoensayos es su carcter portatil y su sencillez
operativa, pudiendo realizar ensayos en los puntos de produccion o lineas de
fabricacion, lo que favorece su consolidacion en el campo agroalimentario para el
analisis de residuos. Buena prueba de ello es que importantes compaiias
(Ohmicron, Randox, Riedel-de Hien, Cosmo, Hangzhou Nankai Biotech, Abraxis
o Nedgeno Europa) se hayan implicado en el desarrollo y posterior

comercializacion de inmunoensayos para este tipo de residuos.
1.6.3. Determinacion de sulfonamidas y tetraciclinas mediante ELISA

El desarrollo de métodos inmunoquimicos aplicables a la determinacién de
residuos de sulfonamidas y tetraciclinas en alimentos, debe tener en cuenta la
incidencia de los principales tratamientos farmacoldgicos aplicados, la
heterogeneidad de normativas e intereses, y la necesidad de disponer de formatos
practicos de analisis.

El desarrollo de nuevos ensayos inmunoquimicos requiere resolver
satisfactoriamente distintos aspectos como la sintesis de haptenos y la obtencion de
inmunorreactivos, para desarrollar formatos con prestaciones concretas. La sintesis
de haptenos es uno de los puntos mas criticos con que se encuentran las técnicas
inmunoquimicas. Asi, para el caso de las sulfonamidas y debido a sus diferencias
estructurales, la obtencidon de anticuerpos e inmunorreactivos que puedan detectar
simultaneamente los principales compuestos es compleja. Sin embargo, en el caso
de las tetraciclinas, dada su similitud estructural, la obtencién de anticuerpos e

inmunorreactivos especificos es especialmente dificil. Por ello, se hace necesario
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estudiar nuevas estrategias de sintesis de haptenos que conduzcan a la obtencion de

anticuerpos tanto genéricos como especificos.
1.6.3.1. Sintesis de haptenos para sulfonamidas

La bibliografia recoge diversas estrategias de sintesis de haptenos para la
obtencién de anticuerpos, tanto monoclonales (mAbs), policlonales (pAbs) y
recombinantes (rAbs) contra sulfonamidas. La via mas sencilla para la sintesis de
haptenos inmunizantes especificos consiste en la unién directa de una sulfonamida
a una proteina inmunogénica a través del grupo amino aromatico comun a todas
ellas. Esta via puede llevarse a cabo mediante diazotacion, o por la introduccion de
un brazo espaciador como glutaraldehido o un grupo succinil. Asi, autores como

Muldoon y Lee””*

obtuvieron el inmunogeno diazotizando la sulfonamida deseada
(SDM y STZ) y acoplandola a tiroglobulina bovina (BTG) para la produccion de
mAbs. Sin embargo, el resto de inmunorreactivos necesarios los prepararon
siguiendo el procedimiento descrito por Dixon et al.” utilizando STZ, SMZ y
SDM como sulfonamidas base. Siguiendo esta misma estrategia varios autores
describieron la obtencion de anticuerpos policlonales para distintas sulfonamidas
(SMZ, STz)’6777%7%%8! Utilizando glutaraldehido como cross-linker, se ha
descrito la obtencidon de anticuerpos monoclonales y policlonales para
sulfametazina, preparando el inmunogeno por acoplamiento directo de SMZ a
seroalbumina bovina (BSA)”. Siguiendo el mismo procedimiento la SMZ se
conjugo a la enzima peroxidasa de rabano picante (HRP) y a albumina de suero de
conejo (RSA), para la obtencion de los trazadores y conjugados, respectivamente.
Otros autores aplicaron dicha estrategia a la obtencion de pAbs para SMZ, SDZ y
SMP82’83.

Utilizando un grupo succinil como brazo espaciador, se han preparado
inmunogenos para SMZ, sulfamerazina (SMR), SDZ, sulfadoxina (SDX),
sulfacloropiridazina (SCP), sulfaquinoxalina (SQX), SP, SDM, SMP, SG y SAN,
con el fin de obtener pAbs. Para ello, cada sulfonamida fue succinilada y
posteriormente conjugada a ovoalbumina (OVA) mediante el método de la
carboxidiimida (CDI)*. Siguiendo el mismo procedimiento, Haasnoot et al.®’
obtuvieron anticuerpos policlonales contra SMZ utilizando como proteina carrier
BSA.
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Otra via para la obtencidon de anticuerpos genéricos es mantener la region
constante de la sulfonamida invariable, por lo que el hapteno inmunizante debe
estar funcionalizado a través de la region variable, conservando asi la estructura del
analito. Por lo general, las sustituciones en el grupo amida (N designado como N')
no poseen un grupo funcional adecuado para poder acoplar covalentemente el
compuesto a una proteina, haciendo necesaria su funcionalizacidon. Las primeras
sintesis de haptenos para sulfonamidas fueron llevadas a cabo por Sheth y Sporns®
en 1991. Ellos disefiaron una ruta sintética que constaba de tres etapas para la
obtencion de dos haptenos, un derivado de sulfatiazol (4cido [2-(4-amino-
bencenosulfonilamino)-1,3-tiazol-4-ilJacético, TS) y el 4&cido 4-(4-amino-
bencenosulfonilamino)benzoico (CS). En primer lugar llevaron a cabo la formacion
del correspondiente éster metilico y, a continuacion, condensaron los ésteres con
cloruro de N-acetilsulfanililo. Por ultimo, realizaron una hidrélisis con hidroxido de
sodio para obtener los haptenos deseados. Ademas, sintetizaron el hapteno 4-
amino-N-(4-nitro-fenil)-bencenosulfonamida  (NS) directamente desde p-
nitroanilina y cloruro de N-acetilsulfanililo. Spinks er al.®” llevaron a cabo un
estudio de modelizacion molecular sobre las distintas estructuras del hapteno de
inmunizacion para la obtencion de anticuerpos genéricos contra sulfonamidas. De
dicho estudio se concluydé que podrian obtenerse anticuerpos con una amplia
reactividad cruzada (RC) utilizando como hapteno una sulfonamida con una
estructura lo més plana posible (SAM) o una gran curvatura (SCP). Sin embargo, la
inmunizacion con dichas sulfonamidas no dio lugar a la obtencién de un antisuero
genérico, concluyendo que la modelizacion molecular en este caso no era capaz de
solventar el problema y que era necesario continuar con la sintesis de nuevos

haptenos. Muldoon ez al.*®

obtuvieron el hapteno CS planteando una ruta sintética
corta (2 etapas de sintesis). Para ello, una mezcla de 4cido 4-aminobenzoico y
cloruro de N-acetilsulfanililo se hizo reaccionar durante toda una noche a
temperatura ambiente; posteriormente, el grupo acetilo se elimind mediante
hidrolisis basica para obtener el producto final. Assil e al.* obtuvieron pAbs
inmunizando con acido 3-{3-[6-(4-amino-bencenosulfonilamino)-4-metil-piridin-3-
ilazo]-4-hidroxi-fenil}propionico (PS) unido a hemocianina de Limulus
polyphemus (LPH). La sintesis del hapteno (PS) se abord6 haciendo reaccionar la
2-amino-4-metil-5-nitropiridina con cloruro de N-acetilsulfanililo en piridina seca.

Posteriormente, el grupo nitro del producto de condensacion se redujo a amino con
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didéxido de platino e hidrogeno. El intermedio obtenido permitié disponer del
hapteno buscado mediante una reaccion de diazotacion, seguida de un

acoplamiento con el acido 3-(4-hidroxifenil)propanoico y posterior desacetilacion

9091 . J . .
17! obtuvieron mAbs utilizando los mismos derivados

I 89

basica. Asi, Haasnoot ef a
de sulfonamidas que Sheth y Sporns®, y Assil er al.*’. De la misma manera,
utilizando derivados de sulfonamidas previamente sintetizados’, Korpimiki et
al.****** han descrito la obtencién de anticuerpos recombinantes.

1.”> desarrollaron otra

Durante la realizacion de esta tesis doctoral, Franek et a
alternativa para la produccion de anticuerpos genéricos contra sulfonamidas,
basada en la sintesis de haptenos fragmentarios que contienen la regién constante
de la estructura general de dichos antibidticos. Para el estudio se emplearon siete
haptenos que mantenian la estructura comun de la familia de las sulfonamidas, de
los cuales cuatro de ellos eran haptenos fragmentarios con brazos espaciadores de
distinta longitud, pero en ninglin caso describieron el procedimiento sintético. La
mayor respuesta genérica se obtuvo cuando se utilizdo como inmundgeno el hapteno
CS descrito previamente por Sheth y Sporns®®. Ademas, se estudi6 la influencia del
grupo sulfonamido (-SO,NH;) sobre la especificidad de los anticuerpos; para ello
se utilizd el acido p-aminobenzoico conjugado a una proteina como inmundgeno.
Los anticuerpos generados contra dicho hapteno no reconocieron ninguna
sulfonamida, concluyendo que el grupo sulfonamido es fundamental para la
obtencion de una respuesta inmune.

Posteriormente, Zhang et al.’® optimizaron el proceso de sintesis para cinco
derivados de sulfonamidas previamente descritos por nuestro grupo de trabajo’’ y
por Sheth y Sporns *. Ademas, proporcionaron un procedimiento general para la
sintesis de haptenos que conservan la estructura general de las sulfonamidas. En los
trabajos previos, estos haptenos se sintetizaron utilizando una ruta sintética que
constaba de tres etapas: esterificacion de compuestos dacidos carboxilicos,
condensacion con cloruro de N-acetilsulfanililo y por ultimo, hidrélisis basica para
obtener el compuesto deseado. Zhang et al.”’ modificaron la ruta sintética evitando
la etapa de purificacion intermedia, reduciendo los tiempos de reaccidén y
alcanzando mayores rendimientos sintéticos.

Recientemente, se han obtenido anticuerpos con mayor reactividad cruzada
utilizando como  hapteno de inmunizacion el acido  4-(4-amino-

bencenosulfonilamino)butanoico (D5)”*. La sintesis de este hapteno fue descrita
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previamente por Eremin er al.”’. Para la preparacion de los inmundgenos y
conjugados de tapizado, el haptenos D5 se conjugd a OVA y al inhibidor de
tripsina de soja (STI). De los resultados se pudo concluir que el mejor antisuero se
obtuvo con D5 acoplado a STI, reconociendo once sulfonamidas.

Por tltimo, Adrian et al.’” han desarrollado anticuerpos e inmunorreactivos
para sulfonamidas, con el objetivo de determinar simultdneamente varios
antibidticos de dicha familia administrados en el sector veterinario. La estrategia se
baso en la obtencidon de anticuerpos policlonales contra dos haptenos disefiados
mediante modelizacion para un reconocimiento genérico. De esta manera, el
hapteno denominado SA1 (acido 5-[6-(4-aminobencenosulfonilamino)piridin-3-il]-
2-metilpentanoico) se sintetizd en cuatro etapas a partir de metilo 5-(4-amino-3-
piridinil)-2-metil-4-pentenoato, mediante una reaccion de Heck en condiciones de
Jeffery. La reaccion consiste en un acoplamiento sp’-sp” entre un compuesto
yodoaromatico, en este caso el 2-amino-5-yodopiridina, y un grupo alqueno, el
metil-2-metil-4-pentenoato, utilizando acetato de paladio como catalizador, cloruro
de tetrabutilamonio y formiato de potasio. La mezcla obtenida se hidrogeno v,
posteriormente, se purific6 por HPLC para obtener el compuesto deseado.
Posteriormente, la sulfonamida se formo por reaccion del grupo amino con cloruro
de N-acetilsulfanililo. La hidrolisis simultdnea del grupo acetilo y el éster metilico,
en condiciones basicas, permitid obtener el hapteno SAT.

Por otro lado, la sintesis del acido 5-[4-(amino)fenilsulfonamida]-5-
oxopentanoico (SA2) se llevd a cabo por reaccion de N-4-
[(aminosulfonil)fenil]acetamida con metil 4-(cloroformil)butirato, seguido de la
hidrolisis del éster y el grupo acetilo. Ambos haptenos, SA1 y SA2, fueron
acoplados covalentemente a través de sus grupos carboxilicos a los residuos de
lisina de la proteina hemocianina del cangrejo de herradura (HCH), siguiendo el
método del éster activo, y empleados para la inmunizacion. Asimismo, ambos
haptenos fueron conjugados a BSA, conalbimina (CONA) y OVA para su uso
como conjugados de tapizado. Ademas, sintetizaron los siguientes competidores:
acido 5-(4-{[(4-clorofenil)amino]sulfonil} fenil)pentanoico (SA3), acido 5-[(4-
{[(4,6-dimetilpirimidin-2-il)amino]sulfonil} fenil)amino]-5-oxopentanoico  (SA4),
acido 5-[(4-{[(6-cloropiridazin-3-il)amino]sulfonil } fenil)Jamino]-5-oxopentanoico
(SAS5) y 4cido 5-0x0-5-(4-{[(piridin-2-ilamino)sulfonil]fenil }amino)pentanoico

(SA6). Todos ellos se caracterizan por estar funcionalizados por el grupo amino
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aromatico, exponiendo la region variable de las sulfonamidas. Para la sintesis de
SA4, SAS y SA6 partieron de las sulfonamidas comerciales, SMZ, SCP y SP,
respectivamente. Por otra parte, en un intento de encontrar mayor heterogeneidad,
sintetizaron el competidor SA3 sin la anilina comin que poseen todos los
congéneres de las sulfamidas. Ademas, sintetizaron los competidores SA7-SA10,
que se identifican por tener el grupo amino aromatico libre, ya que estan
funcionalizados a través de la region variable utilizando brazos espaciadores de
distinta longitud. En resumen, el hapteno SA1 fue el mas adecuado para fines de
inmunizacion. Tanto el hapteno SA1 como el SA2 poseen una estructura similar,
ya que comparten el resto aminobencenosulfonilamino, pero se diferencian en que
el hapteno SA2 es un hapteno fragmentario, mientras que el SAl posee la
estructura completa de la sulfonamida, demostrando que la presencia de los
heterociclicos y los grupos electron-atrayentes juegan un papel importante en el
reconocimiento de los anticuerpos. Por otra parte, el conjugado SA2-OVA fue el
mejor para el tapizado de microplacas.

La Figura 6 muestra las estructuras quimicas de los haptenos mas utilizados por

los diferentes autores en la bibliografia.
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Estructura quimica
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4-Amino-N-(2,6-dimetoxi-pirimidin-4-il)
bencenosulfonamida (SDM)

4-Amino-N-(1,3-tiazol-2-il)
bencenosulfonamida (STZ)

4-Amino-N-(4,6-dimetil-pirimidin-2-il)
bencenosulfonamida (SMZ)

Acido [2-(4-amino-bencenosulfonilamino)-1,3-
tiazol-4-ilJacético (TS)

Acido 4-(4-amino-bencenosulfonilamino)
benzoico (CS)

Acido 3- {3-[6-(4-amino-bencenosulfonilamino)
-4-metil-piridin-3-ilazo]-4-hidroxi-fenil}
propidnico (PS)

Acido 6-(4-amino-bencenosulfonilamino)
nicotinico (D2)

Acido 4-(4-amino-bencenosulfonilamino)
butanoico (D5)

Acido 6-(4-amino-bencenosulfonilamino)
hexanoico (D4)

Figura 6. Haptenos de sulfonamidas recogidos en la literatura

1.6.3.2. Sintesis de haptenos para tetraciclinas

En el caso de las tetraciclinas, y dada su similitud estructural, en la bibliografia

se recoge un planteamiento general basado en la obtencion de haptenos por

derivatizacion de un unico compuesto (tetraciclina), con resultados aceptables tanto

para la obtencion de anticuerpos monoclonales como de policlonales. La mayoria

de los trabajos llevan a cabo la preparacion de los inmundgenos y conjugados de

39



Introduccion

tapizado uniendo directamente el antibidtico tetraciclina a una proteina carrier,

mediante

condensacion de

Mannich

utilizando aldehidos

homobifuncionales’” /%1% el método de la CDI'?/**1% por diazotacion’”.

Otros autores, han sintetizado derivados de TC para acoplarlos quimicamente a

diferentes proteinas carrier’”. Las estructuras quimicas de los inmundgenos y

conjugados de tapizado mas utilizados en la bibliografia se muestran en la Figura 7.
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Faraj y Lang’”"'”” fueron los primeros en obtener un inmunégeno (TC-Proteina)
de TC por acoplamiento -via Mannich- de la TC con BSA, utilizando formaldehido

103 I
" presentaron un estudio interesante

como cross-linker. Mas tarde, Goldring ef a
en el cual evaluaron la obtencion de anticuerpos contra la TC y DXC en pollos.
Para ello, los conjugados de inmunizacion (TC-(CH;)s-Proteina) fueron preparados
por acoplamiento directo de TC o DXC a RSA, usando en este caso glutaraldehido.
Sin embargo, los conjugados de tapizado se prepararon mediante el método de la
carboxidiimida  utilizando la  correspondiente  tetraciclina, OVA 'y
carbonildiimidazol, ya que resultd ser un método de acoplamiento mas eficiente
que con glutaraldehido. En base a los resultados obtenidos, se concluyd que la
obtencioén de anticuerpos contra TCs mediante la inmunizacion de pollos era de
gran potencial, ya que los rendimientos fueron elevados y ademas, los anticuerpos
se aislaron facilmente de la yema de huevo.

Posteriormente, Everest ef al."” obtuvieron anticuerpos anti-TC derivatizando
la molécula de tetraciclina. La derivatizacion consistio en la introduccion de un
grupo hidrazina en posicion 4 del anillo "A", permitiendo la conjugacion a OVA
mediante el método de la CDI (4-TC-Proteina). Esta estrategia evita la
epimerizacion que generalmente ocurre sobre el C, en muchas transformaciones
quimicas. Siguiendo el mismo procedimiento prepararon el conjugado TC-HRP.
Este enfoque permitié la obtencion de anticuerpos con reactividad cruzada hacia
las tetraciclinas (TC, OTC y CTC) mas utilizadas en ganaderia.

1.1 sintetizaron tres

Durante el transcurso de esta tesis doctoral Zhang ef a
inmunogenos, TC-o-tolidina-BSA, 4cido TC-4-aminobenzoico(ABA)-BSA
cationizada (cBSA) y TC-CDI-cBSA, para la obtencion de anticuerpos anti-TC. El
primer conjugado (TC-o-tolidina-BSA) fue sintetizado utilizando tolidina, un
agente de reticulacion homobifuncional, como puente entre la TC y la BSA,
mediante una conjugacion simple de un solo paso de reaccion. Para ello, los dos
grupos amino presentes en la tolidina se diazotizaron para obtener un derivado bis-
diazonio. A continuacion, dicho derivado fue acoplado por un lado a la TC en
posicion para al grupo hidroxilo aromatico y, por otro, a la proteina BSA en
posicidn orto del residuo de tirosina, formando el derivado azoico correspondiente.
Siguiendo el mismo procedimiento se prepard también un conjugado de TC-
tolidina-OVA. El segundo inmundgeno de TC, TC-ABA-cBSA, se sintetizd

diazotizando el ABA y acoplandolo a TC para introducir un grupo carboxilico, el
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cual mediante el método de la CDI fue acoplado a ¢cBSA, obteniendo asi el
conjugado deseado. Siguiendo un método analogo se sintetizd el conjugado TC-
ABA-OVA cationizada (cOVA). Los ultimos conjugados fueron sintetizados
utilizando el método de la CDI, obteniendo asi los conjugados TC-CDI-cBSA y
TC-CDI-cOVA. Los resultados mostraron que el antisuero obtenido del
inmunogeno TC-CDI-cBSA, utilizando TC-ABA-cOVA como conjugado de
tapizado, dio los mejores resultados tanto en términos de afinidad como de

especificidad.
1.6.3.3. Determinacion de sulfonamidas en alimentos mediante ELISA

El estado actual de los inmunoensayos descritos para la determinacién de una
unica sulfonamida en alimentos se resume en la Tabla 6. Se observa que el mayor
numero de inmunoensayos desarrollados corresponden a sulfametazina”” %%,
debido a las reacciones alérgicas o toxicas y a su uso generalizado. Asimismo, se
han descrito inmunoensayos sensibles para SMZ con un limite de deteccion por
debajo de 10 pg/L. En general, la reactividad cruzada para SMZ ha sido
relativamente alta con la sulfamerazina o su metabolito acetilado. Diversos tipos de
muestras, tales como higado, musculo, leche y plasma porcino han sido analizados,
siendo los procedimientos de extraccion y purificacion para ELISA mas simples
que para métodos instrumentales. También se han establecido inmunoensayos para

17478107, sulfamerazina’”,

otras sulfonamidas, tales como sulfatiazo
sulfadimetoxina’”’, sulfacloropiridazina’’’, y sulfametoxipiridazina’’/. La mayoria
de los inmunoensayos desarrollados utilizan anticuerpos policlonales en formato
ELISA directo e indirecto, con sistemas homologos. Las caracteristicas de estos
ensayos se muestran en la Tabla 6.

Considerando que el niimero de sulfonamidas utilizadas en produccidén animal
estd aumentando, una estrategia muy interesante consiste en disponer de un unico
inmunoensayo capaz de detectar simultaneamente diferentes sulfonamidas. Como
consecuencia de ello, se han invertido muchos esfuerzos en el desarrollo de
métodos multirresiduo. En esta linea, la Tabla 7 muestra la informacion disponible

para la determinacion simultanea de residuos de varias sulfonamidas.

42



1974

mm@.m%.mwﬁo Seprwieuoj[ns ap olowinu [9 eIysanuu oS mwwoﬁﬁwuﬂﬂ anuy,

uoIoNNISU0IAI A

(@@ ‘
0002 JAIS “TAOAS uororIiodeAs ‘BU0jdIR ofjod [BUOOOUON
) p oo ugrodoenxs  9p odnedoy ST> uoroBI0ZEeI(J Nas
601 €L Nas 0 uorRI[IFENN opifa], D1d-Nds
|:u®OM|V>N % . 139
BSONOB UQIOJRNXH
(87) uoIoe3NJLIUD
6661 8¢ £ uoroeziuagouwroy sopifo], . [euoldrjod
ZINS " ol U9 S1o UoIoBloZeI(g ZINS
901 100%-,\ SOPHAL 1o VSE-ZINS
) uoronyIp :ayd297]
<661 arqruodsrp ] ) ¢ BUO[JI[OJ
ey oy apmen W@ s
LOT UQIOBULIOJU] JUSTLLIBIER UIS =949 o1 9URr0°Cl VSd-ZLS
v661 ) UQLoBNUIIUOS [euopd1[0g
0015109dsa 0 Bnsonw Elipll | ST uoIoBOZEeI(J AINS
801 oAesuyg op ojudIWEIRI) UIS HdTIINS
€661 EPHOS BUO[OI[O
(6) 9SeJ ud ZLIjew 9p oﬁMWMNE 3y/31 001 uororjoZeI(J oo 7ZINS
6L NS UQISIOdSIP 9p OO [MOSIN VSH-ZINS
0661 dqiuodsip [euordtjod
ou 0¢-1 uoronyiqg ST 00€ uorsejozel(g ZLS
8L UQIORULIOJU] VSd-ZLS
6861 (19) uoIOESNJ LU ouroiod [euord1jod
£ op uoIdIPY BUWSE[J 00T uorwozeId ZNS
LL NS V.1dHd °p uordr I D1L9-ZINS
oue £ BpBZNId BvI)SINW (1/8n) ouaBgunuruy odiondnue
v BIISINIA [°p uonednluod ’ ojifeuy
BOUAIIJY  PBPIADIBIY ®[ 9p ugneaedaig ai A ouddounurwa

9P OPORN

SOJUIWII[E Ud EPIWIBUOJ[NS BIIUN BUN IP SONPISA.I P U BUIULIIIP B[ Bied SOPR[[0.11esIP SYSITH SOI 9P SeINSLIdIEBIR)) 9 B[qR ],

UOI2INPOLJU]



144

SepeABSUS SEPIWEBUOJ[NS Op OJOWNU [ BI)SINUL 95 SIsajupted onug,

0102 d1qruodstp [euolorjod
ou 01:1 uoonig [T C 0ATIOR 10)ST dINS
11 UQIOBULIOJU] LLS-4VS
ope3Iy
Koyoo]  sensonw
3002 1) ‘opeosad seno [eUOIdIO]
01:1 uoroniq ‘oaony uo 3y/3n uoIoe0ZeI( 7ZINS
18 ANS ‘ofjod 7 & opedy HTI-ZINS
Koproo uo3y/8r ¢
op o[nosnA
*0)9 ‘BIOUI)
1007 (61) uoIORINJLIUID ‘019p109 [RUO[DT[O
091310adsa Kouejow  9p o[nosnW S9°0 0ATOR 10)S] 0dS
0L okesug U0D UQIOOBIXE Qo9 DLE-DdS
‘SOAINH
100z OMWw@%o 001:1 uoronig outoxod 4 uoroB0ZEeI(J [FHOIOTON Z1S
¥L okesug o opeSiH A 1 onug B ‘ DLE-ZLS
oue £ BpBZNId BI)SINW (1/8n) ouaggunuruy odiondnue
v BIISINIA [°p uonednluod ’ oj)ijeuy
BUAIIJY  PBPIADIBYY B[ 9p ugneaedoag a1 5D OPOIN A oudgounurwuy

UQLENUHUO) 9 B[qE],

UOI2INPOLJUJ



Sv

(IIN'T) 83/31 001 op Iouawr %) BUN OLIAILIO OWIOI OPUBZI[IIN OPLUIULISIP BY S SEPEL)O)IP SePIRUOJ[NS Op OIWNU [,

900¢ UQIOB3INJLIIUD o] 1076 Iy S [euordI[0g

6 Jod opejeuso(q : : VAO-ZVS

€002 XOLIOA U0 useIs [euo[dt[0d
S K o[nosnu ‘[euas €5-¢ ¥ OAT}OE 19)S{]

el AR ‘ooneday opifo], HTI-SL

€00¢ [eUO[O0UON
--- 001-6 S 0AIOR I1ST

Cll " VSE-SI/HTASL

000¢ [EUO[OOUOIN
- 08-9°0 8 0AT}O® 1915

16 ’ VS&/HTI-SL

6661 [BUO[OOUOTA
--- 89-+1 € 0AIIOR I1ST

88 ’ HTA1NS

7661 G- ugronip [euopd1[0d
K uoroeSnyLIued 2lipkly | T I opIyop[eIeIn[D

8 1od opereusa(g vSd-Zds

661 [euord1jod
--- --- € I 0AIOR 1)ST

68 ’ HdT-1

1661 [euord1jod
--- --- 001 < 0 0AIOR 19)ST

98 ’ HdT-SL

oue £ BI)SINW (1/8n) ,SEpIuEUoJ[NS oudggunurug odiondnue

BIDUIIJNY B[ 9p ugneaedaig BOSININ 05y N PP ugrEsn{uoy A ouddounurw |

. 7e o 3P OPOA 7

SOJUUWII[E U SEPIUIBUOJ[NS SELIEA P SONPISAI P UQIBUIULIIIP B[ eied SOPe[[011esdp SYSITH SO[ 9P SedNSLIdIEIR)) °L B[qe],

UOI2INPOLJU]



9

(D) 83/81 001 9p Ioudw 0SH] BUN OLIDILID OUIOD OPUBZI[N OPBRUIULIDIAP BY IS SEPRIOIOP SEPIUIBUOJ[NS IP OIoWnU [,

600¢ . . [euoo1[0d
G- uomn(iqg O] ST 6L-0¢'1 01 OANIOE I9)SH

STl HOH -1VS

800¢ . . [euord1[04
G- uomn(iqg O] 88 I-Sv 0 I1 OANIOE I9)SH

148! HOH -1VS

L00T . [euord1iod
. - 8891 L OANIOE I9)SH

86 ’ LLS-9VS

900¢ 0z:1 uoronpip £ SUoo . OIXIW © [euopd1[0d

06 uorezIurd0Idsa( 39T 06-¢'1 I1 IXTUT OpLIpIYUY ——

oue £ BI)SINW (1/8n) seplueuoj[ns oudggunurug odaanonue

BIISINIA e [9p uonegnluod :
BIDUAIIJOY B[ op ugneaedoayg 05y oN 5P OPOIA A oudGounurw|

ugRENURU0) L ¥[qEL

UOI2INPOLJUJ



Introduccion

Otras alternativas disponibles para la determinacion multianalito son los
ensayos comercializados por Biacore AB (Qflex® Kit sulfonamidas) y Charm
Sciences Inc. (Charm II test). Ambas propuestas pueden ser clasificadas como
técnicas instrumentales, distintas de los métodos estandar en placa ELISA, porque
requieren diversos equipos, incluidos detectores especificos. Qflex® kit se basa en
el principio de la inmunoquimica y permite la deteccion de veinte sulfonamidas
con una sensibilidad que oscila entre 8,5 y 101,7 pg/L, utilizando la tecnologia de
resonancia de plasmén superficial. El ensayo Charm II se aplica tanto para
sulfonamidas -Sulfa Drug Test- como tetraciclinas -Tetracycline Test-. Ambos
radioinmunoensayos (RIAs) utilizan centelleo liquido como técnica de deteccion y
permiten determinar dichos antibidticos en leche, miel, huevos, etc., con buena
sensibilidad (LD < LMR)"’’. Sin embargo, necesitan instrumentacion especifica
(resonancia de plasmoén superficial (SPR) y contador de centelleo), relativamente
costosa (= 50.000 €) y no frecuente en laboratorios agroalimentarios, lo que reduce

la competitividad de éstos.
1.6.3.4. Determinacion de tetraciclinas en alimentos mediante ELISA

Hasta el momento son pocos los inmunoensayos tipo ELISA sensibles
desarrollados para la deteccion de residuos de tetraciclinas. La Tabla 8 recoge las
caracteristicas de los distintos métodos inmunoquimicos recogidos en la
bibliografia hasta la fecha.

En 1992, Lang et al.’” desarrollaron un inmunoensayo enzimético indirecto
para la deteccion de TC en leche, usando un inmundgeno obtenido por
acoplamiento -via reaccion Mannich- de la TC con BSA. Las muestras de leche
fueron desnatadas por centrifugacion, diluidas 1:30 (p/v) en tampon fosfato salino
(PBS), y directamente analizadas por ELISA, alcanzando un LD de 5 pg/L.
Aunque no se trata de un inmunoensayo genérico, éste mostré elevada RC con
CTC, MNC y rolitetraciclina (RTC).

En otro trabajo’”, se describe la produccién de anticuerpos policlonales en
ovejas mediante el acoplamiento directo de un producto intermedio de la TC (4-
hidrazono-4-dedimetilaminotetraciclina) con la proteina carrier; el inmunoensayo
desarrollado permitié detectar residuos de CTC, OTC y TC en rifion y leche, con
un LD de 50 pg/kg y 15 pg/L, respectivamente. El inmunoensayo directo no

requirié ninguna etapa previa de tratamiento de muestra.
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Introduccion

Durante el transcurso de esta tesis doctoral, Zhang et al.’” desarrollaron un
inmunoensayo indirecto para TC utilizando antisuero policlonal. Los resultados
mostraron que el antisuero obtenido del inmunégeno TC-CDI-cBSA, utilizando
TC-ABA-cOVA como conjugado de tapizado, proporciono los mejores resultados
tanto en términos de afinidad como de especificidad, obteniendo un inmunoensayo
con poca sensibilidad (mg/L) hacia la TC. La especificidad del ensayo se evaluo
determinando la RC del suero con tres compuestos estructuralmente relacionados
(TC, CTC, y OTC), mostrando una elevada reactividad cruzada con la TC y la
CTC. El ELISA desarrollado se utilizd para analizar muestras de leche dopadas,
obteniendo valores de recuperacion aceptables (entre 74 y 116%), mientras que los
coeficientes de variacion intra e interensayo fueron inferiores al 14,5% y 25,0%,
respectivamente.

En esta linea, también se desarrollé un ELISA competitivo basado en el sistema
de reconocimiento avidina-biotina’’” para la determinacién de residuos de TC en
leche, utilizando un anticuerpo policlonal comercial (ab30591, Abcam, Cambridge,
MA, EE.UU.) y TC-OVA como conjugado de tapizado. Previo al analisis de la
muestra, la leche se mezcloé con acido etilendiaminotetracético (EDTA) -para evitar
la formacién de complejos-, y se desnatd y desproteinizd por centrifugacion. Tras
la optimizacion del ensayo, el LD fue de 0,048 ug/L para TC. El estudio de RC
(competidores DXC, OTC y CTC) demostrd que el ensayo reconoce CTC (13,7%)
y OTC (10%). Las recuperaciones obtenidas fueron bastante satisfactorias
(aproximadamente 90%). Estos resultados indican que el ELISA desarrollado
permite la determinacion de bajos niveles de TC en leche con tan solo un simple
pre-tratamiento de muestra.

Mas recientemente, utilizando el mismo inmundgeno comercial, se desarrollo
un ELISA competitivo, para determinar residuos de TC en miel. Para ello, se
prepard un patréon de TC en una disolucion de miel utilizando tampon PBS-EDTA
a pH 7,2, sin que fuese necesario ningln tratamiento de muestra o concentracion.
El ELISA optimizado para la TC presenté un LD de 0,19 pg/L y un rango
dindmico entre 1,52 y 152 pg/L. La media de las recuperaciones de las muestras de
miel dopadas con TC oscild entre 95 y 101%. No se observo reactividad cruzada
con compuestos de estructura similar (DXC, OTC y CTC), demostrando que el

’ . e 11
ensayo era especifico para la determinacién de TC'*?.
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Introduccion

Ademas, una serie de kits comerciales basados en formato ELISA y deteccion
colorimétrica estan disponibles en el mercado para la determinacion de TCs en
huevos, leche, pescado, carne y miel. Uno de los mas utilizados es el kit Ridascreen
TC (r-Biopharm GmbH, Darmstadt, Alemania). Este test se utiliza para determinar
TC, MNC, RTC y CTC por debajo de 15 pg/kg. Al aplicar el kit a la cuantificacion
de residuos de TC, CTC y OTC en miel se observo una elevada reactividad cruzada
con la CTC'”. El ensayo presenté un LD de 15 pg/L tanto para la TC como para la
CTC, mientras que para la OTC fue de 250 pg/L. Los estudios realizados
utilizando miel exenta de TCs demostraron que una dilucién muestra/tampon
(1:50) era suficiente para eliminar las interferencias de la matriz. Aplicando este
kit, Aga et al’”’ determinaron la persistencia de las TCs y sus productos de
degradacién en enmiendas organicas, expresando los resultados como “TCs
totales”.

El mismo kit se ha aplicado también para detectar algunas TCs en extracto de
rifion y de masculo’”’, aunque la reactividad cruzada vario entre el 4-5% para OTC
y DXC, hasta el 100% para TC y CTC. En este caso, se requirié una extraccion en
fase solida de la muestra antes de la realizacion del inmunoensayo.

Recientemente se ha incorporado un nuevo dispositivo comercial basado en un
inmunoensayo fluorescente en fase solida (SPFIA) y formato competitivo,
denominado Parallux (IDEXX Laboratories, Inc., Maine). El sistema ha sido
aplicado satisfactoriamente a la determinacion de residuos de antibidticos fi-
lactamicos, TCs y cefalosporinas en leche. Okerman et al.’*? han aplicado este test
para la determinacion de residuos de antibidticos en muestras de rifion, detectando
TC, OTC, CTC y DXC a niveles de 300 pg/kg.

La aceptacion de los kits comerciales desarrollados va en aumento a pesar de su
elevado precio y, en ocasiones, poca versatilidad, la caducidad de los reactivos y su
falta de reproducibilidad, especialmente cuando se usan por personal no entrenado.
A pesar de ello, ha de reconocerse su gran potencial.

Finalmente, el Tetrasensor es un test receptor en formato de tira (dipstick) para
el cribado de TCs (CTC, DXC, MC, OTC y TC) en tejidos de animales, huevos,
leche y miel. La empresa que comercializa dicho test dispone de kits especificos
para cada tipo de muestra, con una sensibilidad que varia entre 5-85 pg/kg en
funcion de la matriz y TC analizada. Alfredsson et al.’* han aplicado el test para la

50



Introduccion

determinacion de residuos de TCs (TC, OTC, CTC y DXC) en miel y huevos a

niveles de 100 pg/kg, lo que lo hace util para planes de vigilancia.

Durante el transcurso de esta tesis doctoral, otros grupos de investigaciéon han
publicado trabajos que describen ensayos basados en anticuerpos especificos y
genéricos para sulfonamidas y tetraciclinas. Considerando que el numero de
sulfonamidas y tetraciclinas utilizadas en produccion animal estd aumentando, es
muy interesante desarrollar ELISAs especificos y genéricos para los nuevos
antibidticos. Sin lugar a duda, el factor limitante es el desarrollo de anticuerpos
adecuados, lo que basicamente implica disefiar nuevas rutas sintéticas de haptenos.
De los trabajos publicados hasta el momento se puede deducir que las sulfonamidas
son una familia de antibidticos con los que no se han producido anticuerpos de
amplia capacidad de reconocimiento.

Con respecto a las tetraciclinas, la mayoria de los articulos determinan TC,
estudiando otros compuestos relacionados con menor frecuencia. Ademas, los
métodos descritos generan anticuerpos que no son especificos y, por lo general,
presentan reactividad cruzada contra varios analitos. Esto hace que el disefio de
nuevos haptenos y desarrollo de nuevos ELISAs para ambas familias sea de gran

interés para la comunidad cientifica.
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Objetivos

Dada la problematica que presenta el desarrollo de inmunoensayos y la
determinacién de sulfonamidas y tetraciclinas con elevada sensibilidad, se han
planteado diferentes objetivos.

El objetivo general de las investigaciones ha sido el desarrollo de
inmunorreactivos y sistemas analiticos de barrido (screening) basados en métodos
inmunoquimicos, que permitan la deteccidn de residuos de antibidticos en
alimentos, concretamente sulfonamidas y tetraciclinas. Estos desarrollos se dirigen
a conocer los niveles de tetraciclinas y sulfonamidas en alimentos de una forma
rapida, sensible, econdmica y fiable, con un tratamiento de muestra minimo y por

personal no cualificado.

Para ello se plantearon los siguientes objetivos particulares:
e Disefio y sintesis de haptenos, inmunogenos, trazadores y reactivos
auxiliares para los antibioticos objeto de estudio
e Obtencion de anticuerpos policlonales
e Desarrollo y puesta a punto de métodos inmunoquimicos tipo ELISA
e Aplicacion a muestras reales. Estudio de la determinacion de los
antibioticos en mieles de distinta procedencia
e Validacion de la metodologia desarrollada. Estudio comparativo entre la
informacion obtenida mediante la metodologia desarrollada y los métodos
de referencia
Dado que esta Tesis Doctoral se ha realizado en el marco de dos proyectos de
investigaciéon cuya darea de aplicacion ha sido la deteccidn de residuos de
antibioticos en mieles (AGL-2000-0522-P4-03 y CIT-060000-2005-86), la

aplicacion de las tecnologias desarrolladas se orientd a muestras de miel.
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Parte Experimental

3.1. SINTESIS ORGANICA

3.1.1. Técnicas generales

3.1.1.1. Técnicas cromatogrdficas

Cromatografia en capa fina

Para la cromatografia analitica en capa fina se utilizaron cromatofolios de gel de
silice 60 F,s,4 (Fluka, Madrid, Espafia) con un espesor de 0,2 mm.

Los cromatofolios, una vez desarrollados, se observaron a la luz ultravioleta o
se revelaron utilizando los siguientes reactivos:

-Anisaldehido: Disolucion recién preparada de 0,5 mL de anisaldehido y 1 mL
de acido sulfurico (conc) en 50 mL de acido acético glacial. Las placas se
sumergieron en la disolucion y posteriormente se calentaron a 100-105 °C hasta
obtener la maxima intensidad de color en las manchas.

-Verde de bromocresol: 0,04 g de verde de bromocresol disueltos en 100 mL de
EtOH, adicionando NaOH 0,1 M hasta viraje al azul. Los cromatofolios se

sumergieron en la disolucion y posteriormente se calentaron a 100-105 °C.
Cromatografia en columna

Para la cromatografia preparativa en columna se utilizo gel de silice 60 de
0,063-0,200 mm de tamaifio de particula (J. T. Baker, Deventer, Holanda).

La muestra se depositd adsorbida sobre gel de silice de las mismas
caracteristicas o disuelta en el disolvente adecuado. La elucion se llevo a cabo a
una velocidad de flujo de aproximadamente 5 cm/min.

Para la cromatografia preparativa HPLC se utilizd un equipo Waters 600E con
una columna RP-18 (Lichrosorb 20 x 250 mm, tamafio de particula de 7,0 pum,

Teknokroma, Barcelona, Espaiia).
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Parte Experimental

3.1.1.2. Técnicas espectroscopicas
Espectroscopia infrarroja (IR)

Los espectros de IR se realizaron utilizando pastillas de KBr y un
espectrofotometro Jasco FT/IR-460pys, con un intervalo de trabajo entre 4.000 y
600 cm™.

Resonancia magnética nuclear (RMN)

Los espectros de RMN fueron obtenidos en un espectrometro Varian Gemini
300 (300,08 MHz para RMN 'H y 75,45 MHz para "*C).

El disolvente utilizado, excepto cuando se indique lo contrario, fue DMSO sin
referencia interna, tomando la sefial de este disolvente como referencia (2,49 ppm
para 'Hy 39,5 ppm para "°C).

Los valores de desplazamiento se indican en unidades 6 (ppm) y las constantes
de acoplamiento (J) en hertzios (Hz). Las abreviaturas s, d, t, q, quint, m y ar
representan singlete, doblete, triplete, cuadruplete, quintuplete, multiplete y

aromatico, respectivamente.
Espectrometria de masas (MS)

Todos los espectros de masas se obtuvieron previa separacion de los
compuestos por HPLC utilizando un equipo Waters 2690 con detector de masas, en
modo IE-MS (Thermabeam Mass detector; Waters). Se empled una columna de
HPLC C18 (Symmetry 2,1 x 150 mm, tamafio de particula de 5 um, Waters),
metanol como eluyente a 0,25 mL/min y 210 °C como temperatura del ionizador.
Los datos representan la abundancia relativa de los fragmentos cargados

positivamente frente a la relacion masa/carga (m/z).
3.1.2. Reactivos

Para la sintesis de haptenos se utilizaron reactivos comerciales grado sintesis,

suministrados por Fluka-Sigma-Aldrich Quimica (Madrid, Espafia) y Acros
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Parte Experimental

Organics (Geel, Bélgica), excepto la 2-N-lisinometiltetraciclina que fue adquirida a
Laboratoires Sophartex (Vernouillet, Francia). Los disolventes empleados fueron
suministrados por Aldrich Quimica (Madrid, Espafia) y Scharlab (Barcelona,
Espafia), en diferentes calidades (grado sintesis, pureza para andlisis o calidad
HPLC).

3.1.3. Sintesis de haptenos para sulfonamidas
Los compuestos de la familia de las sulfonamidas muestran una gran

variabilidad, pero poseen una estructura general en la que se pueden diferenciar dos

regiones: una constante (c) y otra variable (v), que constituye la mayor diferencia

o]
H,N “—NH R
| o | 1 ]

Constante (c) Variable (v)

estructural (Figura 8).

Figura 8. Estructura general de las sulfonamidas

Por este motivo, para la determinacién de sulfonamidas se sintetizd una
coleccion de 13 haptenos, con diferentes grados de heterologia, que difieren tanto
en la longitud como en el tipo del brazo espaciador, clasificandolos en tres tipos
segun la posicion en que se introdujo dicho brazo.

Los haptenos se han agrupado en funcion de la aproximacion sintética seguida,

de ahi que la nomenclatura no sea correlativa.

3.1.3.1. Haptenos tipo 1

La obtencidn de este tipo de haptenos se llevd a cabo manteniendo la regioén

constante y efectuando la funcionalizacion a través de la region variable (Figura 9).

Figura 9. Estructura genérica de los haptenos tipo I para sulfonamidas

61



Parte Experimental

Sintesis del hapteno S2: Acido 4-(4-amino-bencenosulfonilamino)benzoico

La obtencion del acido 4-(4-acetilamino-bencenosulfonilamino)benzoico se
llevé a cabo siguiendo el procedimiento descrito por Muldoon et al.*’. Para ello, se
agitdé una mezcla de 6,11 g (44,6 mmoles) de acido 4-aminobenzoico y 10,48 g
(44,9 mmoles) de cloruro de N-acetilsulfanililo en 42 mL de acetona anhidra
conteniendo un 8% (v/v) de piridina seca, durante 21 h bajo atmosfera de Ar a
temperatura ambiente. A continuacion, se evapord la acetona en corriente de aire
obteniendo un semisélido anaranjado. Tras la adicion de 120 mL de agua destilada,
el precipitado se filtrd, se lavo con EtOH frio (10 mL) y se secd a vacio. Se
obtuvieron 9,34 g (63%) de un sdlido blanco que no necesitd purificacion posterior
y que fue identificado como “producto I”.

> I
Producto I NHOﬁ_NHOCOOH
(o]

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 10,73 (1H, s, SO,NH), 10,34 (1H, s,
CONH), 7,81-7,75 (6H, CH.,), 7,19 (2H, d, J= 6,9 Hz, CH,,), 2,05 (3H, s, CH;CO).

BC-RMN (75,4 MHz, DMSO-d¢) & (ppm): 169,0 (COOH), 166,7 (CO), 1434,
142,1 y 132,6 (3C), 130,7 (2CH,,), 128,0 (2CH,), 1254 (Ca), 118,6 (2CH.,),
118,0 (2CH,,), 24,1 (CHs).

A 1,72 g (5,1 mmoles) del producto I se afiadieron 54 mL de agua destilada y
12 mL de HCI conc. La mezcla se calent6 a reflujo durante 40 min y se ajustd el
pH de la disolucion hasta 4,0 con NH,OH 6,5 M. El precipitado, una vez filtrado
usando una placa de vidrio, se lavo con agua fria y se secd a vacio. Se obtuvieron
1,41 g de un solido blanco (rendimiento 94%) que correspondia al producto
deseado, “hapteno S2”.

S2 HzNO

o=—un=—O0

OH
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Parte Experimental

'"H-RMN (300 MHz, DMSO-d) & (ppm): 12,66 (1H, br s, COOH), 10,41 (1H, s,
SO,NH), 7,77 (2H, d, J= 7,2 Hz, CH.,), 7,44 (2H, d, J= 7,2 Hz, CH,), 7,14 (2H, d,
J=17,2Hz, CH,), 6,53 (2H, d, J= 7,2 Hz, CH,,), 6,04 (2H, s, NH,).

3C-RMN (75,4 MHz, DMSO-d) & (ppm): 166,8 (COOH), 153,1 y 142,7 (2C.),
130,6 (2CH,,), 128,8 (2CH,,), 124,8 y 123,9 (2C,), 117,5 (2CH,,), 112,6 (2CH,,).

IR (KBI) Vi (cm™): 3411 (NH,, as), 3332 (NHa, sim), 3217 (NH), 1697 (C=0),
1608 (Ca=Ca), 1516 (Co=Ca), 1327 (SO,, as) y 1157 (SO, sim).

MS m/z (fragmento, intensidad relativa): 292 (M, 20), 156 (CsHsNO,S, 100), 108
(CsHgNO, 74), 92 (CsHgN, 93), 65 (CsHs, 73).

Sintesis del hapteno S9: Acido [4-(4-amino-bencenosulfonilamino)fenil]acético

Para la sintesis de este compuesto se agitdé una mezcla de 3,22 g (21,3 mmoles)
de 4cido (4-aminofenil)acético y 5 g (21,4 mmoles) de cloruro de N-
acetilsulfanililo, en 17 mL de acetona anhidra conteniendo un 18% (v/v) de
piridina seca, durante 21 h bajo atmdsfera de Ar a temperatura ambiente. A
continuacion, se eliminé el disolvente a presion reducida, obteniéndose un solido
rojizo como producto de condensacion. Su purificacion, mediante cromatografia en
columna sobre gel de silice con hexano/AcOEt (90:10), permitié obtener el acido
[4-(4-acetilamino-benceno sulfonilamino)fenil]acético -producto I- (4,37 g, 59%)

como un solido naranja.

[o]

R I
| COOH

(o]

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 12,25 (1H, br s, COOH 10,30 (1H, s,
SO,NH), 10,13 (1H, s, CONH), 7,68 (4H, s, CH.,), 7,10 (2H, d, J= 8,5 Hz, CH,,),
6,99 (2H, d, J= 8,5 Hz, CHy,), 3,43 (2H, s, CH,COOH), 2,04 (3H, s, CH;CO).
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3C-RMN (75,4 MHz, DMSO-dg) § (ppm): 172,7 (COOH), 169,1 (CONH), 1431,
136,3, 133,1 y 130,7 (4C,,), 130,1 (2CH,,), 128,0 (2CH,), 120,0 (2CH,,), 118,6
(2CH,y), 39,9 (CH,COOH), 24,2 (CH3CO).

A 0,92 g (2,6 mmoles) del producto I se afiadieron 30 mL de agua destilada y 6
mL de HCI conc, manteniendo la mezcla a reflujo durante 35 min. Tras ajustar el
pH de la disolucion a 4,0 con NH,OH 6,5 M, el precipitado formado se filtré en
placa de vidrio, se lavo con agua fria y se seco a vacio. Como resultado se obtuvo
un so6lido puro de color marrdn (0,498 g, 62%), que fue identificado como “hapteno
S9”.

o OH
S9 OII
HoN ﬁ—NH
o

'"H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) § (ppm): 12,22 (1H, br s, COOH), 9,81 (1H, s,
SO,NH), 7,37 (2H, d, J= 8,73 Hz, CH,,), 7,06 (2H, d, J= 8,5 Hz, CH,,), 6,97 (2H,
d, J= 8,5 Hz, CH,), 6,51 (2H, d, J= 8,73 Hz, CH,,), 5,95 (2H, s, NH,), 3,43 (2H, s,
CH,COOH).

BC-RMN (75,4 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 172,7 (COOH), 152,8 (2C.), 137,0
(C), 130,0 (2CH,,), 128,7 (2CH,.), 124,5 (Ca), 1194 (2CH,,), 112,6 (2CH,,), 39,9
(CH,COOH).

IR (KBr) Vi (cm™): 3493 (NH,, as), 3391 (NH,, sim), 3239 (NH), 1705 (C=0),
1628 (Co=Car), 1505 (Co=Ca), 1321 (SO, as) y 1148 (SO, sim).

MS m/z (fragmento, intensidad relativa): 306 (M",19), 156 (CsHgNO,S, 64), 151

(CsHoNO,, 32), 108 (CsHGNO, 45), 106 (C;H;N, 100), 92 (C4HN, 55), 65 (CsH,
40).
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Sintesis del hapteno S3: Acido [2-(4-amino-bencenosulfonilamino)-1,3-tiazol-4-

illacético

Este derivado de STZ fue preparado utilizando una modificacion del
procedimiento descrito por Haasnoot ez al.”’.

A 5,00 g (31,6 mmoles) del acido 2-amino-4-tiazolacético se afiadieron 92 mL
de EtOH y 18,4 mL de HCI conc, calentando la mezcla a reflujo durante 30 min.
Tras eliminar el disolvente a presion reducida, el residuo se disolvio en 95 mL de
agua destilada y se alcalinizo hasta pH 8,0 con NH,OH 6,5 M. La mezcla obtenida
se extrajo con acetato de etilo (3 x 100 mL) y tras unir las fases orgéanicas, éstas se
secaron sobre Na,SO, anhidro. El extracto se concentrd a presion reducida y el
solido obtenido se recristalizé con acetato de etilo, obteniendo 4,45 g (76%) de un
solido amarillo que fue identificado como (2-amino-1,3-tiazol-4-il)acetato de etilo
-producto I-.

S
[o]
Producto I HeN <\ M
N o /\

'H-RMN (300 MHz, CDCL) & (ppm): 6,33 (1H, s, CH,.s), 5,20 (2H, br s, NH>),
4,17 (2H, q, J= 7,1 Hz, CH;CH,0), 3,55 (2H, s, COCH,), 1,26 (3H, t, J= 7,1 Hz,
CH:CH,0).

BC-RMN (75,4 MHz, CDCls) & (ppm): 170,5 (CO), 167,8 y 144,5 (2C,,), 105,3
(CH,rs), 61,0 (CH;CH,0), 37,2 (COCH,), 14,2 (CH3CH,O).

A una disolucion de 1,98 g (10,6 mmoles) del producto I en 7,3 mL de piridina
anhidra, se adicionaron lentamente -a 0 °C y bajo atmoésfera de Ar- 2,67 g (11,4
mmoles) de cloruro de N-acetilsulfanililo. Tras agitar la mezcla durante 38 h a
temperatura ambiente y bajo atmdsfera de Ar, se adicionaron 2 mL de EtOH y se
ajusto el pH de la disolucion a 3,0 con HCI 4 M. El precipitado formado se filtr6 en
una placa de vidrio, se lavd con agua destilada y se seco a presion reducida. El

producto obtenido se recristalizo en acetona, obteniendo 2,04 g (50%) de un sélido
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ligeramente amarillo que fue identificado como [2-(4-acetilamino-benceno

sulfonilamino)-1,3-tiazol-4-il]Jacetato de etilo -producto II-.

(o] Ici S
ot = )=~ _J,
o]

(o]

N\

'"H-RMN (300 MHz, DMSO-d¢) & (ppm): 12,63 (1H, s, SO,NH), 10,27 (1H, s,
CONH), 7,70 (4H, s, CH.), 6,59 (1H, s, CH..s), 4,07 (H, q, J= 7,1 Hz,
CH;CH,0), 3,61 (2H, s, COCH.), 2,05 (3H, s, CH;CO), 1,17 3H, t, J= 7,1 Hz,
CH;CH,0).

BC-RMN (75,4 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 168,9, 168.6 y 168,3 (2CO y Ca),
142,5, 136,1 y 130,7 (3C.), 127,0 (2CH,), 118,4 (2CH,.), 105,5 (CHas), 60,8
(CH;CH,0), 32,9 (COCHy,), 24,1 (CH3CO), 14,0 (CH;CH,0).

Finalmente, a 1,00 g (2,6 mmoles) del producto II se afiadieron 24,1 mL de
NaOH 2,0 M, calentando la mezcla resultante durante 5 h a reflujo. Tras ajustar el
pH de la disolucién a 3,0 con HC1 4 M, se filtrd el precipitado formado en placa de
vidrio, se lavo con agua destilada y se secd a vacio. Se obtuvieron 689 mg (84%)
de un solido ligeramente amarillo que no necesitd purificacidon posterior, y que fue

identificado como “hapteno S3”.

ﬁ s

o
OH

'"H-RMN (300 MHz, DMSO-d¢) § (ppm): 12,44 (1H, br s, COOH), 7,42 (2H, d, J=
8,5 Hz, CH,,), 6,54 (2H, d, J= 8,5 Hz, CH,,), 6,49 (1H, s, CH,.s), 5,82 (2H, br s,
NH,), 3,49 (2H, s, CH,COOH).

BC-RMN (75,4 MHz, DMSO-ds) & (ppm): 170,2 (COOH), 167,7 (Carnn), 152,3
(2C.), 131,2 (Ca), 127,8 (2CH,y), 112,5 (2CH,,), 104,6 (CH,.-s), 33,2 (CH,COOH).
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IR (KBr) Vi (em™): 3444 (NH,, as), 3357 (NH,, sim), 3109 (NH), 1703 (C=0),
1597 (C=Cl), 1529 (anillo tiazol), 1300 (SO,, as) y 1122 (SO,, sim).

MS m/z (fragmento, intensidad relativa): 269 ([M-CO,]", 18), 205 (C;oH,|N;S, 77),
156 (CsHgNO,S, 74), 108 (C¢HgNO, 78), 93 (CsH;N, 100), 92 (CsHgN, 96), 65
(CsHs, 57).

Sintesis del hapteno S4: Acido 6-(4-amino-bencenosulfonilamino)nicotinico

A 2,00 g (14,5 mmoles) de acido 6-amino-nicotinico se afiadieron 42 mL de
EtOH y 8,42 mL de HCI conc. La mezcla de reaccion se calent6 a reflujo durante
90 min, eliminando el disolvente a presion reducida. El residuo se disolvio en 43
mL de agua destilada y tras ajustar el pH de la disolucion a 8,0 con NH,OH 6,5 M,
se extrajo la mezcla con diclorometano (3 x 40 mL); las fases organicas se secaron
sobre Na,SO4 anhidro y el extracto se concentr6 a presion reducida. Se obtuvieron
848 mg de un solido blanco puro que correspondia a 6-aminonicotinato de etilo

-producto I-, con un rendimiento del 35%.

— (o]

Producto I HaN
\N / 0—\

'"H-RMN (300 MHz, CDCl3) § (ppm): 8,73 (1H, d, J= 2,2 Hz, CH,.v), 8,01 (1H,
dd, J= 2,2, 8,7 Hz, CHucco), 6,47 (1H, d, J= 8,7 Hz, CHarcni), 4,98 (2H, br s,
NHL), 4,33 (2H, q, J= 7,1 Hz, CH;CH,0), 1,36 3H, t, J= 7,1 Hz, CH;CH,0).

BC-RMN (75,4 MHz, CDCL;) § (ppm): 165,6 (CO), 161,0 (Carnirz), 151,3 (CHar),
138,9 (CHarcco), 116,6 (Carco), 107,3 (CHarconmz), 60,6 (CH;CH,0), 14,4
(CH;CH,0).

A una disolucién de 0,8 g (4,8 mmoles) del producto I en 3,3 mL de piridina
anhidra, se adicionaron lentamente -a 0 °C y bajo atmosfera de Ar- 1,18 g (5,1
mmoles) de cloruro de N-acetilsulfanililo. Tras 27 h de agitaciéon a temperatura
ambiente y bajo atmdsfera de Ar, se adicionaron 2 mL de EtOH y 10 mL de agua
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destilada, ajustando el pH a 3,0 con HCl 6 M. El precipitado, recogido por
filtracién en una placa de vidrio, se lavo con EtOH frio y se secd a vacio,
obteniéndose un so6lido blanco puro (859 mg, 49%) que fue identificado como 6-(4-

acetilamino-bencenosulfonilamino)nicotinato de etilo -producto II-.

o —_— (o]
Producto 11 NH— NH
w I < > <
/_ [e]

"H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) 5 (ppm): 11,94 (1H, br s, SO,NH), 10,31 (1H, s,
CONH), 8,57 (1H, s, CHan), 8,11 (1H, d, J= 8,7 Hz, CHar.cco), 7,86 (2H, d, J= 8,3
Hz, CH,), 7,72 (2H, d, J= 8,3 Hz, CH,), 7,14 (1H, d, J= 8,7 Hz, CH,.cnn), 4,25
(2H, q, J= 7,1 Hz, CH;CH,0), 2,05 (3H, s, CH;CO), 1,26 (3H, t, J= 7,1 Hz,
CH;CH,0).

n=0

BC-RMN (75,4 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 169,0 (CONH), 164,1 (CO), 155,0 (C-
nuso2), 147,6 y 1432 (DEPT Cinucocns, CHarn), 139,5 (CHarcco), 134,0 (Car
soonn), 128,3 (2CH,,), 111,9 (CHanonn), 60,8 (CH3CH,0), 24,1 (CH5CO), 14,1
(CH;CH,0).

Posteriormente, a 0,8 g (2,2 mmoles) del producto II se afiadieron 4 mL de
NaOH 2,5 M y 8 mL de agua destilada. Tras calentar la mezcla a reflujo durante 2
h, se ajustd el pH de la disolucion a 4,0 con HCI cone. El precipitado, recogido por
filtracion en una placa de vidrio, se lavd con agua destilada y se secd a presion
reducida. Se obtuvieron 587 mg de un soélido ligeramente amarillo que
correspondia al acido 6-(4-amino-bencenosulfonilamino)nicotinico -hapteno S4-,

con un rendimiento del 91%.

ﬁ — o
S4 HZN—QS—NH
I N7 N

'"H-RMN (300 MHz, DMSO-d¢) & (ppm): 12,19 (1H, br s, COOH), 10,37 (1H, br s,
SO,NH), 8,6 (1H, s, CHav), 8,08 (1H, d, J= 8,7 Hz, CHar.cco), 7,56 (2H, d, J= 7.9
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Hz, CH,,), 7,09 (1H, d, J= 8,7 Hz, CHu-cxn), 6,55 (2H, d, J= 7,9 Hz, CH,,), 6,04
(2H, s, NH,).

BC-RMN (75,4 MHz, DMSO-dg) 3 (ppm): 165,8 (CO), 154,9 y 153,2 (2C,,), 148,9
(CHarx), 139,3 (CHarcco), 1293 (2CHy), 124,7 y 120,0 (2C.), 112,4 (2CH,,),
110,8 (Ca).

IR (KBr) Vimax (cm™): 3485 (NHa, as), 3383 (NH,, sim), 2854 (NH), 1697 (C=0),
1593 (Co=Clr), 1502 (Co=Clr), 1306 (SO, as) y 1147 (SO, sim).

MS m/z (fragmento, intensidad relativa): 229 ([M-SO,]", 74), 228 (C2H;oN;0,,
72), 138 (CsHgN,O,, 34), 93 (C¢H7N, 100), 92 (CsHgN, 58), 63 (HNOS, 65).

Sintesis del hapteno S14: Acido 4-[4-(4-amino-bencenosulfonilamino)benceno

sulfonilamino]benzoico

El ultimo hapteno de este grupo, denominado S14, posee la region variable
idéntica a la region constante.

A una disolucion de 2,92 g (10 mmol) de acido 4-(4-amino-
bencenosulfonilamino)benzoico (S2) en 10 mL de agua destilada, conteniendo 800
mg de NaOH (20 mmol), se adicionaron lentamente -a 0 °C y bajo atmosfera de
Ar- 2,34 g (10 mmoles) de cloruro de N-acetilsulfanililo. Tras 2 h y 30 min de
agitacion a temperatura ambiente, se adicionaron 25 mL de agua destilada,
acidificando la disolucién con HCI conc hasta precipitacion, apareciendo un solido
rosa de aspecto ceroso. El producto obtenido se recristalizd en una mezcla de
EtOH/agua, obteniendo 3,03g (62 %) de un soélido que fue identificado como acido
4-[ 4 -( 4 — acetilamino — bencenosulfonilamino ) bencenosulfonilamino ] benzoico

-producto I-.

o o o
o o
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"H-RMN (300 MHz, DMSO-d¢) & (ppm): 10,84, 10,66 y 10,31 (3H, s, NH), 7,78 y
7,12 (4H, d, AA'BB’, J= 8,7 Hz, CH,,), 7,76-7,68 (4H, CH,,), 7,67 y 7,20 (4H, d,
AA'BB’, J= 8,7 Hz, CH,), 2,09 (3H, s, CH;).

BC-RMN (75,4 MHz, DMSO-d¢) § (ppm): 169,1 y 166,7 (2CO), 1435, 142.3,
141,9, 133,3 y 132,4 (5C.,), 130,7 (2CH,), 128,3 (2CH,), 128,0 (2CH,,), 125.6
(Ca), 118,7 (2CH,y), 118,3 (2CH,), 118,1 (2CH,,), 24,1 (CH;).

A 1 g (2 mmoles) del producto I se afiadieron 31 mL de agua destilada y 7 mL
de HCI conc, calentando la mezcla a reflujo durante 3 h. Tras ajustar el pH de la
disolucion a 5,0 con NH4OH 6,5 M, el precipitado obtenido se aislo por filtracion y
se seco a presion reducida. Se obtuvieron 406 mg de un so6lido puro de color crema
que correspondia al aminoacido deseado, “hapteno S14”, con un rendimiento del
44%.

Sl4 H2N4©78|—NH4©78|—NH4©7C00H

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) 8 (ppm): 10,67 y 10,55 (2H, s, 2SO,NH), 7,78 y
7,14 (4H, d, AA'BB’, J= 9,0 Hz, CH.,), 7,66 y 7,17 (4H, d, AA'BB’, J= 8,7 Hz,
CH.), 7,42 y 6,53 (4H, d, AA'BB’, J= 8,7 Hz, CH,,), 6,04 (2H, br s, NH,).

3C-RMN (75,4 MHz, DMSO-dg) § (ppm): 166,7 (COOH), 153,2, 142,9, 142,0 y
132,7 (4C.r), 130,7 (2CHarc-coon), 128,8 (2CHarcso2), 128,2 (2CHarcs02), 125,5 (C-
Ca), 123,7 (C-Cy), 118,1 (2CHar.onm), 117,8 (2CHaronm), 112,7 (2CH,r-onm2).

IR (KBr) Ve (cm™): 3258 (NH), 1678 (C=0), 1607 (Ca=Ca), 1497 (Co=Ch),
1321 (SO, as) y 1153 (SO, sim).

MS m/z (fragmento, intensidad relativa): 156 (CcHgNO,S, 17), 125 (C¢HsOS, 53),
93 (C¢HyN, 100), 63 (HNOS, 63).
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3.1.3.2. Haptenos tipo 11

Este tipo de haptenos fueron funcionalizados a través del grupo amino

aromadtico de la regién constante (Figura 10).

Figura 10. Estructura genérica de los haptenos tipo II para sulfonamidas

Hapteno S5: Sulfasalazina
La sulfasalazina es un producto comercial que posee un acido carboxilico, lo

que permite su conjugacion directa a una proteina carrier, enzima, etc. Por ello,

este compuesto se utilizd6 como hapteno, sin derivatizacion previa (hapteno S5).

S5 i N=
HO N=—"N S——NH

Hapteno S6: N*-ftalilsulfatiazol
El N'-ftalilsulfatiazol (PSTZ) es un producto comercial, seleccionado por su

similitud con el STZ y por poseer un acido carboxilico en su estructura, lo que hace

posible su acoplamiento directo a proteinas carrier, enzimas, etc. (hapteno S6).

COOH
Sé6 ::

(D:O

NH-‘{g

o
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Sintesis del hapteno S7: Acido 3-{4-hidroxi-3-[4-(tiazol-2-ilsulfamoil)fenilazo]

fenil}propanoico

A una disolucion de 5,00 g (19,6 mmoles) de STZ en 55 mL de MeOH, se
afiadieron 70 mL de HCI 1,5 M y se enfti6 en bafio de hielo. Posteriormente, se
adiciond gota a gota una disolucion de 1,49 g (21,6 mmoles) de nitrito sddico en 2
mL de agua. La temperatura se mantuvo entre 0 y 5 °C, y la sal de diazonio
resultante se agitd vigorosamente durante 30 min. Transcurrido este tiempo, la
mezcla de reaccion fue adicionada lentamente a una disolucion de 3,77 g (22,7
mmoles) de 4cido 3-(4-hidroxifenil)propanoico en 110 mL de NaOH 1 M. El pH de
la mezcla se mantuvo entre 12-13 adicionando NaOH 5 M. Tras agitar la mezcla
durante 2 h a 10 °C hasta completar la reaccion, ésta se llevd a temperatura
ambiente y se agitd de nuevo durante 1 h. Finalmente, se ajusté el pH de la
disolucion a 3,0 con HCI conc, y el precipitado obtenido se aislo por filtracion, se
lavd con agua destilada fria, y se secd a presion reducida. El acido 3-{4-hidroxi-3-
[4-(thiazol-2-ilsulfamoil)fenilazo]fenil } propanoico -hapteno S7-, se obtuvo como

un sdlido rojo que no requirio purificacion (8,25 g, 97%).

OH
T ]
N/)—NH—EAQN:N

"H-RMN (300 MHz, DMSO-d¢) & (ppm): 12,85 (1H, br s, COOH o SO,NH), 12,12
(1H, br s, COOH or SO,NH), 10,87 (1H, s, OH,), 8,10 (2H, d, J= 8,7 Hz, CH,,),
7,99 (2H, d, J= 8,7 Hz, CH,,), 7,60 (1H, d, J= 2,1 Hz, CH.,,), 7,35 (1H, dd, J= 6,3
Hz, J= 2,1 Hz, CH,), 7,30 (1H, d, J= 4,5 Hz, CH,.), 7,02 (1H, d, J= 8,5 Hz,
CH..), 6,88 (1H, d, J= 4,5 Hz, CHa.s), 2,82 (2H, t, J= 7.4 Hz, CH,CH,COOH),
2,55 (2H, t, J= 7,4 Hz, CH,CH,COOH).

3C-RMN (75,4 MHz, DMSO-dg) 8 (ppm): 173,7 (CO), 169,0 (Cavs), 153,7, 153.3,
143,7 y 138,3 (4C,), 134,8 (CHy), 1323 (Car), 127,1 (2CH,), 124,6 (CH,.n), 123,0
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(2CH,y), 1209 y 118,33 (2CH,), 108,6 (CH,.s), 35,2 (CH,CH,COOH), 29,3
(CH,CH,COOH).

IR (KBr) Vi (cm™): 3416 (OH,,), 3120 (NH), 1687 (C=0), 1572 (N=N), 1535
(anillo tiazol), 1296 (SO,, as) y 1142 (SO,, sim).

MS m/z (fragmento, intensidad relativa): 93 (CsH;N, 36), 63 (HNOS, 100).

Sintesis del hapteno S8: Acido 3-{4-hidroxi-3-[4-(pirimidin-2-ilsulfamoil)

fenilazo]fenil}propanoico

El hapteno S8 fue preparado siguiendo el procedimiento descrito para la
obtencion del compuesto S7. A partir de 2,00 g (8,0 mmoles) de sulfadiazina, 0,61 g
(8,8 mmoles) de nitrito sodico y 1,54 g (9,5 mmoles) de acido 3-(4-
hidroxifenil)propanoico, se obtuvieron 2,58 g (76%) del “hapteno S8’ como un

sdlido anaranjado.

OH

»nw=—o0

S8 </:N\>_NH_

N

[e]

HO

'"H-RMN (300 MHz, DMSO-d) & (ppm): 12,06 (1H, br s, COOH), 10,84 (1H, s,
OH,,), 8,54 (2H, d, J= 4,8 Hz, CH,.), 8,19-8,11 (4H, m, CH.,), 7,59 (1H, d, J=2,2
Hz, CH,,), 7,37 (1H, dd, J= 6,3 Hz, J= 2,2 Hz, CH,,), 7,08 (1H, t, J= 4,8 Hz, CH.,),
7,03 (1H, d, J= 8,5 Hz, CH,,), 2,82 (2H, t, J= 7,4 Hz, CH,CH,COOH), 2,56 (2H, t,
J= 1,4 Hz, CH,CH,COOH).

3C-RMN (75,4 MHz, DMSO-dg) 8 (ppm): 173,7 (CO), 158,4 (2CH,.x), 156,8 (Car.
N), 154,0, 153,8, 141,8 y 138,4 (4C,), 135,0 (CH,), 132,3 (Ca), 128,9 y 122,8
(2CH,,), 120,5 (CH,,), 118,4 (CH,), 115,7 (CH.,), 35,2 (CH,CH,COOH), 29,3
(CH,CH,COOH).
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IR (KBr) Ve (cm™): 3420 (OH,,), 3097 (NH), 1682 (C=0), 1579 (N=N), 1340
(SO, as) y 1169 (SO, sim).

MS m/z (fragmento, intensidad relativa): 185 (CioHgNy, 15), 170 (C1oHgN3, 28), 95
(C4H;N;, 53), 63 (HNOS, 100).

3.1.3.3. Haptenos tipo 111
Este conjunto de haptenos fueron obtenidos manteniendo invariable la region
constante y efectuando la funcionalizacion a través del grupo sulfonamido (Figura

11).

HZN@— —NH/P\L\R

Figura 11. Estructura genérica de los haptenos tipo III para sulfonamidas

o

o=w

Sintesis del hapteno S10: Acido (4-amino-bencenosulfonilamino)acético

La sintesis de este hapteno se llevd a cabo siguiendo el procedimiento descrito
por Kolloff /#*.

A una disoluciéon de 7,5 g (0,1 moles) de glicina en 50 mL de agua destilada
conteniendo 8,0 g (0,2 moles) de NaOH, se adicionaron lentamente -a 0 °C y bajo
atmosfera de Ar- 23,4 g (0,1 moles) de cloruro de N-acetilsulfanililo. Tras 2 h de
agitacion a temperatura ambiente y bajo atmosfera de Ar, la disolucion se acidifico
con HCI conc y se enfrio a 5 °C, agitandose hasta la aparicion de precipitado. El
solido obtenido se recristalizd en una mezcla de EtOH/agua (60:40), obteniendo
19,2 g (71 %) de un sdélido blanco que fue identificado como acido (4-acetilamino-

bencenosulfonilamino)acético -producto I-.

o o
Producto I > HNO%_NHAcooH
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"H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 10,31 (1H, s, CONH), 7,90 (1H, t, J= 6,0
Hz, NH), 7,80-7,70 (4H, m, CH,,), 3,56 (2H, d, J= 6,0 Hz, CH,), 2,09 (3H, s, CHs).

BC-RMN (75,4 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 170,3 (COOH), 169,0 (CO), 142,8 y
134,3 (2C.), 127,7 (2CH,y), 118,5 (2CH,,), 43,8 (CH,), 24,1 (CH;).

A 12,5 g (45,96 mmoles) del producto I se afiadieron 7 mL de HC14,9 M y la
mezcla resultante se calentd a reflujo durante 35 min. La disolucion amarilla
obtenida se enfrié a 5 °C en agitacion hasta la aparicion del hidrocloruro cristalino.
El sélido obtenido se aisld por filtracion y se disolvid en una pequefia cantidad de
agua destilada. Posteriormente, el pH de la disolucion se ajust6 a 4,0 con NaOH 6
M vy se enfrio a 5 °C hasta la aparicion de un precipitado que, tras ser filtrado en
placa de vidrio, se seco a presion reducida. Como resultado se obtuvo un sélido

puro de color blanco (9,12 g, 86%), que fue identificado como “hapteno S10”.

0
S10 HZN—Q:S:—NH/\COOH
o

'"H-RMN (300 MHz, DMSO-d¢) 5 (ppm): 7,38 (2H, d, J= 8,7 Hz, 2CH.r.cs02), 6,58
(2H, d, J= 8,7 Hz, 2CH,-cnin), 5,90 (2H, br s, NH), 2,94 (2H, s, CH,).

BORMN (754 MHz, DMSO-de) 5 (ppm): 169,9 (COOH), 152,5 (Ca), 1286
(2QHar—CSO2), 12455 (Qar)a 11296 (2gHar—CNH2)a 4671 (QHZ)

IR (KBr) Vi (em™): 3416 (NH,, as), 3331 (NH,, sim), 3252 (NH), 1643 (C=0),
1601 (Ca=Ca), 1504 (Co=Cay), 1331 (SO, as) y 1161 (SO, sim).

MS m/z (fragmento, intensidad relativa): 172 (CcHgN,O,S, 10), 156 (CsHeNO,S,
11), 93 (C¢H-N, 100), 63 (HNOS, 45).
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Sintesis del hapteno S12: 4-amino-V-(3-hidroxipropil)bencenosulfonamida

La sintesis de este hapteno se llevd a cabo siguiendo una estrategia similar a la
descrita por Adams et al.'®.

A una disolucién de 7,5 g (0,1 moles) de 3-amino-1-propanol en 100 mL de
agua destilada, se adicionaron lentamente -a 0 °C y bajo atmoésfera de Ar- 11,7 g
(50 mmoles) de cloruro de N-acetilsulfanililo. La mezcla de reaccidén se agito
durante 2 h a temperatura ambiente y se enfrié a 0 °C hasta la aparicion de
precipitado, el cual se aislo por filtracion, se lavé con agua destilada fria, y se seco
a presion reducida. La N-[4-(3-hidroxipropilsulfamoil)fenil]acetamida -producto I-

se obtuvo como un sdlido blanco que no requirié purificacion (12,05 g, 89%).

0,
Producto I > HN@

'"H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) 8 (ppm): 10,31 (1H, s, NH-CO), 7,76 (2H, d, J=
9,0 Hz, CH,,), 7,70 (2H, d, J= 9,0 Hz, CH,)), 7,37 (1H, t, J= 6,0 Hz, NH), 3,35
(2H, t, J= 6,3 Hz, CH,OH), 2,75 (2H, q, J= 6,6 Hz, CH,NH), 2,08 (3H, s, CH),
1,49 (2H, quint, J= 6,9 Hz, CH,).

—NH/\/\OH

o=wn=—/Oo

BC_RMN (75,4 MHz, DMSO-dg) 8 (ppm): 169,0 (COOH), 142,6 v 134,1 (2Ca),
127,6 (ZQHar)a 118,6 (2QHar)a 5850 (QHZOH)a 3959 (QHZNH)a 32,3 (gHz)a 2411
(CH3).

A 1,5 g (5,5 mmoles) del producto I se afiadieron 4 mL de HCIl 4,9 M,
calentando la mezcla resultante durante 35 min a reflujo. Tras neutralizar la mezcla
adicionando carbonato soédico seco, se elimino el disolvente a presion reducida. El
crudo obtenido se recristalizdo en una mezcla de EtOH/agua (85:15), obteniendo
691 mg de un sdlido blanco que correspondia al aminoalcohol deseado, “hapteno

S12”, con un rendimiento del 54%.

0
S12 HZNO%—NHMOH
)
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'H-RMN (300 MHz, DMSO-dy) 5 (ppm): 7,40 (2H, d, J= 8,7 Hz, 2CHar.cs02), 6,99
(1H, t, J= 6,0 Hz, NH), 6,61 (2H, d, J= 8,7 Hz, 2CHa.cnino), 5,89 (2H, s, NH,),
3,35 (2H, t, J= 6,3 Hz, CH,OH), 2,69 (2H, q, J= 6,6 Hz, CH,NH), 1,49 (2H, quint,
J=6,9 Hz, CH,).

BC-RMN (75,4 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 152,3 (Ca), 128,4 (2CH,r.cs02), 125,4
(Car), 112,6 (2CHar-onm2), 58,2 (CH,0H), 39,9 (CH,NH), 32,2 (CHy).

IR (KBI) Vinax (cm™): 3385 (NH,, as), 3300 (NH,, sim), 2940 y 2882 (CH,), 1601
(Ca=Ca), 1501 (Co=Cay), 1306 (SO, as) y 1155 (SO, sim).

MS m/z (fragmento, intensidad relativa): 230 (M", 20), 185 (C;HoN,0,S, 27), 156
(CsHgNO,S, 100), 108 (C¢HNO, 36), 93 (C¢H;N, 69), 92 (CsHgN, 56), 65 (CsHs,
36).

Sintesis del hapteno S13: Acido 4-(4-amino-bencenosulfonilamino)butanoico

El hapteno S13 fue preparado siguiendo el procedimiento descrito para la
obtencion del hapteno S10, a excepcion del tiempo de agitacion que, en este caso,
fue de 3 h.

A partir de 5,2 g (50 mmoles) de acido 4-aminobutanoico y 11,7 g (50 mmoles)
de cloruro de N-acetilsulfanililo, se obtuvieron 10,4 g (69%) de acido 4-(4-

acetilamino-bencenosulfonilamino)butanoico -producto I- como un soélido blanco.

fo) [o)
Producto I >—HN4©7|SI—NH/\/\COOH
rodaucto Ic!

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 12,03 (COOH), 10,30 (1H, s, NHCO),
7,76 (2H, d, J= 9,0 Hz, CH,,), 7,69 (2H, d, J= 9,0 Hz, CH,,), 7,47 (1H, t, J= 6,0
Hz, NH), 2,72 (2H, q, J= 6,3 Hz, CH,NH), 2,20 (2H, t, J= 7,5 Hz, CH,CO), 2,08
(3H, s, CH3), 1,57 (2H, quint, J= 7,2 Hz, CH,).
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BC-RMN (75,4 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 174,0 (COOH), 169,0 (CO), 142,7 y
134,1 (Ca), 127,6 (2CH,), 118,6 (2CH,), 41,9 (CH.NH), 30,6 (CH,CO), 24,5
(CH,), 24,1 (CHs).

La hidrdlisis acida de 2 g (6,7 mmoles) del producto I permitié obtener 1,0 g de
un solido puro de color blanco que correspondia al aminoacido deseado, “hapteno

S13”, con un rendimiento del 58%.

S13 NHZO

'"H-RMN (300 MHz, DMSO-d¢) 8 (ppm): 12,02 (1H, s, COOH), 7,39 (2H, d, J=
8,7 Hz, 2CH.r.cs02), 7,09 (1H, t, J= 6,0 Hz, NH), 6,60 (2H, d, J= 8,7 Hz, 2CH,..
enm), 5,90 (2H, br s, NH,), 2,66 (2H, q, J= 6,6 Hz, CH,NH), 2,19 (2H, t, J= 7,2
Hz, CH,COOH), 1,57 (2H, quint, J= 7,2 Hz, CH>).

nw=—O0

—NH/\/\COOH

o

BC-RMN (75,4 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 174,0 (COOH), 152;3 (C,), 128,3
(2CHar.cs02), 125,5 (Car), 112,9 (2CHaronm2), 41,8 (CH,NH), 30,7 (CH,CO), 24,4
(CH).

IR (KBr) Vmax (cm™): 3414 (NH,, as), 3335 (NH,, sim), 3219 (NH), 2970 y 2949
(CH,), 1697 (C=0), 1597 (C,=Cy), 1501 (C,=Cy), 1306 (SO,, as) y 1148 (SO,,

sim).

MS m/z (fragmento, intensidad relativa): 258 (M", 4), 156 (CsH¢NO,S, 30), 93
(C6H7N, 100), 63 (HNOS, 59).

Sintesis del hapteno S11: Acido 6-(4-amino-bencenosulfonilamino)hexanoico

A una disolucion de 2,62 g (20 mmoles) de acido 6-aminohexanoico en 20 mL
de agua destilada conteniendo 1,6 g (40 mmoles) de NaOH, se adicionaron
lentamente -bajo atmoésfera de Ar- 4,4 g (20 mmoles) de cloruro de 4-

nitrobencenosulfonilo. Finalizada la adicién, se elevd la temperatura a 65 °C,
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agitando la mezcla de reaccion durante 30 min. A continuacidn, se llevo a
temperatura ambiente y se enfrio a 0 °C, tras lo cual, se ajusté el pH de la
disolucién a 1,0 con HCI conc hasta precipitacion, apareciendo un soélido de color
amarillo. El producto se aisld por filtracion y se recristalizd en una mezcla de
EtOH/agua (50:50), obteniendo 3,8 g (60 %) de un solido marrén claro que fue
identificado como acido 6-(4-nitro-bencenosulfonilamino)hexanoico -producto I-.

(o]

PPN
Producto | OZNOﬁ_NH CooH

(o)

'H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) & (ppm): 8,42 (2H, d, J= 9,0 Hz, 2CH,..cx02), 8,05
(2H, d, J= 9,0 Hz, 2CH,.cs02), 7,98 (1H, t, J= 5,7 Hz, NH), 2,79 (2H, q, J= 6,9
Hz, CH,NH), 2,14 (2H, t, J= 7,2 Hz, CH,COOH), 1,47-1,30 (4H, m, 2CH,), 1,28-
1,15 (2H, m, CH,).

BO_RMN (75,4 MHz, DMSO-de) 8 (ppm): 174,3 (COOH), 149,5 y 146,2 (2Ca),
128’0 (2QHar—CSOZ)a 124’6 (2QHar—CN02); 4274 (QHZNH), 33:5 (QHZCO): 28,7 (QHZ):
25,5y 24,0 (2CH>).

Una disolucién de 1,4 g (4,43 mmoles) del producto I en 70 mL de EtOH, se
agitod bajo atmosfera de H, en presencia de Pd/C al 5% (120 mg) durante 4 h. A
continuacion, se elimino el catalizador por filtracion y el filtrado se concentrd a
presion reducida, obteniéndose un sélido blanquecino como producto de reduccion.
La purificacion del sélido por cromatografia en columna sobre gel de silice con
hexano/AcOEt de polaridad creciente, permitié obtener el “hapteno S11” (900 mg,
71%) como un s6lido amarillento.

0
S11 HzN@H—NHWCOOH
o

'H-RMN (300 MHz, DMSO-d¢) & (ppm): 11,95 (1H, s, COOH), 7,40 (2H, d, J=
8,7 Hz, 2CH.r.cs02), 6,60 (2H, d, J= 8,7 Hz, 2CHucni), 7,04 (1H, t, J= 6,0 Hz,
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NH), 5,85 (2H, br s, NH,), 2,62 (2H, q, J= 6,6 Hz, CH,NH), 2,15 (2H, t, J= 7,2
Hz, CH,COOH), 1,47-1,27 (4H, m, 2CH.,), 1,27-1,19 (2H, m, CH,).

BORMN (754 MHz, DMSO-de) & (ppm): 1744 (COOH), 1523 (Ca), 1284
(ZQHar—CSOZ), 12556 (gar)a 11256 (ZQHar—CNHZ)a 4293 (QHQNH), 3335 (QHZCO)a 28,65
25,7y 24,1 (3CH>).

IR (KBr) Vmax (cm™): 3414 (NH,, as), 3327 (NH,, sim), 3123 (NH), 2947 y 2859
(CH,), 1697 (C=0), 1597 (C,=Cy), 1501 (C,=Cy), 1304 (SO,, as) y 1144 (SO,,

sim).

MS m/z (fragmento, intensidad relativa): 286 (M', 5), 156 (CsH¢NO,S, 47), 93
(C¢HsN, 100), 63 (HNOS, 40).
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3.1.4. Sintesis de haptenos para tetraciclinas

Los compuestos pertenecientes a la familia de las tetraciclinas, muy similares
entre si, se caracterizan por tener un esqueleto comun de octahidronaftaceno
formado por cuatro anillos (A, B, C y D), siendo Ry, Ry, R3;, R4 y Rs los radicales
que dan lugar a los diferentes compuestos que constituyen dicha familia (Figura
12).

Ry N(CH3),

OH (o] OH (o]

Figura 12. Estructura general de las tetraciclinas

Se han sintetizado dos tipos de haptenos que, manteniendo el esqueleto comun
caracteristico de las tetraciclinas, presentan diferentes grupos y brazos
espaciadores, tanto alifaticos como aromadticos. Asimismo, los haptenos se han
agrupado en funcion de la aproximacion sintética utilizada, de ahi que la
nomenclatura no sea correlativa.

Los haptenos obtenidos para tetraciclinas (excepto OTC-3) no han podido
caracterizarse inequivocamente; debido a su baja estabilidad, rapidamente se
forman productos de degradacion, isomerizacién y complejos, proporcionando

espectros con sefales dificiles de interpretar (ver seccion 4.1.2, Resultados).

3.1.4.1. Haptenos tipo 1

Este tipo de haptenos fueron obtenidos efectuando la funcionalizacion a través
del radical R, del anillo A de octahidronaftaceno (Figura 13).

H Rz N(CH3),

N
S
>

OH (o} OH o

Figura 13. Estructura genérica de los haptenos tipo I para tetraciclinas
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Sintesis del hapteno CTC-2: Glicinametilclortetraciclina

Este hapteno, derivado de la clortetraciclina, fue obtenido siguiendo una
estrategia similar a la patentada por Lazareva ef al.”*’. La reaccién se llevé a cabo
bajo atmosfera inerte (Ar), protegida de la luz y con agitacion magnética. En un
matraz de fondo redondo de tres bocas provisto de un refrigerante y dos embudos
de adicidn, se introdujeron 106 mL de MeOH que se calentaron a 50-55 °C en un
bafio de agua. Tras adicionar 17,50 g (33,96 mmoles) de CTC, lentamente y con
agitacion vigorosa, se afiadieron, gota a gota, 7,33 mL de una disolucion acuosa de
glicina 2,64 M, utilizando un embudo de adicién compensada. Después de enfriar
la mezcla a 40 °C, se adicionaron simultaneamente y gota a gota, 2,17 mL de
disolucién acuosa de formaldehido al 37% y 3,67 mL de una disolucion acuosa de
glicina (2,64 M), se agitd durante 15 min y se filtr6 en caliente por gravedad para
eliminar el producto sin reaccionar. El filtrado se enfrié a 5 °C, protegido de la luz
y con agitacién magnética, hasta la aparicion de precipitado (5 h). Finalmente, el
solido se aisld por filtracion, se lavd con agua destilada fria, y se secd a presion
reducida. El hapteno CTC-2 se obtuvo como un so6lido ocre puro (0,213 g, 1%).

Cl OH N(CH3)2

CTC-2

CONHCH,NHCH,COOH

Sintesis del hapteno OTC-2: Hidrocloruro de glicinametiloxitetraciclina

El hapteno OTC-2 se obtuvo mezclando 225 mL de MeOH, 35,89 g (72,28
mmoles) de oxitetraciclina, 4,62 mL de formaldehido aq al 37% y 23,25 mL de una
disolucién acuosa de glicina (2,66 M), siguiendo el procedimiento descrito para la
obtencion de CTC-2. En este caso, la OTC en exceso se elimind tras acidificar
ligeramente con HCI 6 M. Una segunda acidificacion con HCI 6 M proporciono el

hapteno deseado como un solido amarillento (1,08 g, 3%).
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oH OH N(CH3)2
OH
OTC-2 * HCl
N CONHCH,NHCH,COOH
OH
OH o OH o

Hapteno TC-3:Tetralisal (2-/V-lisinometiltetraciclina)

La tetraciclina comercial Tetralisal posee en su estructura un acido carboxilico
que permite su conjugacion directa a proteinas, conservando su estructura
especifica en el conjugado. Por este motivo, se utilizd6 como hapteno TC-3 sin
modificar.

OH N(CH3),
OH
NH
TC-3 N2
N (CH2)4
CONHCH2NH{
OH
OH o OH o COOH

3.1.4.2. Haptenos tipo 11

Este tipo de haptenos fueron obtenidos efectuando la funcionalizacidn a través
del anillo D del esqueleto comun de octahidronaftaceno (Figura 14).

HOOC

Figura 14. Estructura genérica de los haptenos tipo II para tetraciclinas
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Sintesis del hapteno OTC-3: Hidrocloruro de 7 y 9-(4’-carboxifenilazo)

oxitetraciclina

Para la sintesis de este compuesto se disolvio 1,00 g (7,29 mmoles) de acido 4-
aminobenzoico en 14 mL de HCI 2 M, enfriando la disolucidn resultante en bafio
de hielo. A continuacion, se adicionaron gota a gota 0,62 g (9,01 mmoles) de nitrito
sodico disueltos en 1 mL de agua, manteniendo la temperatura por debajo de 5 °C,
agitando durante 10 min la disolucién de la sal de diazonio resultante. La mezcla
de reaccion se adiciono6 lentamente a una disolucion de 3,61 g (7,27 mmoles) de
OTC en 40 mL NaOH 0,2 M. El pH de la mezcla se mantuvo entre 8-9 mediante la
adicion de carbonato de sodio sélido. La mezcla se agité durante 2 h a 0 °C, se
llevé a temperatura ambiente, y se agité de nuevo durante 1 h. La OTC en exceso
se elimind de la mezcla después de una ligera acidificacion con HCI 6 M.
Finalmente, el pH del filtrado se ajusté a 3,0 con HCl conc y el precipitado se aisld
por filtracion, se lavo con agua destilada fria, y se secd a presion reducida. El
hidrocloruro de 7 6 9-(4’-carboxifenilazo)oxitetraciclina (hapteno OTC-3), se
obtuvo como un sdlido anaranjado (3,18 g, 68%). Para caracterizar la zona
aromatica del “hapteno OTC-3”, se purificé una pequefia porcion del solido por
HPLC, en modo gradiente -acido oxalico 0,01 M (pH 2): metanol: acetonitrilo
desde 50:25:25 hasta 50:0:50 en 27 min y desde 50:0:50 hasta 50:25:25 en 20 min-
manteniendo un flujo de 6 mL/min, volumen inyeccion 200 uL y detector UV-VIS

operando a 265 nm.

on OH N(CHy),
OH
X
OTC-3 “ Hel
HoOC N=N Z X CONH,
OH
OH o OH o

'"H-RMN (300 MHz, DMSO-dg) § (ppm): 7,83 (2H, d, J= 8,7 Hz, CH,,), 7,61 (1H,
d, J= 8,1 Hz, CH,,), 7,58 (1H, d, J= 8,4 Hz, CH,,), 7,18 (2H, d, J= 8,7 Hz, CH,,),
7,12 (1H, d, J= 8,1 Hz, CH,,), 6,98 (1H, d, J= 8,4 Hz, CH,,).
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Sintesis del hapteno CTC-3: Hidrocloruro de 9-(4’-carboxifenilazo)

clortetraciclina

El compuesto CTC-3 se sintetizo siguiendo el procedimiento descrito para el
hapteno OTC-3, utilizando 0,69 g (5,01 mmoles) de acido 4-aminobenzoico, 0,48
g (7,00 mmoles) de nitrito sédico y 2,58 g (5,00 mmoles) de CTC. La mezcla de
reaccion se agito durante 2 h 15 min a 0 °C, y el pH se ajusté a 9 con carbonato de
sodio so6lido para completar la reaccion. Tras la acidificacion con HCI, el producto

deseado se obtuvo como un sélido naranja (0,73 g, 23%).

CTC-3

Cl
HOOCON=N

OH (o] OH o

Sintesis del hapteno TC-4: Hidrocloruro de 7 y 9-(4’-carboxifenilazo)
tetraciclina

El hapteno TC-4 fue preparado siguiendo el procedimiento descrito para la
obtencion del OTC-3. A partir de 1,12 g (8,14 mmoles) de acido 4-aminobenzoico,
0,61 g (8,82 mmoles) de nitrito sédico y 3,47 g (7,80 mmoles) de tetraciclina, se
obtuvieron 8,25 g (97%) del hapteno TC-4 como un sélido rojizo. En este caso, la
mezcla se agitdé durante 2 h a 10 °C, y el pH se mantuvo entre 9-10 para completar

la reaccion, eliminando la TC en exceso por filtracion.

OH N(CH3),
N OH
TC-4 * Hel
HoOC N=—/N Z X CONH;,
OH
OH o OH o
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3.2. DESARROLLO DE INMUNOENSAYOS

3.2.1. Instrumentacion

Equipos instrumentales

La densidad optica fue medida a dos longitudes de onda -490 y 650 nm-,
utilizando un lector de placas marca Wallac (Turku, Finlandia), modelo Victor
1420 multilabel counter.

Las medidas de absorbancia para el control de la eficacia en la preparacion de
los conjugados hapténicos y trazadores enzimaticos, se realizaron utilizando un
espectrofotometro de fila de diodos Hewlett Packard 8452 (Palo Alto, CA, EE.
uu.).

Para el lavado de las placas se utiliz6 un lavador de microplacas Nunc Inmuno
Wash 12 (Nunc MaxiSarp, Roskilde, Dinamarca).

El procesamiento de los datos se llevd cabo utilizando el paquete informatico
Sigmaplot 9.0 (Jandel Scientific, Erkrath, Alemania).

Otros materiales

e Placas ELISA de poliestireno de 96 pocillos (Costar Corporation, Cambridge,
MA, EE.UU.)

e Columnas de exclusion molecular D-Salt Dextran (Pierce, Rockford, IL, EE.
uu.)

e Cartuchos de extraccion en fase solida (Phenomenex, Torrance, CA, EE.UU.):
Strata C18-E (500 mg), con soporte de particulas de silice funcionalizadas con
C18; Strata-X (200 mg), basados en un polimero de estireno-divinilbenceno de
superficie modificada; Strata X-C (500 mg), de intercambio catidénico
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3.2.2. Reactivos y disoluciones

Reactivos quimicos

Los patrones de las sulfonamidas y tetraciclinas objeto de estudio, asi como los
compuestos de estructura similar utilizados para la determinacion de la selectividad
de los inmunoensayos, fueron adquiridos a las empresas Fluka-Sigma-Aldrich
Quimica (Madrid, Espafia) y Acros Organics (Geel, Bélgica).

Las disoluciones estandar se prepararon en hidroxido de sodio 0,5 M y NN -
dimetilformamida, para la familia de las sulfonamidas, y en metanol para la familia
de las tetraciclinas; en ambos casos se almacenaron a -20 °C hasta su uso.

Las proteinas BSA y OVA, la enzima HRP, la inmunoglobulina G de cabra
anti-conejo marcada con HRP (GAR-HRP), el adyuvante de Freund’s completo ¢
incompleto, y los reactivos o-fenilendiamina (OPD) y polioxietilensorbitan
monolaurato (Tween 20), fueron suministrados por Fluka-Sigma-Aldrich Quimica
(Madrid, Espafia). La hemocianina del molusco Megathura crenulata (KLH) fue
adquirida a Pierce (Rockford, IL, EE.UU.). Los reactivos N-hidroxisuccinimida
(NHS), N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC), tributilamina (TBA), cloroformiato
de isobutilo (CFI), N,N’-dimetilformamida (DMF) y formaldehido aq al 37%,
utilizados para la conjugacion de los haptenos a proteinas, fueron adquiridos a
Fluka-Aldrich Quimica (Madrid) y Acros Organics (Geel, Bélgica).

El gel cromatografico Sephadex G-25 utilizado para la purificaciéon de los
conjugados fue suministrado por Pharmacia (Lund, Suecia).

El reactivo de Bradford (Bio-Rad protein assay) utilizado para la determinacion
de proteina fue adquirido a Bio-Rad (Barcelona, Espaiia).

Los disolventes organicos y las sales utilizadas para la preparacion de los

tampones fueron suministrados por Scharlab (Barcelona, Espafia).

Disoluciones reguladoras

e Tampon fosfato sddico salino (PBS): fosfato 10 mM, NaCl 137 mM, KCI 2,7
mM, pH 7,5
e Tampoén PBS-T: PBS conteniendo Tween 20 al 0,05% (v/v)

e Tampon carbonato sddico (CB): tampdn carbonato-bicarbonato 50 mM, pH 9.6
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e Tampodn acetato sdédico 100 mM, pH 5
e Tampon de revelado: citrato sddico 25 mM y fosfato sddico 62 mM, pH 5,5

Todas las disoluciones fueron filtradas a través de una membrana de

nitrocelulosa (Whatman Protran BA-83, 0,22 um tamafio de poro) antes de su uso.

3.2.3. Protocolos generales

3.2.3.1. Preparacion de conjugados hapténicos, trazadores y reactivos

auxiliares. Protocolos de conjugacion

Los haptenos seleccionados para cada familia -sulfonamidas y tetraciclinas- se
conjugaron, a través de sus grupos acidos, a una proteina carrier -BSA o KLH-
utilizando el método del éster activo. Los conjugados resultantes se emplearon
como inmundgenos para la produccion de anticuerpos.

El método del éster activo se desarrolla en dos etapas'”’. La primera consiste en
la activacion del hapteno mediante DCC y NHS. En la segunda etapa, preparacion
de los inmundgenos propiamente dicha (BSA-hapteno y/o KLH-hapteno), la
reaccion tiene lugar en medio alcalino entre el grupo carboxilico del hapteno
activado y los grupos amino libres de los aminoacidos basicos (lisina y arginina) de
la proteina.

La preparacion de los diferentes conjugados se realizd del modo siguiente: se
disolvieron, aproximadamente, 100 pmoles de hapteno en 150 uL. de DMF anhidra,
afiadiendo gota a gota 150 pL de una disolucién de DCC (105 umoles) y 100 pL de
una disolucién de NHS (105 upmoles), ambas en DMF. La mezcla se dejo
reaccionar durante 5 h a temperatura ambiente, con agitacion y protegida de la luz,
hasta la formacion de un precipitado de diciclohexilurea. En una segunda etapa y
tras centrifugar durante 15 min a 7.500 rpm, el sobrenadante de la disoluciéon de
hapteno activo (200 pL para BSA y 100 puL para KLH) se mezclé con 800 uL de
una disolucidén que contenia 25 mg de BSA en tampon CB o con 1 mL de una
disoluciéon que contenia 10 mg de KLH en tampén PBS, dependiendo del
conjugado hapténico deseado. La mezcla se incubd durante 4 h a temperatura
ambiente, en constante agitacion y protegida de la luz. Transcurrido este tiempo, el

producto de la reaccidon (inmunodgeno) se purific6 mediante cromatografia de
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exclusion molecular utilizando una columna D-Salt Dextran, y las fracciones
obtenidas se cuantificaron por el método de Bradford. En la Figura 15 se muestra el
esquema del método de conjugacién utilizado para la preparacion de los

inmunogenos.
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Diciclohexilurea
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HaN

Figura 15. Esquema del método del éster activo para la conjugacion de haptenos a
proteinas

Por otro lado, los haptenos también se unieron a OVA para obtener los
conjugados de tapizado, y a HRP para obtener los trazadores, utilizando en ambos
casos el método del anhidrido mixto'”. El procedimiento consiste, basicamente, en
activar el hapteno mediante reaccion con CFl y TBA en DMF, y una vez activado
adicionarlo a la disolucion de proteina en medio ligeramente alcalino. Para ello, 15
pmoles de hapteno se disolvieron en 200 uL. de DMF anhidra y se mezclaron con
15 pmoles (3,5 pL) de TBA y 15 pmoles (2 pL) de CFIL. La mezcla se mantuvo
durante 1 h a temperatura ambiente, en constante agitacion y protegida de la luz.
Transcurrido este tiempo, se mezclaron 150 pL de disolucion de hapteno activo y

1 mL de una disolucién que contenia 12 mg de OVA en tampén CB para la
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obtencion del conjugado de tapizado. Para la preparacion del trazador se mezclaron
15 uL de disolucion de hapteno activo y 4 mg de HRP en tampdn CB.

La mezcla se incubd a temperatura ambiente durante 3 h, con agitacion y en
oscuridad, y posteriormente toda la noche a 4 °C.

Los conjugados obtenidos se purificaron en las condiciones anteriormente
descritas para los inmundgenos, y las fracciones obtenidas se cuantificaron por el
método de Bradford. La Figura 16 muestra un esquema del método utilizado para

la preparacion de los conjugados hapteno-proteina y de los trazadores.

:: A \‘I‘:»IVV\COOH + 0\\070/ :
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/ Protei
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\ ) o o iOA C—NH
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//4 + co,
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Figura 16. Esquema del método del anhidrido mixto para la conjugacion de haptenos
a proteinas

Los haptenos que presentaban grupos hidroxilo se conjugaron a las proteinas
(BSA, OVA y HRP) utilizando un procedimiento descrito por Beasley et al.’”
basado en el acoplamiento de alcoholes a proteinas. Para ello, a una disolucion de
0,63 mmoles de hapteno en 6 mL de acetonitrilo anhidro -a 0 °C bajo atmoésfera de
Ar- se le adicionaron 0,75 mmoles de CDI. La reaccion se mantuvo en agitacion a
4 °C durante 48 h y bajo atmdsfera de Ar. El crudo de reaccion, obtenido tras la
eliminacién del disolvente a presidén reducida, se disolvio en 6 mL de DMF

anhidra. A continuacion, una cantidad apropiada de la disolucion de hapteno activo
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(3 mL para BSA, 1 mL para OVA y HRP) se mezcldé con una disolucion de
proteina en tampén CB -30 mg BSA/7,5 mL tampén CB, 20 mg OVA/2 mL
tampon CB, 3 mg HRP/1,5 mL tampdén CB, en funcién del conjugado deseado-,
dejando reaccionar la mezcla durante 48 h a 4 °C y en agitacion constante.

Los conjugados obtenidos se purificaron por cromatografia de exclusion
molecular y las fracciones obtenidas se cuantificaron por el método de Bradford.

En la Figura 17 se muestra el esquema del método de conjugacion utilizado.

Hapteno

NH;
HN 2 NH,
- A . o
LA o N Proteina H
S \ NH; i A JvWo—C—nNH
SN N NH,
.

Figura 17. Esquema del método para el acoplamiento de alcoholes a proteinas

Finalmente, los compuestos de la familia de las tetraciclinas -TC, CTC y OTC-,
se unieron directamente a proteinas para la preparacion de imnmundgenos y
conjugados de tapizado mediante una reaccion de condensacion de Mannich,
siguiendo el método descrito por Faraj ef al.’”’. Este método se basa en utilizar los
hidrogenos activos de los haptenos, los cuales pueden condensarse a una amina
primaria en presencia de formaldehido, resultando un enlace covalente estable.
Para ello, 0,11 mmol de la tetraciclina correspondiente se disolvié en 2 mL de agua
y se adicion6 a una disolucion que contenia 2,25 pumol de proteina en 1,5 mL de
agua. A continuacion, se adicion6d 1 mL de acetato sédico 3 M, pH 5,5y 0,4 mL de
formaldehido al 37%. La mezcla de reaccion se mantuvo a pH 6-7 en constante
agitacion durante 2 h, a temperatura ambiente, bajo atmosfera de Ar y protegida de
la luz. Posteriormente, se centrifugd durante 12 min a 10.000 rpm. Los conjugados
obtenidos se purificaron en las condiciones anteriormente descritas y las fracciones

obtenidas se cuantificaron por el método de Bradford. La Figura 18 muestra un
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esquema de las reacciones que tienen lugar en la conjugaciéon mediante
condensacion de Mannich.

Rs  Hyc OH Ra N(CHy)2
OH
CONH,
OH
OH o OH o
Hapteno
HN NH,

HoN H H
Proteina
NH,
NH, NH, Rs My OH Ry N(CH3),
OH
H X
N \
HoN D
| /
CONH;
OH 2
OH o OH o

HoN

Figura 18. Esquema del método de condensacion de Mannich para la conjugacion de
haptenos a proteinas

Todos los conjugados se purificaron mediante cromatografia de exclusion
molecular utilizando columnas D-Salt Dextran, con un limite de exclusion de 5.000
Daltons, utilizando PBS como eluyente. Los conjugados purificados se recogieron
-en alicuotas de 1 mL- en un total de diez fracciones, desechando las tres primeras
por corresponder al volumen muerto de la columna.

Para la cuantificacién espectrofotométrica de proteinas se utilizd el método
descrito por Bradford’”’. Para cada una de las proteinas utilizadas (BSA, KLH y
OVA) se prepararon patrones de calibracion (25 mg/L a 200 mg/L) en PBS y, junto
con las muestras correspondientes a los conjugados proteicos (en diluciones
seriadas en PBS), se afiadieron a una microplaca de 96 pocillos (25 pL/pocillo) por
triplicado. A continuacion se afiadieron 200 pL/pocillo del reactivo de Bradford
-diluido 1:5 en agua destilada- y, tras 15 min en oscuridad, se midieron los valores
de absorbancia a 590 nm.

La concentracion de enzima HRP de los trazadores se determind
espectrofotométricamente por medida directa de la absorbancia a 404 nm.
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3.2.3.2. Determinacion de la relacion hapteno/proteina

La eficacia de la reaccion de conjugacion viene dada por la relacion molar (RM)
de marcaje o nimero de moléculas de hapteno que se han unido a una molécula de
proteina. Su cuantificacion se realizd espectrofotométricamente a la longitud de
onda caracteristica de cada una de las especies (hapteno y proteina), asumiendo la
aditividad de las absorbancias de los conjugados, y que la absortividad molar de las
formas libre y conjugada del hapteno es idéntica. La RM de los conjugados
hapténicos se estimd midiendo la densidad dptica a 280 nm y a la longitud de onda
especifica de cada hapteno, obteniéndose valores comprendidos entre 20 y 30 para
los inmunogenos, y entre 3 y 9 para los conjugados de tapizado. Para la estimacion
de la RM de los trazadores se midi6 la densidad dptica a 404 nm y a la longitud de
onda caracteristica de cada hapteno, obteniéndose valores comprendidos entre 2 y
3.

Finalmente, todos los conjugados obtenidos se almacenaron a -20 °C hasta su

uso.

3.2.3.3. Protocolo de inmunizacion y obtencion de anticuerpos

policlonales

Los conjugados de inmunizacion (inmunogenos) se inocularon en conejas de la
raza New Zealand*California siguiendo la metodologia habitual’’’. Para ello, cada
inmunogeno se inyect6 intramuscularmente en dos conejas (I y II). Para inmunizar,
se inyectaron 0,5 mL de conjugado BSA-hapteno o KLH-hapteno a una
concentracion de 200 pg/mL, mezclados con 0,5 mL de adyuvante de Freund
completo, para la primera inmunizacion. Transcurridos 21 dias se inyectaron a cada
animal 0,5 mL del conjugado BSA-hapteno o KLH-hapteno de 200 pg/mL,
emulsionados con 0,5 mL de adyuvante de Freund incompleto. Diez dias después
de cada inmunizacion se realizaron sangrias con el fin de conocer el titulo del
antisuero de cada animal. Estas sangrias permiten seguir el proceso de
inmunizacion hasta alcanzar el nivel éptimo. Una vez alcanzado un titulo alto, se
sangraron los animales y se dejé coagular la sangre a 4 °C. Posteriormente, se
separd el antisuero mediante centrifugacion y, tras afladir azida sodica (0,02%)

como conservante, se almaceno a -80 °C.
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3.2.4. Ensayos inmunoenzimaticos. ELISAs

Basicamente, se utilizaron dos formatos ELISA. Uno consiste en la
inmovilizacion del anticuerpo (Ab) y la deteccion directa de la interaccion Ab-Ag
mediante un trazador enzimatico (ELISA directo). El otro formato se basa en la
inmovilizacion del conjugado hapténico, y deteccion indirecta de la interaccidon
inmunolégica mediante un anticuerpo secundario marcado con una enzima (ELISA
indirecto).

Tanto los anticuerpos como los conjugados hapténicos se inmovilizaron sobre
placas de poliestireno por adsorcion pasiva. El procedimiento es simple, y consiste
en disolver el receptor -a la concentracion dptima- en tampon CB, e incubar 16 h a
4°C.

3.2.4.1. ELISAs no competitivos

Una vez obtenidos los antisueros, se seleccionaron las condiciones dptimas de
ensayo utilizando ELISAs no competitivos; para ello se examinaron diferentes
concentraciones de anticuerpo, conjugado de tapizado y trazador mediante ensayos
de titulacién, tanto en formato directo como indirecto. El objetivo de esta
experiencia era determinar el grado de reconocimiento de los anticuerpos frente a
los conjugados hapténicos. Las concentraciones Optimas de los conjugados de
tapizado o trazadores y la dilucion de los antisueros, se seleccionaron teniendo en
cuenta que las sefiales de absorbancia en ausencia de analito presentaran un valor
proximo a la unidad. A continuacién se detalla el protocolo general seguido para

los dos formatos estudiados.

ELISA directo

1. Tapizar la placa con 100 pL/pocillo de diferentes concentraciones de Ab
especifico disuelto en tampdn CB e incubar durante 16 h a 4 °C
Lavar la placa 6 veces con PBS-T

3. Anadir 100 pL/pocillo de trazador (HRP-hapteno) disuelto en PBS-T a
distintas concentraciones, e incubar durante 1 h a temperatura ambiente y

protegido de la luz
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Lavar la placa 6 veces con PBS-T

5. Revelar con 100 uL/pocillo de disolucion de substrato (2 mg/mL OPD y
0,012% H,0O, en tampdn revelado). Transcurridos diez minutos, detener la
reaccion enzimatica afiadiendo 50 pL/pocillo de acido sulftrico 2,5 M. Medir
la absorbancia a 490 nm

6. Seleccionar las combinaciones Ab/trazador que proporcionen sefiales de

absorbancia entre 1,0-1,5, para posteriores ensayos competitivos
ELISA indirecto

1. Tapizar la placa con 100 pL/pocillo de diferentes concentraciones de
conjugado de tapizado (OVA-hapteno) disuelto en tampén CB e incubar
durante 16 ha 4 °C

2. Lavar la placa 6 veces con PBS-T

3. Ainadir 100 pL/pocillo de distintas concentraciones de antisuero disuelto en
PBS-T, e incubar durante 1 h a temperatura ambiente

. Lavar la placa 6 veces con PBS-T

5. Aifiadir 100 pL/pocillo de GAR-HRP (dilucion 1:4.000 en PBS-T), e incubar
durante 1 h a temperatura ambiente y protegido de la luz
Lavar la placa 6 veces con PBS-T
Revelar en las condiciones descritas en el punto 5 del formato directo
Seleccionar las combinaciones que proporcionen sefiales especificas en el
intervalo 1,0-1,5, para su posterior evaluacion mediante ensayos de

competicion
3.2.4.2. ELISAs competitivos

Con el fin de establecer la metodologia para cada analito, se desarrollaron
ELISAs competitivos partiendo de las combinaciones de inmunorreactivos
seleccionadas en los ensayos de titulacion. A continuacion se detalla el protocolo

general para cada formato de ensayo.
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ELISA directo

Tapizar la placa con 100 pL/pocillo de disolucién de Ab e incubar durante 16
ha4°C

Lavar la placa 6 veces con PBS-T

Anadir 50 pL/pocillo de analito y 50 uL/pocillo de trazador (HRP-hapteno),
disuelto en PBS-T, e incubar durante 1 h a temperatura ambiente y protegido
de laluz

Lavar la placa 6 veces con PBS-T

Revelar en las condiciones descritas en el punto 5 del ELISA directo no
competitivo

Seleccionar las combinaciones Ab/trazador que presentan las mejores

prestaciones analiticas

ELISA indirecto

96

Tapizar la placa con 100 pL/pocillo de conjugado de tapizado (OV A-hapteno)
disuelto en tampdn CB e incubar durante 16 h a 4 °C

Lavar la placa 6 veces con PBS-T

Afiadir 50 pL/pocillo de analito y 50 pL/pocillo de antisuero disuelto en
PBS-T, e incubar durante 1 h a temperatura ambiente

Lavar la placa 6 veces con PBS-T

Afadir 100 pL/pocillo de GAR-HRP (dilucién 1:4.000 en PBS-T), e incubar
durante 1 h a temperatura ambiente y protegido de la luz

Lavar la placa 6 veces con PBS-T

Revelar en las condiciones descritas en el punto 5 del ELISA directo no
competitivo

Seleccionar las combinaciones que presentan las mejores prestaciones para su

posterior optimizacidén
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3.2.4.3. Optimizacion de los ensayos ELISA

A partir de los ensayos de competicion se obtuvieron curvas dosis-respuesta que
permitieron establecer las caracteristicas analiticas de los ensayos: sensibilidad,
estimada como valor de ICsy (concentracion correspondiente a un 50% de la sefial
maxima), absorbancia maxima (Ay), LD (concentracion correspondiente a un 90%
de la sefial maxima), e intervalo de trabajo o rango dindmico (RD, concentraciones
que producen entre un 20% y un 80% de inhibicion de la sefial), con el fin de
seleccionar los ELISAs que presentaban las mejores prestaciones.

Para optimizar la sensibilidad de los ensayos seleccionados, se estudid -de
modo secuencial- la influencia de distintas variables experimentales (fuerza ionica,
pH, concentracion de tensioactivo -Tween 20- y tiempo de incubacion en la etapa
competitiva).

En primer lugar se evalud el efecto de la fuerza idnica utilizando disoluciones
de tampon PBS-T a diferentes concentraciones (5 a 100 mM, pH 7,5). A
continuacion, se estudié el efecto del pH entre 4 y 9,5, la concentracién de Tween
20 en el intervalo de 0 a 0,5% v/v y, finalmente, el efecto del tiempo de
competicion (15, 30, 45 y 60 min).

3.2.4.4. Estudio de la selectividad de los ensayos

La selectividad de los ELISAs optimizados se evalu6 determinando la
reactividad cruzada con un conjunto de compuestos relacionados quimica y
estructuralmente con cada una de las familias objeto de estudio. Se seleccionaron
un total de quince compuestos para la familia de las sulfonamidas (Figura 19) y
once para la de tetraciclinas (Figura 20).

Para ello, se llevaron a cabo ensayos competitivos con cada uno de estos
compuestos. Las curvas de inhibicién resultantes, obtenidas (n=3) para el mismo
intervalo de concentraciones que la curva del analito objeto de estudio, se ajustaron
a la ecuacion sigmoide de cuatro parametros, determinandose la 1Csy de cada uno
de los interferentes. El porcentaje de RC se calculo segun la expresion:

YRC = ICjs( analito

ICs interferente
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Figura 19. Estructura de las sulfonamidas utilizadas en los estudios de selectividad
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3.2.4.5. Efecto de los disolventes orgdnicos

Optimizadas las condiciones de ensayo y las prestaciones de los distintos
sistemas, se determind la tolerancia de los ELISAs desarrollados a diferentes
disolventes organicos, con el fin de utilizarlos como extractantes de antibidticos.
Para cada sistema se estudido la influencia de aquellos disolventes mas
frecuentemente empleados para la extraccion de antibidticos en diferentes
matrices’”>’*, llevando a cabo ensayos competitivos, utilizando disoluciones con
diferentes proporciones (v/v) analito/disolvente (de 0 a 40%). El porcentaje optimo
de disolvente se estimo teniendo en cuenta que no se vieran afectadas
negativamente las caracteristicas propias del ensayo, especialmente sefial maxima
(Ay) y sensibilidad (ICs).

3.2.4.6. Analisis de muestras reales

Dado que las investigaciones se realizaron en el marco de un proyecto de
investigacién cuyo objetivo era la determinacion de residuos de antibidticos en
miel, los primeros ensayos ELISA fueron aplicados a este tipo de muestras.
Ademas, como se dispuso de un ELISA de elevada sensibilidad para SSZ, se
considerd su aplicacion a plasma humano y suero fisioldgico, por ser una

sulfonamida de escasa absorcién y muy empleada en medicina humana.
a) Miel

Se utilizaron muestras comerciales de miel de diferente origen (azahar,
milflores, etc.) y procedencia. Ademas, en todos los casos se dispuso de muestras

control (exentas de antibioticos).

a.l) Sulfonamidas
Las muestras de miel fueron analizadas previamente por HPLC para verificar
que no contenian STZ (LD<10 ng/mL). Posteriormente, las muestras fueron
diluidas 1:100 (p/v) con PBS-T y dopadas con STZ a diferentes concentraciones,
dentro del intervalo de trabajo. Finalmente, se analizaron directamente mediante

ELISA, sin tratamiento previo o limpieza.
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Por otro lado, dado que uno de los inmunoensayos desarrollados presentaba una
elevada reactividad cruzada (RC >10%) hacia seis sulfonamidas (genérico I), este
ensayo se aplico también a la determinacion de sulfonamidas en mieles. En este
caso, dado que se trata de un ensayo multianalito y teniendo en cuenta que las
sulfonamidas en mayor o menor extension reaccionan con los aztcares reductores
de la miel, se llevo a cabo su extraccion previa mediante hidrolisis.

La hidrdlisis se realizd siguiendo el procedimiento descrito por Posyniak et
al.”?. Para ello, 2,5 g de miel -dopada con STZ-, se diluyeron con 12,5 mL de
tampon acetato sodico 100 mM, pH 5. Tras agitar la disolucién en vortex, se
introdujo en un bafio de ultrasonidos durante 15 min. Posteriormente, se hizo pasar
la disolucion a través de un cartucho Strata C18-E (500 mg) -previamente activado
con 2 mL de metanol y equilibrado con 2 mL de tampdn acetato sodico-, que se
lavo con 2 mL de tampon acetato sédico para eliminar al maximo los componentes
de la matriz de la muestra, y se dejo secar durante aproximadamente 1 min.
Finalmente, el cartucho se eluyo con 2 mL de metanol y el extracto metandlico se
diluyé con PBS-T hasta que el porcentaje de metanol fue del 10% (v/v) (Figura
21).

‘ 2,5 g miel dopada ‘

‘ 12,5 mL tampodn acetato ‘

SPE
STRATA CI18-E

Activacion
2 mL metanol
2 mL tampon acetato

Lavado
2 mL tampoén acetato

Elucion
2 mL metanol

Dilucion
10% metanol (v/v)

Figura 21. Esquema del proceso de extraccion de sulfonamidas en miel

El procedimiento de extraccion se evalud utilizando diez submuestras de una

misma miel (exenta de sulfonamidas), fortificadas con STZ a una concentracion de
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24 pg/kg de miel (3 pg/L), las cuales una vez extraidas fueron analizadas mediante
ELISA.

Finalmente, se evalud la reproducibilidad del proceso segun las recuperaciones
(R) y coeficientes de variacion (CV) obtenidos. Estos mismos parametros se

utilizaron como criterio de seleccion en posteriores experiencias.

ELISA Genérico 1

Seis muestras comerciales de miel de diferente origen exentas de sulfonamidas,
se enriquecieron con STZ, SMP, SP, SMT, SSZ y PSTZ a tres niveles (expresada
la concentracién como equivalentes de STZ). Tras ser extraidas, tal y como se ha
descrito previamente, se analizaron por triplicado mediante el ELISA denominado

genérico I.

a.2) Tetraciclinas

Dado que el ELISA optimizado para TC mostr6 una sensibilidad adecuada para
determinar simultdneamente distintas tetraciclinas (TC, CTC, MN, OTC y RTC)
dentro de los LMRs permitidos por la legislacion, éste se utilizo para el analisis
directo de mieles.

En una primera etapa se evalud el efecto matriz con el fin de evitar
interferencias potenciales. Para realizar estos ensayos, diferentes muestras
comerciales de miel -libres de TCs, previo analisis por HPLC-, fueron dopadas con
TC, diluidas en PBS-T y filtradas a través de una membrana de nitrocelulosa
(Whatman Protran BA-83, 0,22 um). Se prepararon cinco curvas patréon, cuatro de
ellas con diferentes diluciones de miel en tampon PBS-T -1:10, 1:20, 1:25, y 1:50
(p/v)- y una quinta, en PBS-T. Todos los ensayos se efectuaron por triplicado. Los
valores de sensibilidad y absorbancia maxima de las curvas realizadas con miel
diluida se compararon con los obtenidos en la curva estandar (PBS-T).

Una vez evaluado el efecto matriz, se estim6 la idoneidad de la metodologia
propuesta para el analisis de residuos de tetraciclinas en miel utilizando ocho
muestras, libres de TCs. Para ello, las muestras se doparon con TC dentro del
intervalo analitico de trabajo, se diluyeron 1:20 (p/v) en PBS-T y se filtraron, tal y
como se ha descrito previamente. La curva de calibrado se prepar6 utilizando una
matriz modelo, preparada como mezcla proporcional de diferentes muestras de

miel comerciales, libres de TCs. Las muestras fueron directamente analizadas
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mediante el ELISA para TC, sin extraccion previa. Tanto los patrones como las

muestras se analizaron por triplicado.

b)  Suero fisiologico

Con el fin de evaluar el potencial analitico del ELISA desarrollado para la
determinacion de SSZ, éste se ensay6 con muestras de suero fisiologico.

Con el objetivo de estudiar el efecto matriz, se prepararon (por triplicado) seis
curvas de competicion conteniendo diferentes proporciones (v/v) de suero
fisiologico en tampdén PBS-T (de 0 a 100%). El porcentaje dptimo de suero se
estimo teniendo en cuenta que no influyera negativamente en las caracteristicas
propias de ensayo, Ay y ICsy. Posteriormente se llevaron a cabo estudios de
recuperacion estimando la exactitud y reproducibilidad del método. Para ello se
utilizaron diferentes muestras de suero fisioldgico fortificadas con SSZ a cuatro
niveles, entre 0,5 y 2 pg/L. Una muestra sin fortificar se utiliz6 como control. Las
muestras, previa diluciéon 1:5 (v/v) en el tampén de trabajo, se analizaron

directamente mediante ELISA.

c) Plasma humano

Para evaluar la aplicacion del inmunoensayo desarrollado para SSZ, se utilizo
plasma humano comercial. Para ello, se realizaron diluciones del plasma entre 1:50
y 1:500, siguiendo la estrategia descrita previamente para el suero fisiologico.

Ademas, con el objetivo de conocer la interferencia matriz producida por las
proteinas y demas sustancias presentes en el plasma, se estudiaron diversos
tratamientos de muestra: extraccion en fase solida con cartuchos Strata X-C y

precipitacion con metanol.

c¢.1) Extraccion en fase solida

De acuerdo al procedimiento descrito por Huq et al.”**

, muestras dopadas de
plasma humano comercial se diluyeron 1:1 (v/v) con agua destilada conteniendo un
2% de acido ortofosférico. Un mL de esta disolucion se cargd en un cartucho Strata

X-C -previamente activado con 1 mL de metanol y equilibrado con 1 mL de agua

103



Parte Experimental

destilada-, se lavo con 1 mL de HCI 0,1 M y 1 mL de metanol para eliminar al
maximo los componentes de la matriz de la muestra, y se dejo secar 1 min,
aproximadamente. Finalmente, la SSZ se eluy6 con 1 mL de metanol conteniendo
un 5% (v/v) de amoniaco, y el extracto metandlico se diluyé con agua destilada
hasta un 10% (v/v) de metanol. En la Figura 22 se esquematiza el proceso de

extraccion utilizado.

Muestras dopadas de plasma
sanguineo humano

H,0 conteniendo 2% H,PO, (1:1, v/v) |

Activacion
1 mL metanol
1 mL agua destilada

SPE

STRATA X-C Lavado
1 mL HC10,1 M

1 mL metanol

Elucién
1 mL metanol conteniendo 5% NH,

Dilucién
10% metanol (v/v)

Figura 22. Esquema del proceso de extraccion de SSZ en plasma humano
¢.2) Precipitacion con metanol

La precipitacion de las proteinas con metanol se realizé utilizando una
modificacién del procedimiento descrito por Palumbo et al.’” y Hansen”. La
Figura 23 muestra un esquema del proceso seguido.

Brevemente, las muestras de plasma dopadas con SSZ se diluyeron con metanol
(1:2 v/v) para provocar la precipitacion de las proteinas, evitando asi el posible
efecto matriz debido a las mismas. Posteriormente, las muestras se agitaron en
vortex y se centrifugaron a 10.000 rpm durante 10 min. Una alicuota del
sobrenadante (2/3 del volumen total) se diluyo 1:10 (v/v) con PBS-T, de modo que

el porcentaje de metanol fuera del 10% (v/v).
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@lasma sanguineo humano dopado)

l
( Metanol (1:2, v/v) )

1
Centrifugacion
(10.000 rpm, 10 min)
Alicuota de sobrenadante >

|—< Dilucioén hasta 10% (v/v) )

Figura 23. Esquema del proceso de precipitacion de proteinas en plasma humano

El proceso de precipitacion se evalud utilizando veinte alicuotas de plasma
humano, fortificadas con SSZ a dos niveles (0,5 pg/L y 1 pg/L), y procesadas tal y
como se ha descrito previamente. Finalmente, los extractos se analizaron por
triplicado mediante ELISA.
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Resultados y Discusion

4.1. DISENO Y SINTESIS DE HAPTENOS

La etapa inicial, y quizas la mas critica en el desarrollo de inmunoensayos para
moléculas de bajo peso molecular como sulfonamidas y tetraciclinas, consiste en el
disefio y la sintesis de los haptenos a utilizar en la preparacion de los
inmunorreactivos.

Los haptenos son pequeflas moléculas que por si mismas no son capaces de
inducir una respuesta inmune, pero que conjugadas a una macromolécula provocan
y estimulan la produccién de anticuerpos. La gran importancia que se le atribuye a
esta etapa radica en el hecho de que la especificidad y la afinidad de los
anticuerpos estan fundamentalmente determinadas por la estructura de dicho
hapteno’**’.

En este sentido, un hapteno para inmunizar deberia tener una estructura quimica
lo mas parecida posible a la del analito, asi como conservar la conformacion
espacial, distribucién electronica y propiedades hidrofobicas del mismo. Sin
embargo, en ocasiones, partes o porciones caracteristicas del analito son suficientes
para generar buenos anticuerpos’>**. Ademas, para poder acoplar covalentemente
un compuesto a una proteina, es necesario que el primero disponga de grupos
funcionales tales como -COOH, -NH,, -OH, -CHO y -SH, susceptibles de
reaccionar con los grupos funcionales de las proteinas. Asimismo, para favorecer la
presentacion del hapteno al sistema inmunoldgico, es necesario que en el
conjugado hapteno-proteina el primero esté separado espacialmente de la segunda.
Por ello, el hapteno debe funcionalizarse con un brazo espaciador que presente un
grupo funcional en el extremo, de modo que permita su acoplamiento a la proteina
y facilite su reconocimiento. A la hora de derivatizar el analito (o molécula similar)
para introducir el brazo espaciador, hay que evitar, en lo posible, que sus grupos
funcionales queden bloqueados por el brazo espaciador; por ello, es preferible
llevar a cabo la derivatizacion a través de los atomos de carbono del analito, ya que
su influencia en las propiedades electrdnicas y estéricas es menor. Generalmente, si
se utilizan grupos funcionales caracteristicos del analito se reducen los sitios que
podrian ayudar a estabilizar el inmunocomplejo Ab-analito, obteniendo anticuerpos
con menor afinidad, lo que dirige a ensayos menos sensibles’”””’*”. Otro aspecto
importante a tener en cuenta es la longitud del brazo espaciador; estudios

realizados por Marco et al.”’ y Lee et al.’* llegaron a la conclusion que la longitud
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optima esta comprendida entre 3 y 6 atomos de carbono, aunque se han obtenido
anticuerpos utilizando brazos espaciadores mas cortos’””’.

Ademas del disefio de los haptenos inmunizantes, hay que tener en cuenta el
disefio de los haptenos de tapizado y de los trazadores, ya que los inmunoensayos
para la deteccion de moléculas de bajo peso molecular son, generalmente,
competitivos, es decir, se establece una competencia entre el analito y un
compuesto analogo marcado por unirse al Ab. En el disefio de los haptenos de
tapizado o de los trazadores, la similitud quimica, geométrica y electronica con el
analito no es tan determinante como en el caso de los haptenos inmunizantes. Asi
pues, la introduccién de ciertas diferencias estructurales respecto al hapteno de
inmunizacion resulta necesario debido al denominado “principio de heterologia™?’.
En los sistemas que operan en condiciones heter6logas, la afinidad del Ab por el
competidor es menor, de manera que en la competicion el analito es capaz de
desplazar el equilibrio de formacién del complejo Ab-competidor hacia la
formacion del complejo Ab-analito. En este contexto, se pueden encontrar
ejemplos en la bibliografia relacionados con la mejora de la detectabilidad en

. . 141,142
condiciones heterdlogas™*"'"".

La heterologia puede introducirse de diversas
maneras, ya sea empleando un brazo espaciador diferente al utilizado en la
preparacion del hapteno de inmunizacion, ubicandolo en una posicion diferente de
la molécula, cambiando la estructura quimica del hapteno, o empleando un
fragmento caracteristico de la estructura.

Por todo ello, es dificil predecir a priori la estructura del hapteno mas apropiada
para producir anticuerpos con las caracteristicas deseadas, siendo recomendable la
sintesis de una coleccion de haptenos con diferentes grados de heterologia respecto

al analito de interés.
4.1.1. Disefio y sintesis de haptenos para sulfonamidas

Las sulfonamidas son un grupo de compuestos sintéticos que tienen como
nucleo basico el p-amino-bencenosulfonamida. Por sustitucion de uno de los
hidrogenos del grupo sulfonamida se pueden obtener un gran nimero de derivados.
Por ello, los compuestos pertenecientes a la familia de las sulfonamidas muestran
una gran variabilidad, pero poseen una estructura general con dos regiones
claramente diferenciadas: una constante y otra variable, la cual constituye la mayor

diferencia estructural (seccion 3.1.3, Experimental).
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En principio, observando la estructura general, la estrategia mas sencilla de
sintesis de haptenos para sulfonamidas con determinantes para inmunizacidén
selectiva seria funcionalizarlos a través del grupo amino aromadtico de la region
constante. De esta manera, una vez conjugado a la proteina, la presentacion del
hapteno seria tal, que los anticuerpos se desarrollarian principalmente contra la
region variable, la cual esta mas alejada de la proteina, obteniendo asi anticuerpos
especificos. Por otro lado, para la obtencion de anticuerpos genéricos, la region
constante se deberia mantener invariable, por lo que el hapteno inmunizante
deberia estar funcionalizado a través de la region variable, conservando asi la
estructura del analito. Otra alternativa, seria producir anticuerpos a partir de
haptenos que posean Unicamente una parte de la estructura completa de la
sulfonamida.

No obstante, la incertidumbre sobre el disefio de haptenos es considerable, de
modo que las hipotesis sobre disefio de antigenos para la obtencion de anticuerpos
especificos o genéricos presentan notables excepciones, especialmente para
policlonales. Asi, Haasnoot et al.”’ han descrito la obtencién de anticuerpos
especificos a partir de haptenos inmunizantes disefiados a priori para la obtencion
de anticuerpos genéricos.

Teniendo en cuenta los precedentes bibliograficos sobre el desarrollo de
inmunoensayos para sulfonamidas, se propusieron tres tipos de haptenos, que
corresponden a las tres posiciones donde es posible introducir el brazo espaciador
(Figura 24).

Haptenos tipo HI<—|
Sulfonamido

Constante Variable

| |

Haptenos tipo II Haptenos tipo I

Figura 24. Clasificacion de los haptenos para sulfonamidas segiin la ubicacion del
brazo espaciador

111



Resultados y Discusion

e Haptenos tipo I: funcionalizados a través de la region variable
e Haptenos tipo II: funcionalizados a través del grupo amino aromatico de
la region constante

e Haptenos tipo III: funcionalizados a través del grupo sulfonamido

En total, se sintetizaron trece haptenos con diferentes grados de heterologia, que
difieren tanto en la estructura, como en la longitud y el tipo de brazo espaciador
utilizado. En todos los casos, los productos obtenidos se caracterizaron e
identificaron mediante IR, RMN y MS (Apéndice I).

Por otro lado, se realizd una busqueda de productos comerciales de

caracteristicas similares que pudiesen ser utilizados como haptenos.

4.1.1.1. Haptenos tipo 1

Este tipo de haptenos fué sintetizado modificando la region variable de las
sulfonamidas. De esta manera, se obtuvieron cinco haptenos funcionalizados como
acidos carboxilicos cuya estructura se muestra en la Figura 25. El hapteno S2 se
caracteriza por poseer un anillo bencénico como region variable; el hapteno S9

posee la misma region variable y un brazo espaciador de mayor longitud.

2 S9
oy o
s3 ” S4
g g S e W
S14

Figura 25. Estructura quimica de los haptenos tipo I para sulfonamidas
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Ademas, se sintetizé una sulfonamida (hapteno S3) con un anillo de tiazol como
region variable y un derivado de la sulfapiridina (hapteno S4), que posee un anillo
de piridina. Finalmente, se sintetizo el hapteno S14, el cual posee una estructura
diferenciada, de modo que la region variable es idéntica a la regidon constante v,
ademas, es el unico que posee un brazo espaciador aromatico.

La ruta sintética planteada para la preparacion de los haptenos S2 y S9
comprende dos etapas, tal y como se muestra en la Figura 26: condensacion del
cloruro de N-acetilsulfanililo con una amina primaria, en presencia de piridina
como aceptor del acido clorhidrico generado, seguida de una desacetilacion por
hidroélisis acida.

o o
>—NH4©—!—C|+ HzN—@—R
I
o

i. CH;COCH,/Piridina

Ar, Tamb.
ii. H,0 Q ﬁ
>—NH ﬁ—NH R
o
i. H,O/HC1
ii. Reflujo
iii. NH,OH

o—w—o0

o0

Figura 26. Esquema sintético seguido para la obtencion de los haptenos S2 y S9

La primera etapa de la sintesis del hapteno S2 fue la preparacion del acido 4-(4-
acetilamino-bencenosulfonilamino)benzoico. Este intermedio fue sintetizado por
sustitucion nucleofilica del cloruro de MN-acetilsulfanililo con el acido 4-
aminobenzoico, en acetona seca conteniendo un 8% de piridina anhidra. La
identificacion del producto I fue posible gracias al espectro de 'H-RMN. La
aparicion de un singlete a 10,73 ppm correspondiente al hidrégeno del grupo NH
de la sulfonamida, indicaba que la reaccion de condensacion se habia llevado a
buen término. En la segunda etapa, la desacetilacion por hidrdlisis acida
proporciond el hapteno deseado con un rendimiento global del 59%.

La caracterizacion de S2 se realizd6 mediante 'H-RMN, "“C-RMN,
espectroscopia de IR y MS (Espectros 1-4, Apéndice I). El espectro de 'H-RMN

presentaba un singlete ancho a 12,66 ppm correspondiente al grupo acido, y un
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singlete a 10,41 ppm debido al grupo sulfonamida. En el espectro de ?C-RMN se
observo una sefial a 166,8 ppm que correspondia al grupo acido. El espectro IR del
producto obtenido presentaba, entre otras, bandas a 3411 cm™ y 3332 cm’,
correspondientes a la tensidon nitrégeno-hidrogeno de la amina aromatica, una
banda a 3217 cm™ caracteristica de la tensién del enlace nitrégeno-hidrégeno del
grupo sulfonamida, otra a 1697 cm™ debida a la tensién del doble enlace carbono-
oxigeno del grupo 4cido, y dos bandas a 1327 y 1157 cm™ correspondientes a la
tension del doble enlace azufre-oxigeno, asimétrica y simétrica, respectivamente.
Finalmente, el espectro de masas presentaba el pico molecular a un valor de
relaciéon m/z de 292, ademas de los fragmentos tipicos de la familia de las
sulfonamidas: 156, 108, 92, 65 (Figura 27).

1 —_T
| 0,S=—=NH—R
i

! [M+H-93]"
i

1

i ﬁ +
\
H

HzNOE—S—i—NH—R
ol
PO
-— H
+
N 1 RNH,

[M+H-155]"
92 m/z

*
l H,N:C>:so, _— Hﬁ{%o
@ 156 m/z 108 m/z

65 m/z

[M+H-H,S0,]"
[M+H-66]*

Figura 27. Esquema general de fragmentacién de las sulfonamidas

La sintesis de este compuesto habia sido descrita con anterioridad por Muldoon

1.%® y Sheth y Sporns®, eliminando el grupo acetil por hidrélisis bésica, con un

eta
rendimiento global del 29% y 20%, respectivamente. Sin embargo, el intento
inicial de llevar a cabo la hidrdlisis basica en las condiciones descritas por ambos
autores fue infructuoso, obteniendo un producto que correspondia, principalmente,
al de partida. Por ello, se optd por realizar una hidrdlisis acida, conociendo a
priori"™ que este tratamiento causa, generalmente, la ruptura de la unién
sulfonamida. Sin embargo, en este caso, dicha unién permanecié intacta,
obteniendo un rendimiento global del 59%, mucho maés elevado que el alcanzado

por los citados autores.
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La sintesis del hapteno S9 se llevd a cabo siguiendo un procedimiento analogo
al descrito para S2. El reactivo de partida fue el acido (4-aminofenil)acético,
obteniéndose un hapteno con la misma estructura pero con un mayor brazo
espaciador. La sintesis de este producto no habia sido descrita previamente, por lo
que tuvieron que optimizarse todas las condiciones de trabajo. La preparacion del
acido [4-(4-amino-bencenosulfonilamino)fenil]acético se abordé haciendo
reaccionar el acido (4-aminofenil)acético con cloruro de N-acetilsulfanililo, en
acetona seca conteniendo un 18% de piridina anhidra, y posterior desacetilacion
por hidrdlisis &cida. En este caso, el contenido en piridina fue muy superior al
utilizado para la obtencion del hapteno S2 con el fin de lograr la total disolucién
del acido (4-aminofenil)acético. Tras mantener 21 h en agitacion y eliminar el
disolvente a baja presion, el producto de condensacidon se separd del crudo de
reaccion por cromatografia en columna sobre silica gel, con hexano/AcOEt (90:10)
como eluyente. La posterior desacetilacion del producto obtenido por hidrolisis
acida proporciond el hapteno S9.

Uno de los principales problemas a solucionar fue aislar el producto de
condensacion. En general, en este tipo de reacciones, el producto se aisla por
precipitacion. Sin embargo, en este caso y debido al mayor contenido en piridina,
se formaba un semisdlido de aspecto gelatinoso, lo que obligd a ensayar otros
métodos. El procedimiento mas adecuado fue la purificacién por cromatografia
preparativa en columna, alcanzando un rendimiento total del 37%.

El hapteno S9 se caracterizé por 'H-RMN, “C-RMN, espectroscopia de IR y
MS (Espectros 13-16, Apéndice I). El espectro de 'H-RMN presentaba, entre otras
seflales, un singlete amplio a 12,22 ppm caracteristico del sustituyente acido, y un
singlete a 3,43 ppm, que integraba dos hidrégenos correspondientes al grupo
metileno del brazo espaciador. Mediante el *C-RMN se pudo corroborar la sefial a
172,7 ppm correspondiente al carbono cuaternario del grupo acido, y la sefial a
39,9 ppm que identifica al carbono del grupo metileno. El espectro de IR presento
caracteristicas espectroscopicas acordes con su estructura. El espectro de masas del
producto obtenido presentaba, entre otras sefiales, el pico molecular a 306 unidades
de m/z y los fragmentos tipicos de la familia de las sulfonamidas.

Para la sintesis de los haptenos S3 y S4 se siguid el esquema que se muestra en

la Figura 28.
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o, i. EtOH/HCI o, o o
Reflujo ”
R—Ny —non NHOH R—NH; + cn—ﬁ NH
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ii. HCI
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Figura 28. Esquema sintético seguido para la obtencién de los haptenos S3 y S4

o=—w=—o0

En la bibliografia se ha descrito que, en funcidon de la posicion del grupo
carboxilo, la descarboxilacion se favorece a temperaturas por debajo de 80 °C’#.
Por ello, para la sintesis de estos haptenos, se llevo a cabo una primera etapa de
esterificacion con el fin de proteger el grupo acido y evitar su descarboxilacion
(Figura 28). Posteriormente, se llevo a cabo la condensacion del cloruro de N-
acetilsulfanililo con el grupo amino para dar lugar al grupo sulfonamida, seguida
de una hidrdlisis basica.

La sintesis del hapteno S3 se concluyo con éxito partiendo del acido 2-amino-4-
tiazolacético. Para ello, se utilizd una reaccion de esterificacion del acido 2-amino-
4-tiazolacético con etanol, en presencia de un catalizador acido (4cido clorhidrico),
obteniéndose el producto I, (2-amino-1,3-tiazol-4-il)acetato de etilo, con un
rendimiento del 76%. La identificacion del producto se realizo por 'H-RMN; la
aparicion de un cuadruplete a 4,17 ppm -identificado como el metileno unido al
oxigeno- y un triplete a 1,26 ppm -identificado como el metilo unido al metileno-,
confirmaron la formacién de éste. Ademas, las sefiales obtenidas por "C-RMN a
61,0 y 14,2 ppm corroboraron la identificacion del producto, indicando la presencia
del carbono del metileno y del carbono del metilo, respectivamente.

La etapa siguiente se baso en el acoplamiento del producto I con cloruro de N-
acetilsulfanililo en piridina anhidra. Por resonancia de hidrégeno se comprobo la
formacion del denominado “producto II”, observando dos singletes a 12,63 ppm
(correspondiente al hidrégeno del nitrégeno de la sulfonamida) y 10,27 ppm
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(identificado como el hidrégeno unido al nitrégeno del grupo acetil del cloruro de
N- acetilsulfanililo). Finalmente, el producto de condensacién fue hidrolizado en
medio basico. El producto deseado se separd del crudo de reaccion por
precipitacion, obteniendo un rendimiento del 84%. Mediante 'H-RMN (Espectro 5,
Apéndice I) se comprobo la existencia del hapteno S3 por la aparicion de dos
singletes a 12,44 y 5,82 ppm, correspondientes al hidrégeno del grupo acido y a los
hidrégenos de la amina libre, respectivamente. El espectro de *C-RMN (Espectro
6, Apéndice 1) presentd caracteristicas espectroscdpicas acordes con su estructura.
Ademas, se identifico el producto mediante IR (Espectro 7, Apéndice I),
obteniendo, entre otras bandas, la caracteristica del anillo de tiazol a 1529 cm™. En
este caso, el masas no proporciond el pico del ion molecular, siendo el
correspondiente a la descarboxilacion del acido carboxilico el que aparecid en
primer lugar (Espectro 8, Apéndice I).

La sintesis de este hapteno habia sido descrita con anterioridad por Sheth y
Sporns®® y Haasnoot er al.”’, utilizando tres etapas: formacién del éster metilico,
condensacion con cloruro de N-acetilsulfanililo y por ultimo, hidrélisis basica, con
un rendimiento global del 5% en el primer caso y del 13% en el segundo. En este
trabajo se opto por utilizar una ruta de sintesis ligeramente diferente, aunque con el
mismo numero de etapas. Por un lado, se utilizaron reactivos con menores
problemas de manipulacion en la primera etapa (EtOH/HCl,, en lugar de
CH;0H/(CH3)3SiCl o CH;0H/HCl,)) y, por otro, se incrementd el rendimiento
global del proceso al 32%.

Uno de los haptenos mas interesantes para sintetizar -a priori- era el acido 6-(4-
amino-bencenosulfonilamino)nicotinico, hapteno S4, ya que este compuesto
presenta un anillo de piridina en la region variable, pudiendo generar anticuerpos
con respuesta especifica para la sulfapiridina y sus derivados, e incluso para las dos
posibles diazinas incluidas en la familia de las sulfonamidas (piridazinas y
pirimidinas). Para la sintesis del hapteno S4 se siguié un procedimiento analogo al
descrito para S3. En este caso, la esterificacion se realizd partiendo del acido 6-
amino-nicotinico. Este producto, insoluble en medio etandlico a temperatura
ambiente, se disolvio por calentamiento a reflujo, observando mediante TLC que la
reaccion tenia lugar, aunque tendia a bloquearse. Los mejores resultados se
obtuvieron calentando a reflujo durante 90 min. Tras el proceso de extraccion, se

aislo el producto I con un rendimiento del 35%, porcentaje inferior al esperado
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debido a que parte del producto de partida no habia reaccionado a causa del
bloqueo. El producto I presentd caracteristicas espectroscopicas acordes con su
estructura, destacando la aparicion de un cuadruplete a 4,33 ppm correspondiente
al metileno unido al oxigeno, y de un triplete a 1,36 ppm identificado como el
metilo unido al metileno, confirmando que la esterificacion habia tenido lugar.

A continuacion, tal como se indica en la Figura 28, se llevdo a cabo la
condensacion del grupo amino con cloruro de N-acetilsulfanililo, seguida de una
hidrdlisis  basica, lo que permiti6 obtener el 4acido 6-(4-amino-
bencenosulfonilamino)nicotinico, hapteno S4, que fue caracterizado mediante los
datos espectroscépicos (Espectros 9-12, Apéndice I). En el espectro de RMN, la
ausencia de sefiales debidas a los protones de los grupos éster, asi como la
aparicion de sefiales debidas a dos nuevos protones a 12,19 y 6,04 ppm, asignables
respectivamente al grupo acido y al grupo amino libre, confirmaron que la
hidrdlisis habia tenido lugar. El espectro de IR presentd caracteristicas
espectroscopicas acordes con su estructura, al igual que el espectro de MS, del cual
cabe destacar el fragmento de 138 unidades m/z, identificado como 4cido 6-amino-
nicotinico.

El altimo hapteno de este grupo, denominado S14, presenta dos caracteristicas:
la region variable es idéntica a la regidon constante y posee un brazo espaciador
aromatico. La sintesis de este hapteno a partir de S2 habia sido descrita
anteriormente por Li ef al’®’, mediante un acoplamiento del grupo amino
aromatico con cloruro de N-acetilsulfanililo en piridina anhidra, seguido de una
hidrolisis acida.

En este caso, se decidio utilizar una ruta sintética alternativa debido a los
problemas inherentes al uso de elevados contenidos en piridina durante la etapa de
aislamiento del producto. En un primer momento, se intent6 acoplar la segunda
molécula de cloruro de N-acetilsulfanililo siguiendo un procedimiento analogo al
descrito en S2, en el que solo se utilizaba un 8% de piridina en acetona anhidra. El
primer problema se planted al obtener una masa de aspecto pegajoso imposible de
filtrar, de modo que el producto acetilado no podia ser aislado. Se procedid a
realizar la hidrélisis sin aislar dicho producto, pero la reaccion no llegd a buen
término. Finalmente, la sintesis se abordd haciendo reaccionar el hapteno S2 con

cloruro de N-acetilsulfanililo en agua destilada conteniendo hidréxido de sodio, y
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posterior desacetilacion por hidrdlisis acida, alcanzando un rendimiento global del
27%.

Del anélisis espectroscopico del hapteno S14 (Espectros 17-20, Apéndice I)
cabe destacar que el espectro de "H-RMN presenta dos singletes, a 10,67 y 10,55
ppm, correspondientes al hidrégeno de los dos grupos sulfonamida, asi como seis
dobletes aromaticos, confirmando la estructura del hapteno. Mediante el BC-RMN
se pudo observar la sefial a 166,7 ppm correspondiente al carbono cuaternario del
grupo acido. El espectro IR del producto obtenido presentaba, entre otras, una
banda a 1678 cm™ caracteristica de la tension del doble enlace carbono-oxigeno del
grupo 4cido, y dos bandas (1321 y 1153 cm™) correspondientes a la tension del

doble enlace azufre-oxigeno, asimétrica y simétrica, respectivamente.
4.1.1.2. Haptenos tipo 11

Este tipo de haptenos se obtuvieron por funcionalizacién del grupo amino
aromatico de la regidon constante. Los cuatro haptenos de este grupo presentan
como caracteristica comun la presencia de un brazo espaciador aromatico, tal como
muestra la Figura 29. Mediante diazotacién se sintetizaron dos haptenos,
denominados S7 y S8, los cuales se diferencian en la region variable.

En este tipo de haptenos se han incluido, ademas, dos sulfonamidas comerciales
-sulfasalazina (S5) y N’-ftalilsulfatiazol (S6)-, las cuales presentan un sustituyente

acido que permite su conjugaci()n directa a proteinas.

o

S7 S5
AT g e ©/ O
S8 Se

Figura 29. Estructura quimica de los haptenos tipo II para sulfonamidas
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La estrategia sintética planteada para la obtencion de los haptenos S7 y S8 se
baso, en primer lugar, en la formacion de la sal de diazonio de la sulfonamida
correspondiente, seguida de wun acoplamiento diazo con el dacido 3-(4-
hidroxifenil)propanoico, lo que da lugar al azocompuesto correspondiente, tal y

como se muestra en la Figura 30.
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Figura 30. Esquema sintético seguido para la obtencion de los haptenos S7 y S8

Para la obtencidn del hapteno S7 se abordd, en primer lugar, la formacion de la
sal de diazonio de STZ. Para ello, el grupo amino del STZ se sometid a diazotacién
con nitrito sédico en medio metanolico acidificado, de modo que la concentracion
de la sal de diazonio fuese méaxima. Paralelamente, se prepard una disolucién del
acido 3-(4-hidroxifenil)propanoico en hidroxido de sodio 1M vy, rapidamente, se
mezclaron las dos disoluciones, produciéndose el acoplamiento diazo que permitid
obtener el azocompuesto correspondiente. Tras ajustar el pH con éacido clorhidrico
concentrado, el producto deseado se aislo por filtracion obteniendo un rendimiento
del 97%.

En el espectro de IR realizado al producto no se observo la banda de tensidon
caracteristica del grupo amino libre de la sulfonamida; sin embargo, aparecia una
banda de tensién a 1572 cm™ caracteristica del grupo azo, lo que confirmaba que la
reaccién habia tenido lugar. Por otra parte, los espectros de 'H-RMN y de "C-
RMN presentaron caracteristicas acordes con su estructura, mientras que su
espectro de MS no proporciond gran informacion (Espectros 21-24, Apéndice I).

Hasta la fecha no se ha encontrado documentacion sobre la sintesis de este

compuesto, aunque las reacciones de acoplamiento diazo son reacciones
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frecuentemente descritas en la bibliografia. El principal problema de esta ruta
sintética fue debido a la baja solubilidad del producto de partida (STZ) en las
condiciones descritas en la bibliografia para las reacciones de diazotacion, las
cuales generalmente se llevan a cabo en disolucion acuosa. Por ello, se realizaron
una serie de ensayos utilizando diferentes disolventes organicos (metanol, etanol,
propanol y acetona) en disolucion acuosa, resultando el metanol el mas adecuado.

La sintesis del acido 3-{4-hidroxi-3-[4-(pirimidin-2-ilsulfamoil)fenilazo]fenil }
propanoico (hapteno S8) se abordo siguiendo un procedimiento analogo al descrito
para S7. En este caso, el reactivo diazotizado fue la SDZ, obteniendo un
rendimiento final del 76%.

Este hapteno se caracterizd por sus datos espectroscopicos (Espectros 25-28,
Apéndice I). El espectro de 'H-RMN presentaba, entre otras sefiales, un singlete
amplio a 12,06 ppm correspondiente al grupo 4acido del 4cido 3-(4-
hidroxifenil)propanoico, asi como un doblete aromatico a 8,54 ppm que fue
asignado a los dos hidrogenos aromaticos unidos a los nitrogenos del anillo
aromatico de la SDZ, lo que confirmé que la reaccion habia llegado a buen
término. La principal caracteristica del espectro de IR fue la presencia de una
banda de tensién a 1579 cm™ que correspondia al grupo azo. El espectro de MS no
proporciond el pico del ion molecular, apareciendo, en primer lugar, el pico

correspondiente a un fragmento de la SDZ (C,oHoNy,).
4.1.1.3. Haptenos tipo 111

Finalmente, la tercera estrategia utilizada permitié obtener cuatro haptenos con
el brazo espaciador unido por el grupo sulfonamido, de modo que se dispone de
haptenos fragmentarios que contienen la region constante de la estructura general
de las sulfonamidas. Como muestra la Figura 31, los haptenos S10, S11 y S13
difieren unicamente en la longitud del brazo espaciador. Asi, el hapteno S10
presenta un brazo espaciador derivado de la glicina, el S11 del 4cido 6-
aminohexanoico y el S13 del acido 4-aminobutanoico. Por otro lado, el hapteno
S12 difiere de los anteriores en el tipo de grupo funcional, presentando un brazo

espaciador derivado del 3-amino-1-propanol.
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Figura 31. Estructura quimica de los haptenos tipo III para sulfonamidas

La Figura 32 muestra la ruta sintética seguida para la obtencion de los haptenos
S10, S12 y S13. Como se observa, el método general llevado a cabo para la
preparacion de estos compuestos fue la condensacion del cloruro de N-
acetilsulfanililo con una amina primaria, en presencia de hidroxido de sodio o de
exceso de amina, seguida de la hidrolisis del grupo acetil mediante reflujo con
acido clorhidrico. La etapa de condensacion no requirié el uso de piridina o
acetona/piridina, ya que los derivados de la p-amino-bencenosulfonamida son mas

solubles en agua.
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o
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‘ ; .
o
i. H,O/HCI
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o
Y
NH; ﬁ N R
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Figura 32. Esquema sintético seguido para la obtencion de los haptenos S10, S12 y S13

La sintesis del acido (4-amino-bencenosulfonilamino)acético (S10) se llevd a
cabo siguiendo el procedimiento descrito por Kolloff'”*. La condensacién del

cloruro de N-acetilsulfanililo con glicina se efectud en presencia de hidroxido de
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sodio, seguida de hidrodlisis 4acida, dando lugar al hapteno S10 con un rendimiento
global del 61%.

Al caracterizar este compuesto (Espectros 29-32, Apéndice I) se observd que el
espectro de 'H-RMN presentaba, entre otras sefiales, un singlete amplio a 5,90 ppm
caracteristico del grupo amino aromatico, y un singlete a 2,94 ppm que integraba
los dos hidrégenos correspondientes al grupo metileno del brazo espaciador. En el
espectro de *C-RMN se observo una sefial a 169,9 ppm correspondiente al carbono
cuaternario del grupo acido, y otra a 46,1 ppm que identifica al carbono del grupo
metileno. El espectro de IR presentd caracteristicas espectroscopicas acordes con
su estructura, obteniendo, entre otras bandas, la caracteristica del grupo carbonilo a
1643 cm’. En este caso, el espectro de masas no proporcioné el pico del i6n
molecular, apareciendo, en primer lugar, el pico correspondiente a la
descarboxilacion del acido carboxilico.

El hapteno 4-amino-N-(3-hidroxipropil)bencenosulfonamida (S12) fue
sintetizado siguiendo un procedimiento andlogo al utilizado por Adams ez al.'”. Se
prepard por condensacion del cloruro de N-acetilsulfanililo con una alcanolamina,
la 3-amino-1-propanol, en agua destilada. En este caso, la reaccion se llevé a cabo
en presencia de un exceso de amina, con el fin de neutralizar el acido clorhidrico
generado que no es eliminado en el proceso de lavado. El producto de
condensacion se separd del crudo de reaccién por precipitacion, alcanzando un
rendimiento del 89%. La obtencién del producto I se comprobo mediante 'H-RMN,
observando un triplete a 7,37 ppm, identificado como el hidrégeno del nitrégeno de
la sulfonamida unido al grupo metileno del brazo espaciador. Finalmente, el
producto I fue hidrolizado en medio &cido y, tras neutralizar con carbonato soédico
y recristalizar en EtOH/agua, se obtuvo el aminoalcohol deseado (hapteno S12),
con un rendimiento global del 48%.

Del analisis espectroscopico del hapteno S12 (Espectros 37-40, Apéndice I)
cabe destacar la ausencia de las sefiales debidas a los protones y carbonos que
constituyen el grupo acetil en los espectros de RMN, y la presencia del pico
molecular a un valor de la relacion m/z de 230, ademas de los fragmentos tipicos
de la familia de las sulfonamidas, en el espectro de masas.

A continuacion, tal como se indica en la Figura 32, se llevd a cabo la sintesis
del hapteno S13, siguiendo un procedimiento analogo al descrito para S10. El

reactivo de partida fue el 4cido 4-aminobutanoico. El crudo de reaccion se agitod
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durante 3 h a temperatura ambiente, se acidifico con acido clorhidrico concentrado
y el solido obtenido se recristalizé en etanol al 60% (Producto I). Posteriormente,
se efectud una hidrdlisis acida del producto I que dio lugar al aminoécido deseado,
con un rendimiento global del 40%. Mediante resonancia magnética de protdn se
comprob6 que el producto obtenido correspondia al hapteno S13 (presencia de dos
singletes a 12,02 y 5,90 ppm, correspondientes al hidrégeno del grupo acido y a los
hidrégenos de la amina libre, respectivamente). La identificacion del producto se
completdo mediante IR y MS. En este caso, el espectro de masas proporciond el
pico del i6n molecular a un valor de 258 unidades de m/z (Espectros 41-44,
Apéndice I).

Recientemente, la sintesis de este hapteno ha sido descrita también por Zhang e?
al’, alcanzando un rendimiento global del 28%. Estos autores realizan la
condensacion con cloruro de N-acetilsulfanililo en piridina anhidra, seguida de una
hidrdlisis basica sin aislamiento del producto intermedio. Sin embargo, en estas
condiciones, la bis-sulfonilacion de la amina primaria tiene lugar como reaccion
secundaria, lo que provoca una disminucién del rendimiento de la reaccion. Por
otro lado, la ruta sintética planteada en esta tesis elimina el uso de piridina, ya que
como compuesto de partida se utiliza el dcido 4-aminobutanoico, soluble en agua,
permitiendo aislar facilmente el producto obtenido con rendimientos excelentes.

El ultimo hapteno de este grupo es el denominado é&cido 6-(4-amino-
bencenosulfonilamino)hexanoico (S11), cuyo esquema sintético sigue las pautas
planteadas para la preparacidon de derivados de glicina descritas por Mayfield et
al'”’. Como se muestra en la Figura 33, para la obtencién de este hapteno se
realizo el acoplamiento entre el cloruro de 4-nitrobencenosulfonilo y el acido 6-
aminohexanoico, seguido de la reduccién del grupo nitro a amino con hidrégeno en
presencia de paladio sobre carbono. El producto deseado se separ6 del crudo de
reaccion por cromatografia en columna sobre silica gel, utilizando hexano/AcOEt
de polaridad creciente. El rendimiento total obtenido fue del 43%.

El hapteno S11 se caracterizd por sus datos espectroscopicos (Espectros 33-36,
Apéndice I). Los espectros de 'H-RMN y de *C-RMN presentaron caracteristicas
acordes con su estructura. En el espectro de IR destacd, principalmente, la ausencia
de la banda de tension caracteristica del grupo nitro, y la presencia de las bandas de
tension a 3414 y 3327 cm’ caracteristicas del grupo amino aromatico de la

sulfonamida, confirmando que la reaccidon de reduccion habia tenido lugar.
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Figura 33. Esquema sintético seguido para la obtencién del hapteno S11

La sintesis de este hapteno habia sido descrita con anterioridad por Li ef al.”* y
més recientemente, por Zhang et al.’’. En ambos casos, la ruta sintética utilizada
implica la condensacion del &acido 6-aminohexanoico con cloruro de N-
acetilsulfanililo en piridina seca, seguida de una hidrdlisis basica y posterior
purificacién mediante cromatografia en columna, con un rendimiento global del
21% en el primer caso y 35% en el segundo. La ruta de sintesis utilizada en esta
tesis es totalmente diferente; aunque el numero de etapas es similar, la toxicidad de
los reactivos utilizados y el tiempo de reaccion son inferiores, consiguiendo,
ademas, un rendimiento global mas elevado.

Teniendo en cuenta las distintas estrategias sintéticas utilizadas para la
preparacion de los haptenos, asi como los resultados obtenidos, puede observarse
que, en general, la etapa clave en el rendimiento global de la reaccion es la
condensacion, y su factor limitante, la solubilidad del compuesto de partida.
Cuando dicha etapa se lleva a cabo con disolventes organicos -debido a la
insolubilidad del compuesto de partida en disolucidén acuosa- y piridina como
aceptor del acido clorhidrico generado, los rendimientos alcanzados son inferiores
a los obtenidos al realizar la condensaciéon en medio acuoso, debido a que se

favorece la bis-sulfonilacion de la amina primaria (Figura 34)'.
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RSO,Cl /SOZR
R NH, ————> R NHSO,R + R N
: Piridina : “SsoR

mayoritario

Figura 34. Reaccion secundaria descrita por Deng ef al.

Por ultimo, cabe destacar que la estrategia de diazotacion, estudiada por primera
vez en el contexto de esta tesis doctoral, ha dado resultados prometedores, ya que
el producto puede ser aislado con facilidad y con rendimientos excelentes,

superiores al 76%.
4.1.2. Disefio y sintesis de haptenos para tetraciclinas

Las tetraciclinas constituyen una familia de productos naturales y semisintéticos
que se caracterizan por tener una estructura tetraciclica lineal compuesta de cuatro
anillos fusionados (designados A, B, C y D), siendo Ry, Ry, R;, R4 y Rs los
radicales que dan lugar a los diferentes compuestos que constituyen dicha familia
(seccidn 3.1.4, Experimental).

Las tetraciclinas son sustancias muy reactivas debido a su compleja
funcionalidad y a la sensibilidad de las moléculas en condiciones de reaccion
suaves (pH y temperatura)’*®. Ademas, son inestables bajo condiciones basicas y
acidas fuertes, y forman epimeros reversibles. Muchos de estos antibidticos se

™ Asimismo, debido a la

fotodescomponen, dando lugar a varios subproductos
presencia de grupos que pueden formar puentes de hidrégeno intramoleculares, las
tetraciclinas forman complejos con un gran niimero de especies quimicas. Estas son
algunas de las razones por las que la sintesis y purificacion de haptenos para
tetraciclinas es complicada, y las referencias bibliograficas sobre la determinacion
de tetraciclinas mediante inmunoensayos escasas.

En la bibliografia se observan dos tipos de estrategias para la obtencion de
anticuerpos. La primera estd basada en el acoplamiento directo de una TC
comercial a la proteina carrier y, la segunda, en la sintesis de un hapteno por
derivatizacion de la tetraciclina’”.

Inicialmente, teniendo en cuenta los precedentes bibliograficos y partiendo de la

tetraciclina hidratada, se ensayaron cuatro rutas sintéticas diferentes (Figura 35).
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Figura 35. Esquemas sintéticos ensayados en la obtencion de haptenos para
tetraciclinas

En primer lugar se intentd llevar a cabo la hidrélisis dacida del grupo amida (a).
Para ello, a 1,00 g (2,25 mmoles) de TC se afiadieron 31 mL de HCl 2 M,
calentando la mezcla resultante durante 1 h a reflujo. Inicialmente, la reaccién era
una suspension amarillenta, observandose la disolucion de todos los reactivos a
medida que evolucionaba. El seguimiento de la reaccion se hizo por TLC
(AcOEYEtOH, 95:5 v/v), comprobando la desaparicion del producto de partida y la
formacion de un nuevo producto con un Ry mayor. Tras enfriar a temperatura
ambiente aparecio un solido anaranjado que se aisld por filtracion. El espectro de
masas del producto obtenido presentaba, entre otras sefiales, el pico molecular a un
valor de 426 unidades de m/z, lo que indicaba que no se habia obtenido el producto
deseado, sino la anhidrotetraciclina (aromatizacién del anillo C).

La segunda ruta sintética ensayada se basod en la hidrdlisis bdsica del grupo
amida (b). Para ello, a 1,00 g (2,25 mmoles) de TC se adicionaron 10 mL de NaOH
IM, calentando la mezcla resultante durante 1 h a reflujo. El seguimiento de la
reaccion se realizé mediante TLC (AcOEt/EtOH, 90:10), observando la presencia

de un gran nimero de productos. Para comprobar si alguno de ellos pudiera ser el
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acido, el pH de la disolucidn se ajustéo a 5 con HCl 6 M y se enfrio a 5 °C, no
apareciendo ningun precipitado, por lo que esta ruta sintética fue desechada.

Finalmente, se ensayé la esterificacion del unico fenol presente en la TC
utilizando dos vias sintéticas. En la primera (c), se partio de 1,06 g (7,25 mmoles)
de acido adipico, 3,19 g (7,18 mmoles) de TC, 5,5 mL de 4cido trifluoroacético
(TFA) y 4,2 mL de anhidrido trifluoroacético (TFAA). Tras 1 h en agitacion, bajo
atmosfera de Ar a 0 °C, se obtuvo una disoluciéon anaranjada. El crudo de reaccion
se rotavaporo para eliminar el exceso de TFA y TFAA, y se sec6 a vacio. El so6lido
anaranjado obtenido se disolvio en 30 mL de CH,Cl,, se lavo con una disolucion de
bicarbonato de sodio 1 M (3 x 10 mL), se secd con Na,SO, anhidro y el extracto se
concentr6 a presion reducida. Mediante el analisis por espectroscopia de masas se
comprobd que el producto obtenido no era el deseado, se trataba de la
anhidrotetraciclina.

Para la segunda via (d), se parti6é de 0,57 g (1,28 mmoles) de TC disueltos en
12,6 mL de CH,Cl, anhidro y 3 mL de CH3;CN anhidro. Tras obtener una mezcla
homogénea, se adicionaron 0,16 g (1,32 mmoles) de acido succinico y se mantuvo
en agitacion durante 30 min. Posteriormente, se adicionaron lentamente -a 0 °C y
bajo atmésfera de Ar- 17 mg de DMAP y 0,27 g (1,33 mmoles) de DCC, y se agitd
la mezcla durante 3 h. La reaccion se siguié mediante TLC (AcOEt/EtOH, 85:15),
no observando ningun producto de la misma, por lo que se agitd durante toda la
noche. La TLC indic6 que la reaccién no se habia llevado a cabo y que los
productos de partida permanecian sin reaccionar, por lo que se desechd esta via
sintética.

Dado que todas las vias sintéticas propuestas dieron resultados negativos, se
intento llevar a cabo la sintesis descrita por Everest et al.'™ basada en la obtencion
de un derivado de la TC, el 4-hidrazono-4-dedimetilamino tetraciclina. Como
muestra la Figura 36, la tetraciclina fue derivatizada por tratamiento con N-
clorosuccinimida (NCS) 0,1 M en medio acuoso, formandose la 4-oxotetraciclina.
Dicho intermedio fue tratado con hidrato de hidrazina (H,N-NH,) en etanol durante
toda una noche para obtener el 4-hidrazono-4-dedimetilamino tetraciclina. Aunque
el procedimiento esta descrito en la bibliografia, los resultados no pudieron
reproducirse, probablemente por la inestabilidad del compuesto intermedio, 4-
oxotetraciclina. Se llevaron a cabo varios intentos obteniendo siempre mezclas de

productos muy dificiles de separar.
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i. H,N-NH,/EtOH

Figura 36. Esquema sintético seguido para la obtencién de 4-hidrazono-4-
dedimetilaminotetraciclina

Dado que ninguna de las rutas ensayadas condujo a la obtencion de un hapteno,
se plantearon nuevas estrategias. Teniendo en cuenta los buenos resultados
obtenidos mediante la estrategia de diazotacion para las sulfonamidas, se pensé que
podria ser una buena via para la sintesis de azoderivados de tetraciclinas. Otra
alternativa era sintetizar derivados de carboxamida mediante una condensacién de
Mannich. Por ello, se propusieron dos tipos de haptenos, en funcion del lugar en
que es posible introducir el brazo espaciador (Figura 37):

e Haptenos tipo I: derivados de carboxamida, funcionalizados a través del
anillo A del esqueleto comun
e Haptenos tipo II: azoderivados, funcionalizados a través del anillo D del

esqueleto comun

HOOC N—/N d

L CONHCH,NHR, |

l OH (e} OH (o] L

Haptenos tipo 11 Haptenos tipo I

Figura 37. Clasificacion de los haptenos para tetraciclinas segiin la ubicacion del
brazo espaciador
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Ademas, se llevdo a cabo una busqueda de productos comerciales de
caracteristicas similares que pudiesen ser utilizados como haptenos.

En total, para la determinacién de tetraciclinas se sintetizaron seis haptenos que,
manteniendo el nucleo basico de la familia de las tetraciclinas, poseen un brazo
espaciador aromatico o alifatico, de modo que se genera cierto grado de heterologia

en la estructura quimica.

4.1.2.1. Haptenos tipo 1

Este tipo de haptenos fueron obtenidos efectuando la funcionalizacidn a través
del anillo A del esqueleto comun de octahidronaftaleno. Los tres haptenos de este
grupo son derivados carboxamida y presentan un brazo espaciador alifatico, tal
como muestra la Figura 38.

Mediante condensacion se sintetizaron los haptenos denominados CTC-2 y
OTC-2, con un brazo espaciador derivado de la glicina y que difieren entre si en la
tetraciclina base.

En este grupo se incluye también el hapteno TC-3, una tetraciclina comercial
(2-N-lisinometiltetraciclina) que presenta un sustituyente acido que permite su

conjugacion directa a proteinas.

Figura 38. Estructura quimica de los haptenos tipo I para tetraciclinas

La ruta sintética planteada para la preparacion de los haptenos CTC-2

(glicinametilclortetracilina) y OTC-2 (hidrocloruro de glicinametiloxitetraciclina),
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se muestra en la Figura 39. El método general seguido para la preparacion de estos
compuestos fue la formacion de derivados carboxamida de tetraciclinas con
glicina, mediante una reaccién de condensacion de Mannich, donde la funcién
carboxamida primaria del anillo A sufre una N-alquilacién, siguiendo una

estrategia similar a la patentada por Lazareva et al.’*’ para la TC.

i. CH,OH
Ar, 50 °C

ii. Glicina/H,0

iii. HCOH/H,0

Figura 39. Esquema sintético seguido para la obtenciéon de los haptenos CTC-2 y
OTC-2

Para la sintesis de estos haptenos, se mezclaron cantidades adecuadas de la
correspondiente TC (CTC y OTC, respectivamente) y glicina, en presencia de
formaldehido diluido en metanol caliente. Tras agitar durante 15 min, la mezcla de
reaccion se filtro con el fin de eliminar el producto de partida que no habia
reaccionado.

El hapteno correspondiente se obtuvo por enfriamiento de la mezcla de reaccion
(CTC-2), o por acidificaciéon con HCl 6 M (OTC-2). Los rendimientos fueron
bajos en ambos casos debido a la reducida solubilidad del compuesto de partida en
metanol.

La caracterizaciéon de CTC-2 se realizd por comparacion de los espectros de
resonancia magnética nuclear con los del producto de partida -CTC- (Espectros 45-
48, Apéndice I). La mayor informacién la proporcioné el *C-RMN, al observar
tres nuevas sefiales a 171,4, 72,1 y 53,2 ppm, asignables al carbono cuaternario del
grupo acido y a los dos carbonos de los grupos metilenos del brazo espaciador,
respectivamente.

La caracterizacion del hapteno OTC-2 se llevd a cabo utilizando el mismo
procedimiento y OTC como producto de partida (Espectros 49-52, Apéndice I). El
BC-RMN mostré tres nuevas sefales a 171,5, 72,2 y 53,3 ppm, asignables -como
en el caso anterior- a los tres carbonos que aporta el brazo espaciador de glicina.
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4.1.2.2. Haptenos tipo 11

La segunda estrategia utilizada permitié obtener tres haptenos azoderivados con
el brazo espaciador unido por el anillo D del octahidronaftaleno. Como muestra la
Figura 40, OTC-3, CTC-3 y TC-4 presentan como caracteristica comun un brazo
espaciador aromatico derivado del acido 4-aminobenzoico, y difieren entre si en la

tetraciclina base.

on SH N(CH3),

cl
OH
X
* HCl
HoOC N=N Z X CONH, HOOC N=—N
OH
OH o

oH o OH © OH ©
OTC-3 CTC-3
OH N(CH3),
N OH
* Hel
HoOC@—N=N Z X CONH;
OH
oH o OH ©
TC-4

Figura 40. Estructura quimica de los haptenos tipo Il para tetraciclinas

La estrategia sintética planteada para la obtencion de los haptenos OTC-3,
CTC-3 y TC-4 se basdé en la reaccion de diazotacion utilizada para las
sulfonamidas, como se ha comentado anteriormente. En el caso de Ilas
sulfonamidas, la sal de diazonio se forma a partir de la sulfonamida
correspondiente; sin embargo, debido a la inestabilidad de las tetraciclinas en
medio acido, la sal de diazonio se formo6 a partir del acido 4-aminobenzoico,
seguida de un acoplamiento diazo con la tetraciclina base, lo que dio lugar al
azocompuesto correspondiente (Figura 41).

Para la obtencion del hapteno OTC-3 se abordd, en primer lugar, la formacion
de la sal de diazonio del acido 4-aminobenzoico, sometiéndolo a diazotacion con
nitrito soédico en medio acuoso acidificado (1). En esta etapa sintética la
temperatura de reaccion se mantuvo entre 0 y 10 °C, de modo que la sal de
diazonio fuese estable y se alcanzara la maxima concentracion. Paralelamente, se

prepard una disoluciéon de OTC en hidréxido de sodio 0,2 M (2) y se mezclaron
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rapidamente las dos disoluciones (1 y 2), produciéndose el acoplamiento diazo. La
mezcla de reaccion se acidifico ligeramente con HCl 6 M hasta la aparicion de un
precipitado amarillo, que se aislo por filtracion. Mediante 'H-RMN se comprobd
que el solido obtenido correspondia a OTC en exceso. Finalmente, el pH del
filtrado se ajustd6 a 3 con HCIl concentrado, obteniéndose el azocompuesto
correspondiente como un sélido anaranjado. El espectro de 'H-RMN (Espectro 53,
Apéndice 1) permitio comprobar que el solido obtenido correspondia a una mezcla

de productos.

i.NaNO,

iii. H,O/HCI __
HooC NH, ————2%————————» HooC N=N
Ccr

Rs

on R N(CHa),

OH

HCl

X
P
Hooc@—vw:h‘ X CONH,
OH
i. H,0/NaOH oH o

OH o

ii. HCI

Figura 41. Esquema sintético seguido para la obtencion de los haptenos OTC-3,
CTC-3yTC-4

Con el fin de poder caracterizar el solido obtenido y verificar que la estrategia
sintética planteada era adecuada, una pequefia porcion de dicho solido se purifico
por HPLC.

El analisis de TCs por HPLC es complicado debido a que los compuestos de
esta familia tienen propiedades quimicas y fisicoquimicas muy similares. Uno de
los principales problemas que presentan estos compuestos es que forman complejos
quelatos con iones metalicos e interaccionan fuertemente con los grupos silanoles
libres presentes en la fase estacionaria, causando picos anchos y con colas’”’**/¥.
Para evitar este inconveniente, se han desarrollado métodos cromatograficos que
utilizan columnas en fase reversa (Cyg - Cg) y fases méviles con bajo pH™.

La separacién en fase reversa exige el empleo de una fase modvil de alta
polaridad, lo que se consigue utilizando agua bidestilada y desionizada como
disolvente base. A éste se incorpora un modificador orgédnico y, en general, un

modificador acido que mejora la separacion y evita la formaciéon de colas en los
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picos del cromatograma. El modificador orgénico mas utilizado para la

152,1
15,53

purificaciéon de TCs es el metano , aunque también se ha empleado

acetonitrilo”*’*. Para disminuir el pH del eluyente se utiliza generalmente acido
r1: 156,157 r s L o 155,1 Lo 4 . 152,1

oxélico”*"”’, empleandose también acido ortofosférico””"* o 4cido formico’*>"”.

La mayoria de los métodos desarrollados llevan a cabo la separacion de TCs en

modo isocratico.

Puesta a punto y optimizacion del procedimiento de purificacion

La purificacion del producto solido sintetizado se efectué mediante
cromatografia liquida preparativa. Para ello, se seleccion6 una columna Lichrosorb
RP-18 (20 x 250 mm, tamafio de particula de 7,0 pm) instalada en un cromatografo
HPLC con detector de fila de diodos.

La Figura 42 muestra los espectros de absorcion de la OTC pura y del sélido a

purificar.

Absorbanse (AL

“or T T T T T T T T |
200 300 400 500 800 700 200 900 Wawelength (nm)

Figura 42. Espectros de absorcion UV-VIS del patron de OTC (linea roja) y del sélido
a purificar (linea azul)

Ambos compuestos presentan un maximo de absorcion alrededor de 265 nm,
seleccionando esta longitud de onda para la deteccion.

Para optimizar la fase movil, se realizaron una serie de ensayos con diferentes
eluyentes y condiciones de trabajo. Utilizando régimen isocratico, una mezcla
eluyente A:B:C en proporcion 50:25:25 durante 40 min, y las siguientes
condiciones cromatograficas:

e Eluyente A: acido oxalico 0,01 M (pH 2)
e Eluyente B: metanol

e Eluyente C: acetonitrilo
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e Flujo 6 mL/min e Presion 1.000 psi

e Deteccidn a 265 nm e Vol. inyeccion 200 uL

no se consiguid la elucion del hapteno OTC-3, aunque la resolucion resultd
satisfactoria para el patron de OTC. Un aumento en la proporcion de acetonitrilo
(eluyente C) hasta un 50% permitié eluir el hapteno OTC-3 en un tiempo superior
a 50 min. En consecuencia, se procedio a trabajar en modo gradiente, utilizando la
misma mezcla ternaria de acido oxalico-metanol-acetonitrilo, a fin de obtener un
método que permitiera la separacion de todos los compuestos en un tiempo
inferior.

Los mejores resultados se obtuvieron con una elucion en gradiente de A:B:C
desde 50:25:25 hasta 50:0:50 en 27 min y desde 50:0:50 hasta 50:25:25 en 20 min,
empleando las condiciones cromatograficas siguientes:

e Eluyente A: acido oxéalico 0,01 M (pH 2)

e Fluyente B: metanol

e Eluyente C: acetonitrilo

e Flujo 6 mL/min e Presion 1.020 psi

e Deteccidon a 265 nm e Vol inyeccidon 200 pL

Operando de este modo se consiguid una buena separacion de los compuestos
en un tiempo apropiado (< 25 min). Después de repetidos analisis se comprobo6 que
los cromatogramas presentaban una linea base irregular debida al excesivo ruido de
fondo, lo que podia ser debido al acido oxalico utilizado como modificador de la
fase moévil, que absorbe en el ultravioleta. Por ello, se decidid sustituir el acido
oxalico por otros modificadores empleados en la bibliografia, manteniendo el resto
de condiciones cromatograficas. Asi pues, se ensayé con acido formico a distintas
proporciones. Los cromatogramas registrados mostraron una linea base estable; sin
embargo, los picos obtenidos presentaban bastante cola. Posteriormente, se
realizaron ensayos con acido ortofosforico, obteniendo resultados similares. Por
ello, y teniendo en cuenta que el acido oxalico no interferia en el proceso de
purificacidn, se eligieron como 6ptimas las condiciones anteriormente descritas.

Los cromatogramas obtenidos para OTC patrén (a) y OTC-3 (b) se muestran en
la Figura 43. Como puede observarse, los tiempos de retencion (tr) para el patron
de OTC de 10 mg/L y OTC-3 fueron de 15,11 y 23,19 min, respectivamente. En el

cromatograma b se observa que la mezcla purificada por HPLC contiene la
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fraccion con el hapteno OTC-3 (tx= 23,19 min). El método de purificacion
permitio la separacion adecuada del exceso de reactivo de partida (OTC) y del
hapteno deseado, OTC-3.

b)

0 10 20 30 t(min)

Figura 43. Cromatogramas obtenidos para (a) Patron de OTC de 10 mg/L, (b)
Hapteno OTC-3 purificado

La caracterizacion de OTC-3 se realizd mediante 'H-RMN (Espectro 54,
Apéndice I). La ampliacion de la zona aromatica confirmé que el solido purificado
se trataba de wuna mezcla de los hidrocloruros de 7 y 9-(4’-
carboxifenilazo)oxitetraciclina, por la aparicion de seis dobletes (uno de ellos
solapado). Los dobletes a 7,83 y 7,18 ppm pertenecen a los protones aromaticos
que aporta el brazo espaciador (acido 4-aminobenzoico), con una J= 8,7 Hz. Los
dobletes a 7,61 (solapado) y 7,12 ppm son asignables a los protones aromaticos de
OTC cuando el brazo espaciador se introduce en el Cy, con una J= 8,1 Hz.
Finalmente, los dobletes a 7,58 y 6,98 ppm son asignables a los protones
aromaticos de la OTC cuando el brazo espaciador se introduce en el C;, con una J=

8,4 Hz. La insercion del Espectro 54 (Apéndice I), muestra el espectro completo,
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con una linea base ascendente como consecuencia del acido oxalico de la fase

moévil que acompaiia al compuesto aislado por HPLC.

La sintesis del hidrocloruro de 9-(4’-carboxifenilazo)clortetraciclina (CTC-3)
se abordd siguiendo un procedimiento andlogo al descrito para OTC-3. En este
caso, el acoplamiento diazo se llevd a cabo con la CTC, dando lugar a un unico
producto de reaccion, ya que el hapteno CTC-3 tiene un sustituyente en posicion
para del anillo D. A través del "H-RMN (Espectro 55, Apéndice I) se observo que
el sdlido obtenido correspondia al hapteno deseado junto al exceso de reactivo de
partida (CTC). En este caso, no se llevd a cabo la purificaciéon mediante HPLC
debido a que la CTC no posee un grupo acido y por tanto su interferencia en el
proceso de conjugacion del hapteno a las proteinas carrier es nulo; ademas, la
estrategia planteada para la obtencion de estos haptenos ya habia sido verificada
con la caracterizacién del hapteno OTC-3.

Finalmente, se llevd a cabo la sintesis del hapteno TC-4 (hidrocloruro de 7 y 9-
(4’-carboxifenilazo)tetraciclina), utilizando la TC para el acoplamiento diazo. A
través del 'H-RMN (Espectro 56, Apéndice I) se observo que el sélido obtenido
correspondia al hapteno deseado, junto al exceso de reactivo de partida (TC). El
hapteno no fue purificado mediante HPLC por los motivos anteriormente descritos.

Hasta la fecha no se ha encontrado documentacion sobre la sintesis de OTC-3,
CTC-3 y TC-4, aunque las reacciones de acoplamiento diazo son reacciones
frecuentemente descritas en la bibliografia. El principal problema de la ruta
sintética planteada para la obtencidon de estos haptenos fue el aislamiento del
producto obtenido del exceso de reactivo de partida. En general, en este tipo de
reacciones, el producto se aisla por precipitacion. Sin embargo, en este caso
-debido a la funcionalidad compleja de ambos compuestos- la purificacion del
crudo de reaccion se ha de realizar mediante HPLC, resultando un proceso muy

laborioso.
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4.2. DESARROLLO DE INMUNOENSAYOS

4.2.1. Caracterizacion y seleccion de los antisueros

Por inmunizacién de conjugados de BSA o KLH (seccion 3.2.3.3,
Experimental), se obtuvieron un total de 46 antisueros, 26 para sulfonamidas y 20
para tetraciclinas. Los antisueros se nombraron en funcién de la proteina utilizada
como inmundgeno y la abreviatura del hapteno. Los niimeros romanos (I y II)
hacen referencia a los dos animales inmunizados (sélo para el hapteno OTC-3 se
inocularon 4 conejas, [ a IV).

La caracterizacion de los antisueros se realizd en microplacas de 96 pocillos,
operando en formato 2D mediante ensayos de titulacion, basados en determinar la
capacidad de reconocimiento especifico antisuero/trazador y antisuero/conjugado
de tapizado para el formato directo e indirecto, respectivamente.

En formato directo se ensayaron diluciones de antisuero entre 1:1.000-
1:128.000 (sentido vertical de la microplaca), y concentraciones de trazador entre
3,9 nug/L y 4,0 mg/L (sentido horizontal).

En formato indirecto se ensayaron diluciones seriadas del conjugado de
tapizado entre 2 pug/L-1 mg/L (sentido horizontal), y diluciones del antisuero entre
1:1.000-1:128.000 (sentido vertical de la microplaca). Representando las
absorbancias medidas en funcidn de la concentracion de antisuero, se obtuvieron
las curvas de titulacion para cada combinacion y formato de ensayo. Asi, se
seleccionaron  como  concentraciones  Optimas  antisuero/trazador o
antisuero/conjugado de tapizado aquellas que, sin llegar al punto de saturacion de
la curva, dieron absorbancias comprendidas entre 1,0 y 1,5 unidades.

4.2.1.1. Seleccion de antisueros para sulfonamidas

En formato directo, de los 26 antisueros obtenidos para sulfonamidas sélo
mostraron cierto grado de reconocimiento BSA-S2-1, BSA-S3 (I y 1), BSA-S4 (I1'y
II), cuando se utilizaron los haptenos S2, S3 y S4 como trazadores.

Los haptenos tipo I se caracterizan por mantener intacta la regién constante y
poseer la region variable funcionalizada (Figura 25), mientras que los haptenos tipo

II estan funcionalizados a través de la region constante (Figura 29) y los tipo III
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son haptenos fragmentarios que carecen de la region variable (Figura 31). Los
resultados muestran que los anticuerpos obtenidos a partir de haptenos tipo I fueron
los tnicos que presentaron un titulo medio o alto cuando se utilizé ese mismo tipo
de hapteno para la preparacion del trazador y que, en todos los casos, fue mayor en
condiciones de homologia.

En formato indirecto, todos los conjugados de tapizado fueron reconocidos por
los antisueros en mayor o menor extension, obteniéndose una sefial de absorbancia
maxima en ausencia de analito entre 1,0-1,5, dependiendo de las concentraciones
de cada combinacion antisuero/conjugado ensayadas.

En general, los antisueros obtenidos contra los haptenos tipo I (S2, S3, S4 y
S14) dieron titulos altos frente a todos los conjugados, a excepcion de BSA-S9 (I'y
II) que no presentaron reconocimiento alguno. Como hipdtesis, se considerd que
los antisueros obtenidos con el hapteno S9 deberian presentar titulos elevados,
dado que su estructura es muy similar a otros haptenos que habian dado buenos

88,112,97
resultados™™ "~

, difiriendo Unicamente en la longitud del brazo espaciador.
Probablemente, al funcionalizar el hapteno con un brazo espaciador mas largo, los
grupos caracteristicos del hapteno podrian haberse enmascarado debido a un
plegamiento en la molécula.

Asimismo, el conjugado de tapizado preparado con el hapteno S4, que presenta
un anillo de piridina como regién variable, fue reconocido por la mayoria de los
antisueros, quizas debido a la mayor densidad electronica que introduce el atomo
de nitrégeno del anillo de piridina.

Los antisueros obtenidos contra los haptenos tipo II (S5, S7 y S8) presentaron
un titulo medio o alto inicamente cuando se utilizé ese mismo tipo de hapteno en
el conjugado de tapizado, exceptuando los antisueros obtenidos contra el hapteno
S6, que no presentaron reconocimiento probablemente por motivos de
fotodegradacion del hapteno. El hecho de que los antisueros obtenidos contra los
haptenos tipo II solamente presentaron titulo cuando se utilizd ese mismo tipo de
haptenos, evidencia la importancia de mantener intacta la region constante (c) en el
reconocimiento de los haptenos heter6logos por parte de los anticuerpos.

Los antisueros obtenidos contra los haptenos tipo III (S10, S11, S12 y S13)
dieron titulos medios o altos frente a los conjugados que conservan la region
constante intacta (haptenos tipo I y III). Ademas, los conjugados de tapizado de

este tipo de haptenos con un brazo espaciador de tres atomos de carbono (OVA-
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S12) y 6 (OVA-S11), fueron muy bien reconocidos por casi todos los antisueros,
indicando que la region constante es clave en el grado de reconocimiento

analito/anticuerpo.

4.2.1.2. Seleccion de antisueros para tetraciclinas

La seleccion de los pares antisuero/trazador y antisuero/conjugado de tapizado
para TCs se llevd a cabo del modo descrito para los ensayos de sulfonamidas. En
formato directo, no se observo reconocimiento especifico de los antisueros por los
trazadores, obteniendo sefales de absorbancia inferiores a 0,4 en todos los casos.

Sin embargo, en formato indirecto los conjugados de tapizado fueron
reconocidos por todos los antisueros en mayor o menor extension. En general, los
antisueros obtenidos por acoplamiento directo de las tetraciclinas -TC, CTC y
OTC- a proteinas mediante una reaccion de condensacion de Mannich presentaron
menor titulo que los antisueros obtenidos con los haptenos conjugados a través de
su grupo acido utilizando el método del éster activo. La causa mas probable de este
hecho es el tamafio del brazo espaciador, que en este caso era mas corto. Sin
embargo, los conjugados de tapizado preparados por acoplamiento directo de las
tetraciclinas (TC-1, CTC-1 y OTC-1) fueron reconocidos por la mayoria de los
antisueros, indicando que esta sencilla estrategia es adecuada para la obtencién de
conjugados.

Los antisueros obtenidos contra los haptenos tipo II, azoderivados (OTC-3,
CTC-3 y TC-4), dieron titulos mas altos que los obtenidos con los haptenos tipo I,
derivados carboxamida (CTC-2, OTC-2 y TC-3), probablemente debido a la
mayor densidad electronica de su brazo espaciador aromatico. Asi, los titulos mas
altos correspondieron al antisuero OTC-3-I11, conjugado tanto a KLH como a BSA.

En conclusién, hay que indicar que los inmundgenos preparados con KLH
dieron antisueros con mayor titulo que los obtenidos con BSA, y que los titulos
mas altos se obtuvieron cuando la inmunizacién fue llevada a cabo usando
haptenos de OTC. Sin embargo, en este tipo de ensayos es dificil establecer
conclusiones definitivas, debido a la gran variabilidad de la respuesta inmunitaria.
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4.2.2. ELISAs competitivos para sulfonamidas

Los ensayos de competicion, en formato directo e indirecto, se desarrollaron a
partir de las combinaciones de inmunorreactivos que dieron mayores titulos.

Estos ensayos determinan la capacidad de competicion del analito libre y el
trazador, o conjugado de tapizado, por los sitios de unidén del anticuerpo. Para
seleccionar el par antisuero/conjugado mas sensible se calcula el parametro ICsy,
definido como la concentracion de analito que inhibe el 50% de la union entre el
anticuerpo y el conjugado. Asi, un valor bajo de ICs indica que el ensayo presenta

mayor sensibilidad para detectar al analito.
Las Tablas 9 y 10 muestran los resultados obtenidos en los ensayos de
competicion utilizando STZ como analito competidor, expresados como 1Csg, para

los formatos directo e indirecto, respectivamente.

Tabla 9. Valores de ICs de los ensayos competitivos directos para sulfonamidas

Antisuero Trazador 1Csy (ng/L)

BSA-S2-1  HRP-S2 100
BSA-S2-1 HRP-S4 100
BSA-S3-1 HRP-S3 24
BSA-S3-1 HRP-S4 5
BSA-S3-I HRP-S3 100
BSA-S3-II HRP-S4 100
BSA-S4-1 HRP-S4 100
BSA-S4-11 HRP-S2 34
BSA-S4-11 HRP-S3 30
BSA-S4-11 HRP-S4 46
BSA-S5-1 HRP-S6 62
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Resultados y Discusion

Dado el elevado nimero de combinaciones para ambos formatos, s6lo aquellas
con valores de ICs, inferiores a 100 ug/L fueron seleccionadas para llevar a cabo
un estudio preliminar de especificidad, con el fin de clasificar los ensayos como
selectivos o genéricos.

Los resultados obtenidos en estos ensayos para los quince compuestos
seleccionados, con todos los antisueros y en todos los formatos, indicaron que se
disponia de antisueros muy especificos, por ejemplo para sulfatiazol, y otros
genéricos que reconocian a una parte de la familia de sulfonamidas.

A continuacion se presentan los ensayos seleccionados para llevar a cabo los

estudios de optimizacion.

a) Ensayos para STZ
Formato directo: BSA-S3-I/HRP-S3 (1:10.000/400 pg/L, ensayo A)
BSA-S3-I/HRP-S4 (1:10.000/200 pg/L, ensayo B)

Formato indirecto: BSA-S3-1/OVA-S2 (1:10.000/25 pg/L, ensayo C)
BSA-S3-I/OVA-S4 (1:20.000/0,625 ng/L, ensayo D)

Como se puede observar en las Tablas 9 y 10, los antisueros obtenidos mediante
inmunizacion con el hapteno S3 (un derivado de STZ) fueron los mas adecuados
para la determinacion de sulfatiazol, probablemente porque dicho hapteno contiene
en mayor extension la estructura de esta sulfonamida. La sensibilidad (ICsg)
alcanzada con estas combinaciones fue de 24, 5, 3 y 6 pg/L para los ensayos A, B,

C y D, respectivamente.

b) Ensayo para SSZ
Formato indirecto: BSA-S5-1/0VA-S8 (1:32.000/0,063 mg/L)

Para la determinacién de SSZ, el par BSA-S5-I/OVA-S8 fue la combinacién
que proporciono el ensayo mas sensible y selectivo. De los resultados obtenidos en
los ensayos de competicion (Tabla 10) se concluye que los haptenos con una
estructura similar a la SSZ proporcionaron los antisueros mas sensibles y los
conjugados de tapizado mas adecuados. Asi, el mejor inmundgeno fue el

conjugado BSA-S5, posiblemente porque analito y hapteno son el mismo
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compuesto, y el mejor conjugado de tapizado OVA-S8, siendo el hapteno S8 un
derivado de la SSZ.

¢) Ensayo para SMX
Formato indirecto: BSA-S12-1I/OVA-S8 (1:1.000/1,0 mg/L)

A la vista de los resultados, el antisuero obtenido mediante inmunizacion con el
hapteno S12 fue el mas adecuado para la determinacion de sulfametoxazol. Este
resultado es muy interesante, ya que S12 es un hapteno fragmentario que contiene
la region constante de la estructura general de las sulfonamidas y fue disefiado con

la intencion de producir anticuerpos genéricos.

Por otro lado, se obtuvieron inmunorreactivos que presentaron una elevada
reactividad cruzada con algunas de las sulfonamidas mas ampliamente utilizadas,
lo que permitio desarrollar ensayos genéricos. Los mejores ensayos se obtuvieron

con los pares que se describen a continuacion:

d) ELISAs Genérico I
Formato indirecto: BSA-S3-I/OVA-S8 (1:8.000/0,063 mg/L, ensayo A)
BSA-S4-1I/OVA-S6 (1:32.000/0,33 mg/L, ensayo B)

Estas combinaciones fueron capaces de reconocer 6 sulfonamidas con una
sensibilidad de 2,0 pg/L. De acuerdo a los resultados obtenidos, el antisuero BSA-
S3-I presenta un grado de selectividad variable. Asi, utilizando como tapizado
OVA-S8 el ensayo presenta un caracter genérico, mientras que empleando OVA-

S2 como conjugado de tapizado se obtiene un ensayo especifico para STZ.

e) ELISA Genérico 11
Formato indirecto: BSA-S10-1/OVA-S2 (1:2.000/0,125 mg/L)

Esta combinacion seleccionada fue capaz de reconocer 9 sulfonamidas distintas
con una sensibilidad de 500 pg/L. Como se puede observar en la Tabla 10, los
antisueros obtenidos mediante inmunizacion con el hapteno S10 (un hapteno

fragmentario) fueron los mas adecuados para la obtencién de anticuerpos
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genéricos, probablemente porque dicho hapteno tinicamente contiene la region

constante de la estructura general de las sulfonamidas.
4.2.2.1. Optimizacion y estudio de la selectividad de los ensayos

Una vez seleccionadas las combinaciones antisuero/conjugado con mejor
sensibilidad y selectividad, se estudio, de modo secuencial, la influencia de la
fuerza idénica, pH, concentracion de tensioactivo -Tween 20- contenido en el
tampén de competicion y tiempo de incubacidon de la etapa competitiva en los
ELISAs. El criterio utilizado para evaluar el efecto de estos parametros
fisicoquimicos fue la sensibilidad, expresada como ICsg, y la absorbancia maxima,
como grado de reconocimiento anticuerpo/analito.

Después de optimizados los ensayos para cada analito, se estudio su
selectividad evaluando la reactividad cruzada frente a quince compuestos
relacionados quimica y estructuralmente con cada uno de los analitos objeto de

estudio (Figuras 19, Experimental).
4.2.2.2. Ensayos para STZ

Los ensayos de optimizacion para sulfatiazol se llevaron a cabo a temperatura
ambiente. La duracién de cada una de las etapas -competicion y deteccion- fue de
60 min, dado que las sefiales obtenidas en otras condiciones de ensayo eran poco
reproducibles. La absorbancia maxima (Ay), que representa la unién del anticuerpo
al trazador enzimatico (formato directo) o al conjugado de tapizado (formato
indirecto) en ausencia de analito, y la ICso, que representa la afinidad del
anticuerpo hacia STZ, se determinaron en funcién de la fuerza idmica, pH y
concentracion de surfactante.

En la Tabla 11 se muestran los resultados obtenidos para el formato directo
(ensayos A y B). Al evaluar el efecto de la fuerza ionica del medio se observo que
para el ensayo A, los valores de ICsy y Ay aumentaron hasta una concentracion de
PBS-T 20 mM y posteriormente decrecieron de manera gradual. Mientras que en el
ensayo B, ICsy y Ay disminuyeron a medida que aumentaba la concentracion salina,
lo que indica que las interacciones que tienen lugar entre el analito y el anticuerpo
deben ser principalmente hidrofobicas. En ambos ensayos se selecciond PBS-T 10

mM como concentracion de compromiso entre sefial y sensibilidad.
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Tabla 11. Resultados de la optimizacion de los ELISAs para STZ en formato directo

Ensayo
A B
Parimetro Ay (U.A)Y  ICs (ug/L) Ay (U.A)*  ICsy (ng/L)
PBS-T’ (mM)
5 0,64 22,0 0,92 3,9
10 1,00 24,4 1,03 5,0
20 1,05 83,0 0,81 3,9
30 0,98 80,0 0,79 3,2
50 0,73 36,0 0,70 2,7
pH
4,0 0,68 23,9 0,60 6,9
5,0 0,72 27,0 0,70 5,2
6,0 0,76 23,0 0,76 3,9
7,5 0,71 22,0 0,83 3,8
8,5 0,63 14,0 0,92 6,7
9,5 0,50 18,3 0,90 43
Tween 20 (%)
0 0,52 8,6 0,59 3.9
0,02 0,60 14,4 0,60 3,8
0,05 0,64 11,1 0,60 34
0,1 0,72 10,7 0,62 3,1
0,2 0,80 11,2 0,62 3,2
0,5 0,77 11,3 0,62 3,2

Concentraciones en placa
“U.A.: unidades de absorbancia
%0,05% Tween 20 (v/v)

Posteriormente se estudid la influencia del pH utilizando disoluciones
tamponadas entre 4,0 y 9,5. Se observd (Tabla 11) que los ensayos A y B eran
ligeramente mas sensibles (ICsy inferior) a pH 8,5 y 7,5, respectivamente, por lo
que se seleccionaron estos valores como oOptimos con el fin de mantener una
relacion aceptable entre sefial y sensibilidad.

Utilizando la concentracidon de tampdén y pH optimizado se estudio el efecto de
la cantidad de surfactante en la sefial y la sensibilidad, observando (Tabla 11) que
la concentracion de Tween 20 no tiene un efecto marcado en el valor de A,. Asi
pues, para ambos ensayos se selecciono 0,1% de Tween 20 (en placa) con el fin de
obtener sefiales aceptables y bajos valores de ICsy.
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Los resultados de optimizacidén obtenidos en formato indirecto (ensayos C y D)
muestran (Tabla 12) que los valores de ICsy y A, disminuyen gradualmente a
medida que aumenta la concentracion salina para ambos ensayos.

Tabla 12. Resultados de la optimizacion de los ELISAs para STZ en formato indirecto

Ensayo
C D
Pariametro Ay (U.A)*  ICsy (ng/L) A (U.A)" IG5 (ug/L)
PBS-T’ (mM)
5 1,79 14,1 0,95 5,2
10 1,41 3,0 0,73 5,3
20 1,11 2,5 0,53 1,5
30 0,92 1,6 0,50 0,9
50 0,71 1,4 0,52 0,5
pH
4,0 0,43 - 0,22 -
5,0 0,73 1,7 0,27 -
6,0 0,83 1,6 0,51 1,6
7,5 0,94 1,7 0,38 -
8,5 1,11 1,7 0,57 6,0
9,5 1,22 1,8 0,62 4,0
Tween 20 (%)
0 1,40 3,4 0,92 2,5
0,02 1,21 1,6 0,87 2,4
0,05 1,10 2,2 0,85 1,9
0,1 0,98 1,5 0,92 1,6
0,2 0,96 2,7 0,85 1,4
0,5 0,94 3,1 0,85 1,5

Concentraciones en placa
“U.A.: unidades de absorbancia
%0,05% Tween 20 (v/v)

De acuerdo a estos resultados, el efecto de la concentracién del tampon en la
sensibilidad y sefial maxima se debe, principalmente, a las interacciones
hidrofébicas entre el analito y el anticuerpo. Estas interacciones son generalmente
favorecidas por el aumento de la fuerza idénica del medio de reaccion, mientras que
en las interacciones principalmente idnicas se produce el efecto contrario’’.
Algunos estudios han sugerido que la afinidad de los anticuerpos para analitos

polares se incrementa al aumentar la fuerza ionica’”. En este formato, se
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selecciono una concentracion 30 mM de PBS-T, a pesar del bajo valor de A para
el ensayo D.

Posteriormente se estudio la influencia de la acidez, observando (Tabla 12) que
los valores de ICsy y Ay aumentan gradualmente a medida que lo hace el pH de la
disolucién tamponada, seleccionando pH 6 como dptimo para alcanzar la maxima
sefial y sensibilidad.

Finalmente, se procedio a estudiar el efecto de la concentracion de Tween 20.
Como se muestra en la Tabla 12, la sefial del ensayo C disminuye con la
concentracion de Tween, siendo 0,02% la que proporciond mejores resultados en
términos de relacion sefial/sensibilidad; similar comportamiento se observa para el
ensayo D en lo que respecta a la sefial, si bien en este caso el ensayo de mayor
sensibilidad se obtiene para una concentracion de Tween del 0,2%. La elevada
concentracion de Tween 20 para esta combinacion anticuerpo/analito puede
interpretarse como un pardmetro critico para obtener un ensayo de mayor

sensibilidad.

En resumen, la optimizacion de los ensayos puestos a punto para el STZ mejora
la sensibilidad en un factor de 2,2, 1,5, 1,9 y 4,3, para los ensayos A, B, Cy D,
respectivamente.

Tras optimizar las variables experimentales, se llevaron a cabo ELISAs
competitivos utilizando disoluciones patrén de STZ. Las curvas de calibrado

normalizadas se muestran en la Figura 44.

a) b)
100 + Ensayo A 100 4 Ensayo C
EnsayoB | | &+ TN = T Ensayo D
S 80 1 g 80
< <
= =
S 604 £ 601
2 404 2 40 q
) ]
)g 5
@ 20 A @ 20 A
0 4 0 1
0 102 107 10° 10! 10% 10 10* 0 102 10! 10° 10! 102 103 10*
[Sulfatiazol] (ng/L) [Sulfatiazol] (ng/L)

Figura 44. Curvas de competicion para STZ (a) formato directo y (b) formato

indirecto (media y desviacion de tres réplicas)
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La Tabla 13 muestra los parametros analiticos (definidos en la seccion 3.2.4.3,

Experimental) de los ELISAs desarrollados para los cuatro pares seleccionados.

Tabla 13. Parametros analiticos de los ELISAs para STZ

ICsy” A RD* LD
(ng/L) (U.A) (ng/L) (ng/L)
BSA-S3-I/HRP-S3 A 10,70 0,72 0,94-201,34 025

Ensayo

BSA-S3-I/HRP-S4 B 3,11 0,62 0,25-14,49 0,08
BSA-S3-I/OVA-S2 C 1,60 1,21 0,12-6,71 0,03
BSA-S3-I/OVA-S4 D 1,40 0,85 0,16-17,71 0,04

“ICsy: sensibilidad

®A,: absorbancia méaxima; U.A.: unidades de absorbancia
“RD: intervalo de trabajo o rango dinamico

LD: limite de deteccion

Como se observa, los intervalos de trabajo (RD) de los ensayos directos (A y B)
fueron mejores que los de formato indirecto (C y D). Ademas, los limites de
deteccion fueron también mayores en formato directo. Por ello, podemos concluir
que los inmunoensayos en formato indirecto presentaron mayor sensibilidad y
sefial, siendo el ensayo D el mas sensible, con un valor de ICs, de 1,4 pg/L. No
obstante, todos los inmunoensayos desarrollados pueden considerarse
suficientemente sensibles para determinar residuos de STZ dentro de los LMRs
permitidos por la legislacion europea en alimentos de origen animal.

Tras la optimizacion, se estudio la selectividad de los cuatro ELISAs puestos a
punto. Para ello, a partir de las curvas de inhibicion obtenidas (n=3), se determino
la ICs, de cada uno de los interferentes y se calcul6 la reactividad cruzada (RC, %).
Los resultados obtenidos se recogen en las Tablas 14 y 15, para formato directo e
indirecto, respectivamente.

Como puede observarse, en general, todos los inmunoensayos desarrollados
para STZ son selectivos. Los valores de reactividad cruzada son bajos (RC<10%),
excepto para SMP (ensayo B) y SMT (en ensayo B y D). Esto indica que, las
sulfonamidas de bajo peso molecular, SAN, SAM y SG no han sido detectadas por
ninguno de los inmunoensayos optimizados, debido a que presentan una region

variable alifatica, a diferencia del resto de sulfonamidas que es aromatica.
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Tabla 14. Selectividad de los ELISAs para STZ en formato directo

Ensayo
A B
Compuesto 1Cs RC I1Cs RC
Sulfatiazol STZ 10,7 100 3,1 100
Sulfadiazina SDZ >10.000 <0,11 184,3 1,70
Sulfasalazina SSZ >10.000 <0,11 >10.000 <0,03
N-ftalilsulfatiazol PSTZ >1.000 <1,07 >10.000 <0,03
Sulfanilamida SAN  >10.000 <0,11 >10.000 <0,03
Sulfacetamida SAM  >10.000 <0,11 >10.000 <0,03
Sulfametazina SMZ >1.000 <1,07 >10.000 <0,03
Sulfisoxazol SOX  >10.000 <0,11 >10.000 <0,03
Sulfametoxipiridazina SMP 107,9 9,90 16,6 19,20
Sulfapiridina SP 163,0 6,60 41,6 7,70
Sulfametizol SMT 128.4 8,30 22,4 14,30
Sulfametoxazol SMX  >10.000 <1,07 >10.000 <0,03
Sulfaguanidina SG >10.000 <0,11 >10.000 <0,03
Sulfamerazina SMR 315,0 3,40 104,3 3,10

Concentraciones en pg/L

RC (%) = [IC54 (STZ)/1Cs (interferente)]x 100

Tabla 15. Selectividad de los ELISAs para STZ en formato indirecto

Ensayo
C D
Compuesto ICs RC I1Cs RC
Sulfatiazol STZ 1,6 100 1.4 100
Sulfadiazina SDZ 174,4 0,90 123,6 1,10
Sulfasalazina SSZ 550,0 0,30 >1.000 <0,14
N-ftalilsulfatiazol PSTZ 54,0 3,00 37,3 3,75
Sulfanilamida SAN  >10.000 <0,02 >10.000 <0,01
Sulfacetamida SAM  >10.000 <0,02 >10.000 <0,01
Sulfametazina SMZ 550,0 0,30 >1.000 <0,14
Sulfisoxazol SOX 450,0 0,40 >1.000 <0,14
Sulfametoxipiridazina SMP 20,3 7,90 233 6,00
Sulfapiridina SP 20,0 8,00 24,1 5,80
Sulfametizol SMT 23,5 6,80 12,1 11,60
Sulfametoxazol SMX 480,0 0,30 2333 0,60
Sulfaguanidina SG >10.000 <0,02 10.000 0,01
Sulfamerazina SMR 50,0 3,20 115,0 1,20

Concentraciones en pg/L

RC (%) = [ICs (STZ)/ICs, (interferente)]x 100
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Recapitulando, de los cuatro inmunoensayos optimizados (A, B, C y D) el
ensayo C (BSA-S3-I/OVA-S2, formato indirecto, 30 mM PBS-T, pH 6 y 0,01%
Tween 20) presentd el limite de deteccion mas bajo y mejor selectividad, siendo
seleccionado para determinar residuos de STZ en muestras de miel. La curva de
calibrado para STZ (ensayo C) presentd un intervalo de trabajo entre 0,12 y 6,71
pg/L. La sensibilidad fue 1,6 pg/L (ICs), permitiendo detectar concentraciones de
STZ por encima de 0,03 ng/L (LD).

El ELISA desarrollado para la determinacion de residuos de sulfatiazol presenta
mayor sensibilidad que los inmunoensayos descritos en la bibliografia™*’*’"”. Una
de las razones podria ser el inmundgeno utilizado, ya que los inmunoensayos
descritos utilizaron el mismo hapteno de inmunizacion (STZ unido directamente a
una proteina mediante diazotacion). Asimismo, la heterologia introducida con el
hapteno de tapizado también influye en la sensibilidad, ya que todos los autores
llevaron a cabo los ensayos en condiciones de homologia. El ensayo C es el
inmunoensayo mas sensible para la determinacion de STZ descrito hasta este

momento.
4.2.2.3. Ensayo para SSZ

Los ensayos de competicion se llevaron a cabo siguiendo el mismo protocolo de
optimizacion secuencial descrito previamente para el ensayo de STZ, utilizando
SSZ como analito competidor.

En primer lugar se optimizo la fuerza ionica del medio, variando la
concentracion de fosfato (PBS-T) entre 5-50 mM. Como puede observarse en la
Tabla 16, la fuerza idnica tiene poca influencia en la sensibilidad del ensayo a
partir de 5 mM, sin embargo la sefial disminuye a medida que la concentraciéon de
PBS aumenta, hasta alcanzar una sefial de absorbancia de 0,66 U.A. para una
concentraciéon 30 mM. Asi, atendiendo a una buena sensibilidad y sefial se
seleccion6 10 mM como concentracion de PBS-T dptima.

Respecto al pH del medio (Tabla 16), se observa que la sensibilidad y la sefial
mejoran al incrementar el pH, especialmente a partir de 7,5, siendo pH 8,5 el que
presenta una mayor relacion Ay/ICs.

En cuanto al efecto del Tween 20, se observa (Tabla 16) que la sensibilidad es

mayor a medida que aumenta la concentracion de tensioactivo hasta porcentajes de
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0,1%. A partir de esta concentracion la sensibilidad no mejora. Por otro lado, la
sefial practicamente se mantiene constante en todo el intervalo de trabajo. Asi, se
seleccion6 como Optima una concentracion de 0,1% de Tween 20, ya que

presentaba la mejor sensibilidad con un valor de sefial aceptable.

Tabla 16. Resultados de la optimizacion del ELISA para SSZ en formato indirecto

Parametro Ay (U.A)*  ICsy (ng/L)

PBS-T’ (mM)
5 2,42 0,7
10 1,74 0,6
20 1,10 1,5
30 0,66 1,9
50 0,30 -
pH
4,5 0,89 2,1
5,5 1,19 1,3
6,5 1,31 0,8
7,5 1,53 0,8
8,5 1,34 0,7
9,5 1,30 0,6
Tween 20 (%)
0 1,21 1,4
0,010 1,28 1,1
0,025 1,10 0,7
0,050 1,25 0,7
0,100 1,20 0,5
0,250 1,23 0,8
Tiempo (min)
15 0,51 0,4
30 0,83 0,5
45 1,02 0,5
60 1,12 0,6

Concentraciones en placa
“U.A.: unidades de absorbancia
%0,05% Tween 20 (v/v)

En las condiciones previamente seleccionadas, se procedid a realizar la
optimizacion del tiempo de competicidn con el objetivo de acortar la duraciéon del

ensayo. Para ello, se compararon tiempos de incubacion de 15, 30, 45 y 60 min

152



Resultados y Discusion

observando que la sefial y la sensibilidad aumentan con el tiempo. Por ello, se
selecciond un tiempo de competicion de 45 min como compromiso entre
sensibilidad, sefial maxima y duracién del ensayo.

En conclusion, se puede afirmar que para este analito el proceso de
optimizacion de los parametros fisicoquimicos no mejor6 significativamente la
sensibilidad y sefial maxima del ensayo.

En las condiciones optimizadas, la curva de calibrado para SSZ (Figura 45)
present6 un intervalo de trabajo entre 0,06 y 3,75 pg/L. La sensibilidad y el limite
de deteccion del ensayo fueron 0,51 y 0,02 pg/L, respectivamente (Tabla 17).

100

80

60 1

40 4

Sefial normalizada (%)

20

0 10° 102 10" 10° 10" 10> 103
[Sulfasalazina] (ng/L)

Figura 45. Curva de competicion para SSZ (media y desviacion de tres réplicas)

Tabla 17. Parametros analiticos del ELISA desarrollado para SSZ

ICsy” Ay RD* LD
(ng/L) (U.A) (ng/L) (ng/L)
BSA-S5-/OVA-S8  SSZ 0,51 1,02 0,06-3,75 0,02

“ICsq: sensibilidad

’A,: absorbancia maxima; U.A.: unidades de absorbancia
‘RD: intervalo de trabajo o rango dinamico

LD: limite de deteccion

Ensayo

La sensibilidad del ensayo para SSZ es elevada en comparacion con la obtenida
mediante técnicas de referencia como HPLC. Asi, Rona ef al.’®’ determinaron SSZ
en suero humano con un LD de 0,1 mg/L. Gu ef al.' determinaron SSZ y sus

principales metabolitos en plasma con un LD de 1 pg/L. Recientemente, Elmasry
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et al.'® han descrito la determinacion cuantitativa de SSZ en formulaciones

farmacéuticas mediante HPLC/UV-VIS, alcanzando un limite de deteccion de 0,1

ug/L y recuperaciones alrededor del 100 %.

Con respecto a la selectividad, el ensayo para SSZ resultd ser altamente
especifico, tal y como se muestra en la Tabla 18, con valores de reactividad
cruzada inferiores al 2% para todos los interferentes ensayados. Estos resultados
indican que el hapteno S5 utilizado para preparar el inmunogeno, es adecuado para
la obtencidén de anticuerpos de elevada afinidad para la determinacién de SSZ a

nivel de pg/L. Este es el primer inmunoensayo especifico descrito para la

determinacion de esta sulfonamida.

Tabla 18. Selectividad del ELISA para SSZ

Compuesto I1Cs RC
Sulfasalazina SSZ 0,5 100,00
Sulfatiazol STZ 33,2 1,48
N’-ftalilsulfatiazol PSTZ 40,4 1,21
Sulfapiridina SP 110,9 0,44
Sulfametoxazol SMX 1,3 0,04
Sulfadiazina SDZ 2,3 0,02
Sulfametoxipiridazina SMP 3,7 0,01
Sulfanilamida SAN  >10.000 <0,01
Sulfadimetoxina SDM  >10.000 <0,01
Sulfacetamida SAM  >10.000 <0,01
Sulfametazina SMZ  >10.000 <0,01
Sulfisoxazol SOX  >10.000 <0,01
Sulfametizol SMT  >10.000 <0,01
Sulfaguanidina SG >10.000 <0,01
Sulfamerazina SMR  >10.000 <0,01

Concentraciones en pg/L

RC (%) = [ICsy (SSZ)/ICs, (interferente)]x 100

4.2.2.4. ELISAs Genérico 1

La optimacion de las variables que influyen en la sensibilidad del ensayo se
llevo a cabo utilizando STZ como analito competidor, siguiendo el protocolo
descrito previamente para el ensayo especifico de STZ. Los parametros

fisicoquimicos como tiempo y temperatura se fijaron en 60 min y 25 °C,
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respectivamente, dado que las sefiales de absorbancia obtenidas en estas
condiciones fueron mas reproducibles.

Como se muestra en la Tabla 19, al evaluar el efecto de la fuerza idnica del
medio se observa que tanto la seflal maxima como la sensibilidad disminuyen
gradualmente a medida que aumenta la concentracion salina del tampdn. Este
hecho indica que las interacciones que tienen lugar entre el analito y el anticuerpo
deben ser principalmente hidrofobicas, al igual que ocurre para el ensayo
especifico de STZ. Para ambos ensayos (A y B) se seleccion6 30 mM PBS-T como

concentracion de compromiso entre sefial y sensibilidad.

Tabla 19. Resultados de la optimizacion de los ELISAs Genérico I para STZ

Ensayo
A B
Parametro Ay (U.A)*  ICs (ng/L) A (U.A)" IG5 (ug/L)
PBS-T’ (mM)
5 1,53 4,4 2,02 5,6
10 1,31 3,7 1,74 3,5
20 1,04 3,9 1,53 2,4
30 0,92 1,6 1,20 1,7
50 0,61 2,5 1,02 1,9
pH
4,0 0,45 - 0,35 -
5,0 0,62 2,1 0,55 3,4
6,0 1,10 14 1,32 1,9
7,5 1,13 1,8 1,15 2,2
8,5 1,13 2,8 1,06 34
9,5 1,20 3,0 1,03 4,3
Tween 20 (%)
0 1,09 1,8 1,01 2,2
0,010 1,21 1.3 1,02 1,6
0,025 1,02 1,2 0,99 2,3
0,050 0,96 1,3 1,15 2,8
0,100 0,56 1,4 0,71 2,9
0,250 0,52 1,5 0,74 3,8

Concentraciones en placa
Formato indirecto

“U.A.: unidades de absorbancia
%0,05% Tween 20 (v/v)

155



Resultados y Discusion

Por otro lado, al estudiar el efecto del pH se observa (Tabla 19) que la
sensibilidad aumenta significativamente a pH>5. Asi, se seleccion6 pH 6 como
optimo para ambos ensayos, con el fin de mantener una relacion aceptable entre
sefial y sensibilidad.

Finalmente, se estudid el efecto de la concentracion de Tween 20, observando
(Tabla 19) que tanto la sefial como la sensibilidad disminuyen a medida que ésta
aumenta. Se piensa que este efecto podria estar relacionado con una
inmunorreaccion inespecifica debido a interacciones hidrofébicas, por lo que se
selecciono una concentracion del 0,01% de Tween 20 para ambos ensayos, como
compromiso entre sensibilidad y sefial.

Del proceso de optimizacion se deduce que la fuerza idnica y el pH del medio
son los parametros mas influyentes en la sensibilidad de los dos ELISAs.

En la Figura 46, se muestran las curvas de calibrado para STZ de los ensayos A
y B.

Ensayo A
——— Ensayo B

Sefial normalizada (%)
%3 B (=} o] 5
(=} o (=} (=] (=}

(=]

0 102 10" 10 10" 102 10° 10*
[Sulfatiazol] (ng/L)

Figura 46. Curvas de competicion para STZ (media y desviacién de tres réplicas)

Los parametros analiticos de los ELISAs desarrollados se muestran en la Tabla
20. La sensibilidad y la sefial maxima fueron muy parejas en ambos ensayos, como
se observa claramente en la Figura 46, donde las curvas de inhibicion son muy
similares. El intervalo de trabajo del ensayo B fue ligeramente mayor que el del
ensayo A, presentando éste ultimo un mayor LD. El ensayo mas sensible lo
proporciond el inmunoensayo A (BSA-S3-I/OVA-S8), presentando un grado de

reconocimiento analito/antigeno similar al obtenido en el ensayo especifico.
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Tabla 20. Parametros analiticos de los ELISAs Genérico I desarrollados para STZ

Ensave I1Cso” Ay’ RD¢ LD“
Y gL) (UA) (ug/L) (ng/L)
BSA-S3-I/OVA-S8 A 1,32 1,21 0,29-7,00 0,13
BSA-S4-1I/OVA-S6 B 1,61 1,02 0,24-15,00 0,07

“ICsy: sensibilidad

’A,: absorbancia maxima; U.A.: unidades de absorbancia
‘RD: intervalo de trabajo o rango dinamico

LD: limite de deteccion

En la Tabla 21 se muestran los resultados de selectividad para ambos ensayos,

calculados a partir de la ICsy del STZ, observando una alta reactividad cruzada

(>10%) frente a seis sulfonamidas. Asi, el ensayo A es capaz de determinar STZ,

PSTZ, SMP, SP y SMT, pudiendo detectar también SSZ, ya que preserva en mayor

grado la estructura del conjugado de tapizado utilizado en dicho ensayo. Sin
embargo el ensayo B permite determinar STZ, PSTZ, SMP, SP, SMT y SMX.

Ademas, utilizando este ensayo pueden también cuantificarse a bajas

concentraciones otras sulfonamidas como SDM y SMZ.

Tabla 21. Selectividad de los ELISAs Genérico I para sulfonamidas

Ensayo
A B
Compuesto 1Cs RC 1Cs RC
Sulfatiazol STZ 1,3 100 1,6 100
Sulfadiazina SDZ 57,6 2,08 774,5 0,22
Sulfasalazina SSZ 2,8 42,18 113,6 1,53
N’-ftalilsulfatiazol PSTZ 8,5 14,13 6,9 25,26
Sulfanilamida SAN  >10.000 <0,01 >10.000 <0,01
Sulfadimetoxina SDM  >10.000 <0,01 25,4 6,86
Sulfacetamida SAM  >10.000 <0,01 >10.000 <0,01
Sulfametazina SMZ  >10.000 <0,01 23,1 7,55
Sulfisoxazol SOX  >10.000 <0,01 79,5 2,19
Sulfametoxipiridazina SMP 11,7 10,27 0,7 255,84
Sulfapiridina SP 7,5 15,90 2,9 61,09
Sulfametizol SMT 6.4 18,73 0,9 201,62
Sulfametoxazol SMX 236,8 0,51 12,8 13,58
Sulfaguanidina SG >10.000 <0,01 149,3 1,17
Sulfamerazina SMR 64,1 1,87 393 443

Concentraciones en pg/L
RC (%) = [ICsq (STZ)/ICs, (interferente)]x 100

157



Resultados y Discusion

En estos inmunoensayos se confirma de nuevo que no es posible detectar
sulfonamidas con grupos alifaticos (SAN, SAM y SG), indicando que la
aromaticidad de la regidn variable es clave a la hora de producir anticuerpos con
elevada especificidad.

Los ELISAs desarrollados utilizando anticuerpos policlonales permiten el
reconocimiento de seis sulfonamidas a bajas concentraciones (ICso<13 pg/L),
mostrando valores de LD entre 0,13 y 1,28 pg/L para el ensayo A, y de 0,07 a 1,21
ug/L para el ensayo B. En comparacion con otros ensayos descritos previamente en
la bibliografia (Tabla 7, Introduccion), los inmunoensayos desarrollados presentan
buena sensibilidad, a niveles de pg/L, para los interferentes detectados, pero
reconocen un menor numero de éstos. Por ello, se deberian disefiar nuevas rutas
sintéticas con el fin de obtener haptenos que produzcan anticuerpos con una mayor
respuesta genérica, con el fin de poder desarrollar un ELISA multianalito para la

familia de las sulfonamidas.

Con los inmunorreactivos desarrollados en esta tesis doctoral, el grupo de
investigacion ha puesto a punto dos inmunosensores sensibles y especificos para la
determinacién de STZ en agua mineral y miel’*.

Utilizando el ensayo para STZ (BSA-S3-1/OVA-S2), otros investigadores del
grupo han desarrollado tiras reactivas para la determinacion de dicho analito en
miel’®”.

Utilizando el ensayo para SMX, otro miembro del grupo de investigacién pudo
desarrollar un inmunoensayo tipo ELISA y un microarray sobre disco compacto
para la determinacién de residuos de SMX en agua de depuradora con una
sensibilidad aceptable’®.

Recientemente, miembros del grupo de investigacion han llevado a cabo la
aplicacion del inmunoensayo Genérico I (ensayo B, BSA-S4-II/OVA-S6) para la
determinacion de residuos de sulfonamidas en pescado’®” y piensos’®, alcanzando
resultados muy satisfactorios en términos de sensibilidad y reproducibilidad.

Finalmente, utilizando el inmunoensayo Genérico II, otros investigadores del
grupo han desarrollado un ELISA para la determinacion de residuos de sulfatiazol,
sulfadiazina, N’-ftalilsulfatiazol, sulfadimetoxina, sulfacetamida, sulfametizol,

sulfapiridina, sulfametoxipiridazina y sulfametoxazol en mieles’®’.
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4.2.3. ELISAs competitivos para tetraciclinas

Los ensayos de competicion se llevaron a cabo con todas las combinaciones
antisuero/conjugado de tapizado seleccionadas en los ensayos de titulacion. La
Tabla 22 muestra los resultados obtenidos en los ensayos de competicion en

formato indirecto, utilizando TC, CTC o OTC como analito competidor.

Tabla 22. Valores de ICs, de los ensayos competitivos indirectos para tetraciclinas

. Conjugado de ICs (ng/L)
Antisuero tapizado TC _CTC___ OTC
BSA-OTC-1-1 OVA-CTC-1 - 110 -
BSA-OTC-3-IV  OVA-CTC-1 20 30 93
BSA-OTC-3-IV  OVA-CTC-2 16 55 184
BSA-OTC-3-IV  OVA-TC-1 16 83 93
KLH-OTC-3-III OVA-TC-1 11 166 36
KLH-OTC-3-II OVA-OTC-1 15 178 77
KLH-OTC-3-II OVA-OTC-2 14 645 151
KLH-OTC-3-IV.  OVA-TC-1 40 13 41
KLH-OTC-3-IV.  OVA-TC-3 22 102 113

(-): no reconocimiento

Se observa que los antisueros obtenidos a partir de haptenos de OTC
proporcionaron los antisueros mas sensibles, destacando el azoderivado OTC-3
(hapteno tipo II) conjugado tanto a KLH como a BSA. No obstante, el resto de
haptenos resultaron adecuados como conjugados de tapizado.

De acuerdo a los resultados obtenidos, se selecciond el par BSA-OTC-1-
I/OVA-CTC-1 (1:500/125 pg/L) como ensayo especifico para CTC.

Por otra parte, la combinacion KLH-OTC-3-III/OVA-TC-1 (1:1.000/250 pg/L)
se selecciond como ensayo genérico para la determinacion simultanea de distintas

tetraciclinas.
4.2.3.1. Optimizacion y estudio de la selectividad de los ensayos
Al igual que en el caso de las sulfonamidas, una vez establecidas las

concentraciones de los inmunorreactivos, se procedid a optimizar las condiciones

fisico-quimicas del medio, asi como otras caracteristicas experimentales. Por tanto,
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utilizando las combinaciones seleccionadas en los ensayos competitivos, se
llevaron a cabo ensayos de optimizacion con el fin de mejorar las prestaciones
analiticas de los mismos.

Después de optimizar los ensayos, se estudid su selectividad evaluando la
reactividad cruzada frente a once compuestos relacionados quimica y

estructuralmente (Figuras 20, Experimental) con las tetraciclinas.

4.2.3.2. Ensayo para TCs

En primer lugar se procedid a optimizar las condiciones del ensayo en formato
indirecto para TC. Al evaluar el efecto de la fuerza iénica del medio (Tabla 23) se
observo que, en lineas generales, a medida que aumenta la concentracion salina,
tanto la sensibilidad como la sefial maxima disminuyen, lo que indica que las
interacciones que tienen lugar entre el analito y el anticuerpo deben ser
principalmente hidrofdbicas, seleccionando PBS-T 10 mM como concentracion de
compromiso entre sefial y sensibilidad.

Por otro lado, se estudio la influencia del pH del medio en el intervalo 4,5-9,5,
alcanzandose mayor sensibilidad a pH 7,5.

En las condiciones previamente establecidas, se evaluo el efecto de la
concentracion de tensioactivo en las prestaciones analiticas. A la vista de los
resultados (Tabla 23), se concluye que la concentraciéon de surfactante influye
negativamente en la sensibilidad, ya que la ICs, aumenta a medida que lo hace la
concentracién de Tween 20, aunque no tiene un efecto marcado en la sefial maxima
obtenida, que se mantiene constante en todo el intervalo de trabajo. Asi pues, se
seleccion6 como dptima una concentracion de 0,01% de Tween 20, al presentar la
mejor sensibilidad con un valor de sefial aceptable.

A continuacidn, se estudio la influencia del tiempo de incubacién de la etapa
competitiva (15, 30, 45 y 60 min). Como se muestra en la Tabla 23, los valores de
ICs0 y la sefial aumentan gradualmente con el tiempo de incubacidn, seleccionando
45 min como Optimo para obtener ensayos sensibles (ICs0=6,5) con una sefial
adecuada (Ay=1,02).
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Tabla 23. Resultados de la optimizacion del ELISA para TCs en formato indirecto

Parametro Ay (U.A)Y  ICsy (ng/L)

PBS-T’ (mM)
2,5 1,66 40,2
5,0 1,58 25,0
10 1,38 11,2
20 1,07 13,2
50 0,83 14,3
100 0,45 -
pH
4,5 0,89 22,8
5,5 1,19 30,5
6,5 1,31 21,3
7,5 1,53 12,4
8,5 1,34 12,7
9,5 1,30 18,1
Tween 20 (%)
0,010 1,28 6,9
0,025 1,10 10,2
0,050 1,25 12,3
0,100 1,20 10,4
0,250 1,23 9,3
Tiempo (min)
15 0,51 3,5
30 0,83 6,5
45 1,02 6,5
60 1,12 6,9

Concentraciones en placa
“U.A.: unidades de absorbancia
20,05% Tween 20 (v/v)

Del ensayo de optimizacion de este analito se deduce que la fuerza idnica y el
pH del medio son los pardmetros que mas influyen en la mejora de la sensibilidad
del ELISA desarrollado. La Figura 47 muestra la curva de calibrado para TC.
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Figura 47. Curva de competicion para TC (media y desviacion de tres réplicas)

En las condiciones optimizadas, el ELISA desarrollado para TC (Tabla 24)
presentd una sensibilidad y limite de deteccion de 6,52 y 0,40 pg/L,

respectivamente, y un intervalo de trabajo comprendido entre 1,15 y 38,89 ng/L.

Tabla 24. Parametros analiticos del ELISA desarrollado para TCs

ICsy” Ay RD* LD
(ng/L) (U.A) (ng/L) (ng/L)
KLH-OTC-3-II/OVA-TC-1 TCs 6,52 1,02 1,15-38,89 0,40

Ensayo

“ICsy: sensibilidad

®Aq: absorbancia méxima; U.A.: unidades de absorbancia
‘RD: intervalo de trabajo o rango dinamico

9LD: limite de deteccion

La selectividad del ensayo se determind mediante el estudio de reactividad
cruzada, utilizando una serie de compuestos de estructura similar. La TC fue el
analito que mostrd el mejor reconocimiento, por lo que se utilizé como referencia.
Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 25, en la que se observa que los
principales interferentes para el ensayo de tetraciclina fueron RTC (91%), OTC
(30%), MC (14%) y CTC (10%). La elevada RC exhibida por RTC puede ser
debida a la hidrolisis espontanea a TC en medio acuoso. Por lo tanto, el
inmunoensayo desarrollado podria ser considerado como un ensayo genérico para

las tetraciclinas mas utilizadas.

162



Resultados y Discusion

Tabla 25. Selectividad del ELISA para TCs

Compuesto 1Cs RC
Tetraciclina TC 6,5 100,00
Anbhidrotetraciclina ATC 4538 1,44
Clortetraciclina CTC 63,8 10,22
Daunorubicina DR >10.000 <0,01
Demeclociclina DMC 972.4 0,67
Doxiciclina DXC 139,2 4,68
Doxorubicina DXR  >10.000 <0,01
Metaciclina MC 45,7 14,28
Minociclina MNC  >10.000 <0,01
Ocxitetraciclina OTC 21,7 30,03
Rolitetraciclina RTC 7,2 90,93

Concentraciones en pg/L
RC (%) = [ICs, (TC)/ICs (interferente)]x 100

Teniendo en cuenta todos los resultados obtenidos, el ensayo genérico
desarrollado (KLH-OTC-3-III/OVA-TC-1) permite la determinacion simultanea de
cinco tetraciclinas (TC, CTC, MC, OTC y RTC), con una sensibilidad (ICs,) de 6,5
ug/L (LD 0,4 pg/L) expresada como TC. Comparando estos resultados con los
obtenidos por otros autores, el ELISA desarrollado para TC muestra una buena
sensibilidad (Tabla 8, Introducciéon). Con posterioridad a la obtencidén de estos

1.""7 publicaron el desarrollo de un ELISA competitivo basado

resultados, Jeon ef a
en el sistema de reconocimiento avidina-biotina para la determinacién de residuos
de TC, utilizando un anticuerpo policlonal comercial, con un LD de 0,05 pg/L,
reconociendo unicamente tres tetraciclinas (TC, CTC, OTC). Asi, la ventaja mas
significativa del ELISA desarrollado en esta Tesis es su bajo LD, asi como la
posibilidad de detectar las TCs mas utilizadas en el campo agroalimentario dentro
de los LMRs permitidos por la legislacion, ya que se trata del inmunoensayo con
mayor caracter genérico recogido en la bibliografia hasta la fecha.

En comparacién con los kits comerciales, el inmunoensayo desarrollado para
TCs presenta mejor sensibilidad y caracter genérico (mayor reactividad cruzada).
Unicamente, el kit Ridascreen TC (r-Biopharm GmbH, Darmstadt, Alemania)
presenta una respuesta genérica similar, permitiendo también la deteccidon de cinco
tetraciclinas (TC, OTC, MNC, RTC y CTC), aunque con menor sensibilidad.
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4.2.3.3. Ensayo para CTC

Con el fin de mejorar la sensibilidad del inmunoensayo para CTC, se estudio la
influencia de distintas variables experimentales (pH, fuerza idnica, concentracion
de surfactante y tiempo de competicion) en las caracteristicas del mismo. Los
resultados se muestran en la Tabla 26. En este caso, la primera variable

experimental estudiada fue el tiempo de competicion.

Tabla 26. Resultados de la optimizacién del ELISA para CTC en formato indirecto

Pariametro Ay (U.A)Y  ICsy (ng/L)

Tiempo (min)

15 1,21 53
30 1,42 110
60 1,65 235
PBS-T’” (mM)
5 1,54 76
10 1,24 49
25 0,83 45
50 0,68 51
pH
6,5 1,43 99
7,5 1,29 51
8,5 1,23 41
Tween 20 (%)
0,010 1,64 111
0,025 1,57 95
0,050 1,32 46
0,100 1,23 42
0,250 1,18 36

Concentraciones en placa
“U.A.: unidades de absorbancia
%0,05% Tween 20 (v/v)

Al evaluar el tiempo de incubacion en la etapa competitiva se observa que tanto
la sefial maxima como la sensibilidad aumentan gradualmente a medida que lo hace

el tiempo de competicion. Con el fin de obtener ensayos sensibles, con una sefial
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adecuada y en un tiempo reducido, se selecciond 15 min como tiempo de
incubacion optimo.

Para estudiar el efecto de la fuerza idnica se vari6 la concentracion de PBS-T
entre 5-50 mM (Tabla 26). Se observa que la fuerza ionica tiene poca influencia en
la sensibilidad del ensayo a partir de 10 mM, aunque la sefial disminuye a medida
que la concentracion salina aumenta, hasta alcanzar valores de 0,68 U.A. con 50
mM. Asi, se selecciond 10 mM de PBS-T como medio de competicion optimo
atendiendo a una buena sensibilidad y sefial.

A continuacién se evalud la influencia del pH del medio en las caracteristicas
del inmunoensayo, observando que tanto la sefial como la sensibilidad disminuyen
gradualmente a medida que aumenta el pH, seleccionando pH 8,5 por presentar una
mayor relacion Ao/ICs.

Con las condiciones seleccionadas previamente, se procedid a estudiar el efecto
de la concentracidn de tensioactivo, observando (Tabla 26) que tanto la sefial como
la ICsy disminuyen al aumentar la concentracion de surfactante. La mayor
sensibilidad se alcanza utilizando una concentraciéon de Tween 0,25%, indicando
que para esta combinacion anticuerpo/analito la concentracion de Tween 20 es
critica para obtener un ensayo sensible.

En resumen, la optimizacion del ELISA para CTC mejora la sensibilidad y

reduce el tiempo de ensayo considerablemente.
Las caracteristicas analiticas del inmunoensayo se resumen en la Tabla 27. El
ELISA desarrollado permite la determinacion de CTC con una sensibilidad (ICs)

de 36,4 pg/L, y un limite de deteccion de 2,3 pg/L (Figura 48).

Tabla 27. Parametros analiticos del ELISA desarrollado para CTC

Ensayo ICsy” Ay’ RD* LD
(ng/L)  (U.A) (ng/L) (ng/L)
BSA-OTC-1-I/OVA-CTC-1 CTC 3640 1,18 5,9-240 23

“ICs: sensibilidad

’A,: absorbancia maxima; U.A.: unidades de absorbancia
“RD: intervalo de trabajo o rango dinamico

LD: limite de deteccion
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Figura 48. Curva de competicion para CTC (media y desviacion de tres réplicas)

La selectividad del ensayo se determind utilizando una serie de interferentes de
estructura similar. Los resultados (Tabla 28) indican que el ELISA desarrollado es
altamente selectivo para CTC, con valores de RC (%) inferiores al 3% respecto a

todas las tetraciclinas ensayadas.

Tabla 28. Selectividad del ELISA para CTC

Compuesto ICs RC
Clortetraciclina CTC 36,4 100,00
Anbhidrotetraciclina ATC  >50.000 <0,07
Doxiciclina DXC 50.000 0,07
Metaciclina MC >50.000 <0,07
Minociclina MNC >50.000 <0,07
Oxitetraciclina OTC  >50.000 <0,07
Rolitetraciclina RTC 12.750 0,28
Tetraciclina TC 1500 2,39

Concentraciones en pg/L
RC (%) = [ICsq (CTC)/ICs (interferente)]x 100

En resumen, se ha puesto a punto un inmunoensayo (BSA-OTC-1-I/OVA-CTC-
1) sensible y especifico, en formato indirecto, para la determinacion de
clortetraciclina. La ventaja mas significativa del ensayo es su especificidad y bajo
LD, lo que hace posible la determinacion de CTC dentro de los LMRs permitidos
por la legislacion europea en alimentos de origen animal. Hay que destacar que es

la primera vez que se describe un inmunoensayo especifico para la determinacion
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de esta tetraciclina. Como se ha comentado previamente (seccion 1.6.3.4.,
Introduccion), hasta la fecha la determinacion de CTC se ha llevado a cabo
mediante inmunoensayos genéricos, los cuales mostraron una elevada reactividad
cruzada hacia otras tetraciclinas (Tabla 8, Introduccion). Asi, por ejemplo, Zhang
et al."” desarrollaron un inmunoensayo indirecto para CTC con elevada reactividad
cruzada hacia TC y con baja sensibilidad, del orden de (mg/L).

Si comparamos los resultados obtenidos con los kits comerciales basados en
formato ELISA se observa que éstos presentan una sensibilidad similar, pero no

son especificos, reconociendo las tetraciclinas mas utilizadas (TC, OTC, RTC).

Con el ensayo para TCs (KLH-OTC-3-III/OVA-TC-1) desarrollado en esta
tesis doctoral, otros investigadores del grupo han determinado mediante ELISA

dichos antibidticos en piensos’® y pescado’”".

4.2.4. Analisis de muestras

Dado que las investigaciones se realizaron en el marco de un proyecto de
investigacion cuyo objetivo era la determinacion de residuos de antibidticos en
miel, algunos de los ensayos ELISA desarrollados fueron aplicados a este tipo de
muestra. Ademas, al disponer de un ELISA de elevada sensibilidad para SSZ, se
considero su aplicacion a plasma y suero fisioldgico, por su utilizacion en medicina

humana.
4.2.4.1. Ensayo para STZ

La presencia de residuos de sulfonamidas en miel, especialmente sulfatiazol,
representa un grave problema tanto desde el punto de vista toxicoldgico, puesto
que pueden desencadenar reacciones toxicas o alérgicas, como por la aparicién de
resistencias en humanos. Por ello, se justifica el desarrollo de metodologias
alternativas a la cromatografia (método de referencia) que permitan llevar a cabo
programas de vigilancia y control que aseguren la inocuidad de la miel.

El analisis de muestras de miel se llevo a cabo utilizando el inmunoensayo C
(BSA-S3-I/OVA-S2), por presentar el limite de deteccion mas bajo y mejor

selectividad. Previamente, se considerd oportuno realizar un estudio del efecto
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matriz debido a la composicion heterogénea y compleja de la miel. Para ello, se
prepararon distintas diluciones de miel en PBS-T (1:5, 1:10, 1:20, 1:50, 1:100 y
1:200, p/v), se realizaron las curvas patrén y se compararon con la curva de
calibrado obtenida en tampon PBS-T. Las diluciones 1:5, 1:10, 1:20 y 1:50
provocaban un descenso de la sefial maxima muy significativo, disminuyendo
paulatinamente a medida que aumentaba el porcentaje de miel en la disolucion de
trabajo, afectando por tanto la sensibilidad del ensayo. Por ello, se seleccion6 1:100
(p/v) como dilucion de trabajo optima, puesto que la ICsy era buena y la sefal

aceptable, alcanzando una sensibilidad similar a la obtenida en PBS-T (Figura 49).

100 1 E"'"i“ e PBS-T
i 4 PBS-T/Miel 1:100 p/v
—_ N
< 804 N
= AN
< \
R S
g A
S 40 A
E \\
A 20
\\
0 ——— e

0 102 10" 10° 10" 10> 10° 10%
[Sulfatiazol] (ng/L)

Figura 49. Curvas de calibrado de STZ en PBS-T y en miel diluida 1:100 (p/v)
(media y desviacién de tres réplicas)

Los estudios de recuperacion en muestras de miel se llevaron a cabo utilizando
cinco muestras comerciales exentas de sulfatiazol, como indicaron los analisis
mediante HPLC. Para ello, se diluyeron en PBS-T (1:100, p/v) con el fin de evitar
el efecto matriz y se doparon con STZ a dos niveles dentro del intervalo de trabajo
del método, 1,6 y 2,4 ug/L. La Tabla 29 muestra las recuperaciones obtenidas en la
cuantificaciéon de residuos de sulfatiazol mediante ELISA, en las diferentes
muestras de miel. Los valores de recuperacion oscilaron entre 80 y 116%, excepto
para la muestra 5, que fue alrededor del 70%. Este efecto puede ser probablemente
atribuido al diferente contenido de azuicar (glucosa y fructosa), color, y enzimas

. 1171
presentes en la miel’ .
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Tabla 29. Determinacion de STZ mediante ELISA en miel

Muestra® [STZ]afiadida [STZ]determinada Recuperacion

(media £+ SD) (%)

1 0,0 -
1,6 1,58 £ 0,20 99
2.4 2,42 +£0.27 101

2 0,0 -
1,6 1,55+0,12 97
2.4 1,97 £0,21 82

3 0,0 -
1,6 1,86 +0,19 116
2.4 1,92 £ 0,25 80

4 0,0 -
1,6 1,31 +0,14 82
2.4 2,06 +0,23 86

5 0,0 -
1,6 1,07 £0.,16 67
2,4 1,73 +0,15 72

Concentraciones en pg/L

SD desviacion estandar para n=3

LD del método: 3 pg/Kg miel

“Mieles espaiiolas de diferentes flores. La muestra 1 es miel cruda y las
muestras 2-5 son comerciales: 2 y 5 poliflora, 3 eucaliptus y 4 romero

4.2.4.2. Ensayo para SSZ

La sulfasalazina es una sulfonamida empleada en el tratamiento de
enfermedades inflamatorias del intestino, como por ejemplo la artritis reumatoide,
la enfermedad de Crohn o la colitis ulcerosa. La concentracién maxima de SSZ
encontrada en plasma de voluntarios sanos se obtiene a las 11,5-14,5 h de su
administracion, y varia entre 6 y 32 mg/L'”%. La frecuencia de efectos adversos en
los tratamientos con SSZ es elevada, alrededor del 86%'”°. Por ello, se considerd
de interés estudiar la aplicacion del inmunoensayo desarrollado para SSZ (BSA-
S5-I/OVA-S8) a la determinacion de residuos de este analito en plasma humano.

En primer lugar, se analizaron muestras de suero fisiolégico dopadas a distintos

niveles con SSZ, como un primer estudio para la determinacién de este analito en
plasma humano. Con el objetivo de estudiar el efecto matriz, se prepararon (por

triplicado) seis curvas de competicién conteniendo diferentes proporciones (v/v) de
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suero fisiologico en tampon PBS-T (de 0 a 100%). El porcentaje 6ptimo de suero
se estimo teniendo en cuenta que no influyera negativamente en las caracteristicas
propias de ensayo, Ay y ICso. Los resultados mostraron que la sefial del
inmunoensayo depende en gran medida de la fuerza idnica del medio (A,
disminuye al aumentar el porcentaje de suero), tal y como se observd previamente
en los estudios de optimizacion. Por tanto, se seleccioné un porcentaje del 20% de
suero fisioldgico, al conseguir asi una buena sensibilidad y sefial, ademas de un
menor efecto matriz. En la Figura 50, se observa que la curva de calibrado es
comparable en términos de sensibilidad (similar valor de ICsy) a la obtenida en
PBS-T. En estas condiciones, el ensayo alcanzé un LD de 0,01 pg/L, una ICs, de
0,49 pg/L, y un intervalo de trabajo entre 0,06 y 3,59 pg/L, siendo la sensibilidad
del método para determinar SSZ en suero de 2,45 pg/L.

Posteriormente se llevaron a cabo estudios de recuperacion estimando la
exactitud y reproducibilidad del método. Para ello se utilizaron diferentes muestras
de suero fisiologico fortificadas con SSZ a cuatro niveles (0,5, 1,0 1,5y 2 ug/L).
Una muestra sin fortificar se utilizé como control. Las muestras, previa dilucién en

el tampon de trabajo al 20%, se analizaron directamente mediante ELISA.

e PBS-T
Suero fisiologico 20%

100 4

80

60 -

40 1

Sefial normalizada (%)

20

104 10% 102 10! 10° 10! 102 10
[Sulfasalazina] (ng/L)

Figura 50. Curvas de calibrado de SSZ en PBS-T y suero fisiologico al 20% v/v (media

y desviacion de tres réplicas)
Como puede observarse en la Tabla 30, el valor de la recuperacion oscilo entre

97 y 112%, obteniendo una recuperacion media del 104% con un coeficiente de

variacion del 6%. Estos resultados indican que se pueden determinar residuos de
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SSZ en suero fisioldgico directamente con solo diluir la muestra 1:5 (v/v) en el

tampon de trabajo.

Tabla 30. Determinacién de SSZ mediante ELISA en suero fisiolégico

[SSZ]determinada Recuperacion

[SSZ]afiadida (media = SD) (%)
0,5 0,56 £ 0,04 112
1,0 1,06 £ 0,07 106
1,5 1,45+0,11 97
2,0 2,05+0,14 103

Concentraciones en pg/L
SD desviacion estandar para n=3
“Diluida 20% en 10mM PBS, 0,1% Tween pH 8,5

Antes de analizar las muestras de plasma, se estudio el efecto del metanol sobre

las prestaciones analiticas del ensayo desarrollado para SSZ, ya que dicho
disolvente se utiliza para extraer residuos de sulfonamidas de muestras bioldgicas
mediante diferentes metodologias. El intervalo de concentraciones de MeOH
estudiadas fue de 0-40% (v/v). En la Figura 51 se muestra el efecto de la adicion de
MeOH -al tampon en la etapa de competicion- sobre la sensibilidad (ICsp) y el

valor de la sefial en ausencia de analito (Ay).
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Figura 51. Tolerancia al metanol del inmunoensayo para SSZ

Los resultados indicaron que porcentajes inferiores el 10% eran bien tolerados,
manteniendo buenas propiedades analiticas, incluso mejoraron la sensibilidad

alcanzada por el inmunoensayo en medio acuoso. Sin embargo, concentraciones
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superiores al 10% disminuian la sensibilidad respecto a los ensayos efectuados en
medio acuoso. Asi pues, se puede utilizar hasta un 10% de disolvente metanolico,
manteniendo buenos valores de ICsg y sefial. En la Figura 52 se muestran las curvas
de calibrado para SSZ en PBS-T y PBS-T/MeOH 10%. Se observa que los
parametros de la curva de calibrado en PBS-T son significativamente diferentes de
los obtenidos en PBS-T con un 10% de MeOH. Por ello, la concentracion de
sulfasalazina de los extractos metandlicos de muestras bioldgicas se determinara

por interpolacion de la sefial en la curva de calibrado preparada en dicho medio.

e PBS-T

PBS-T/MeOH 10%
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Figura 52. Curvas de calibrado de SSZ en PBS-T y PBS-T/MeOH al 10% v/v (media y
desviacion de tres réplicas)

Al comparar las caracteristicas del inmunoensayo en ambos medios podemos
concluir que, a pesar de que el intervalo de trabajo fue mas limitado en el medio
metanolico (RD=0,02-2,60 pg/L), la sensibilidad (IC5,=0,27 ug/L) y el LD (0,003

ng/L) fueron mejores que en medio acuoso, tal y como se muestra en la Tabla 31.

Tabla 31. Parametros analiticos para el ELISA de SSZ

ICs* A RD¢ LD’

@gl) (UA)  (@ugl)  (ugl)
Tampon 0,51 1,02 0,06-3,75 0,020

10% metanol 0,27 1,15 0,02-2,60 0,003

“ICsy: sensibilidad

bAO: absorbancia maxima; U.A.: unidades de absorbancia

‘RD: intervalo de trabajo o rango dinamico
LD: limite de deteccion

Medio
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Para evaluar el potencial analitico del método, éste se aplico a muestras de
plasma humano adquiridas a Sigma (Madrid, Espaiia).

En primer lugar, se obtuvieron curvas de calibrado con diluciones de plasma
entre 1/50 y 1/500, siguiendo la estrategia descrita previamente para el suero
fisioldgico. Para ello, el plasma fue dopado con SSZ a distintas concentraciones
(10"-10° pg/L). Como puede observarse en la Figura 53, las curvas de calibrado en
plasma presentan una sensibilidad considerablemente inferior a la obtenida en
PBS-T. Por ello, se concluye que una dilucidon del plasma con el tampon de trabajo
no resultd ser adecuado como acondicionamiento de las muestras para su analisis
mediante ELISA.

Dilucién 1/50

Dilucién 1/500
Tratamiento con MeOH
Extraccion SPE

PBS-T

2 o ® 2
(=} (=} (=} (=}
om > o %

Seiial normalizada (%)
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(=]

(=]

|

|

|
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l”

»

104 102 102 10 10° 10" 10> 10° 10* 10°
[Sulfasalazina] (ug/L)

Figura 53. Curvas de calibrado de SSZ en plasma humano utilizando diferentes
tratamientos de muestra (media y desviacion de tres réplicas)

Para evitar el efecto matriz debido a proteinas y demas sustancias presentes en
el plasma humano, se ensay¢ la extraccion en fase sélida con cartuchos Strata X-C
(polimero de estireno-divinilbenceno quimicamente modificado con grupos
sulfonicos) y la precipitacion con metanol. Ambos tratamientos de muestra se
llevaron a cabo segun se describe en la seccidon 3.2.4.6. (Parte Experimental).

Las curvas de calibrado obtenidas utilizando ambos procedimientos presentaron
una sensibilidad similar: 1Csy=0,44 pg/L en el caso del tratamiento con metanol, y
1C50=0,43 pg/L en la extraccién SPE, como puede observarse en la Figura 53. No
obstante, el tratamiento con metanol permite llevar a cabo la extraccion simultanea
de un mayor numero de muestras. Ademas, reduce el coste y el tiempo de analisis
en comparacidn con la extraccion en fase solida, por lo que fue seleccionado como

tratamiento de muestra mas adecuado.
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Para evaluar la reproducibilidad del tratamiento de muestra, se fortificaron 20
alicuotas de plasma humano con SSZ, a distintos niveles: 10 alicuotas a 10 pg/L y
otras 10 alicuotas a 20 pg/L. Todas las alicuotas fueron tratadas con metanol y
analizadas por triplicado mediante ELISA. Los resultados se obtuvieron utilizando
la curva de calibrado en PBS-T con un 10% de MeOH. Como puede observarse en
la Tabla 32, los resultados demuestran la efectividad del tratamiento seleccionado,
alcanzandose valores de recuperacion entre el 83 y 119%, con un valor medio de
recuperacion del 99% (CV=13%). Se observa que los resultados se correlacionan
aceptablemente con los valores tedricos de concentracion de sulfasalazina, ya que
la recuperacion obtenida (cociente porcentual entre el valor medido y el valor de
referencia) se sitiia, en la mayoria de los casos, entre el 80 y el 120%. Por tanto, se
puede concluir que el tratamiento de muestra empleado es eficaz y la
reproducibilidad alcanzada es buena a las concentraciones estudiadas.

Teniendo en cuenta que la concentracion maxima de SSZ encontrada en plasma
de voluntarios sanos varia entre 6 y 32 mg/L, el ELISA desarrollado para SSZ
permitiria llevar a cabo programas de control de este tipo de residuos y decidir si
un tratamiento debe ser prolongado o interrumpido para evitar los efectos
secundarios en los pacientes, dado que el inmunoensayo puesto a punto tiene una

sensibilidad del orden de pg/L.

Tabla 32. Determinacion de SSZ mediante ELISA en plasma humano

[SSZ]determinada Recuperacion [SSZ]determinada Recuperacion

A“ X B’ X
(media + SD) (%) (media = SD) (%)
1 0,45 +£0,01 90 1 0,97 £ 0,02 97
2 0,42 £ 0,04 83 2 1,15+0,03 115
3 0,42 £ 0,02 84 3 1,17+ 0,05 117
4 0,44 £ 0,05 87 4 0,88 £ 0,05 88
5 0,44 + 0,03 88 5 1,15+ 0,09 115
6 0,44 £ 0,02 87 6 0,91 + 0,03 91
7 0,53 £ 0,05 105 7 1,11 +£0,02 111
8 0,49 + 0,03 98 8 1,09 + 0,02 109
9 0,42 £0,02 83 9 1,19+ 0,08 119
10 0,57 £ 0,03 113 10 0,96 £ 0,05 96

“A: muestras de plasma humano dopadas con SSZ a 10 pg/L
’B: muestras de plasma humano dopadas con SSZ a 20 pg/L
Concentraciones en pg/L

SD desviacion estandar para n=3

174



Resultados y Discusion

4.2.4.3. ELISA Genérico 1

Para evaluar la utilidad del inmunoensayo genérico desarrollado para la
determinacion de sulfonamidas en muestras reales, se utiliz6 el inmunoensayo A
(BSA-S3-I/OVA-S8) por presentar mejor sensibilidad y sefial méxima, utilizando
inicialmente STZ como analito en los estudios preliminares. Posteriormente, se
llevé a cabo la determinacion de STZ, PSTZ, SMP, SSZ, SP y SMT, en mieles
enriquecidas con dichos antibioticos a distintos niveles.

Debido a la experiencia previa con el ensayo de STZ se decidio probar distintos
tratamientos de muestra para evitar el efecto matriz, puesto que la miel es una
matriz compleja. Por ello, en primer lugar se estudié como afectaban distintos
disolventes en las caracteristicas del inmunoensayo, ya que para la extraccion de
residuos de sulfonamidas en miel”’>’”* generalmente se utilizan disolventes
0rganicos.

Los disolventes ensayados fueron: metanol, acetonitrilo, acetona,
dimetilsulféxido e isopropanol, llevando a cabo ensayos competitivos, utilizando
disoluciones de STZ en diferentes porcentajes de disolvente hasta un maximo del
40%. La influencia de los disolventes estudiados se muestra en la Figura 54. En
general, se observa una disminucion de la sensibilidad y de la sefial maxima segun
aumenta el porcentaje del disolvente utilizado, siendo bien tolerados hasta un 10%.
Se observa que el acetonitrilo es el disolvente peor tolerado, por producir una
mayor disminucion de la sensibilidad para un mismo porcentaje de disolvente
(10%).

De todos los disolventes ensayados el metanol fue el mejor tolerado, ademas de
ser el empleado habitualmente para la extraccion de sulfonamidas en mieles. Por
otro lado, el metanol también se recomienda para eluir estos analitos de los
cartuchos SPE, utilizados para la preparacidon de la muestra en la siguiente etapa.
Por ello, se llevo a cabo un ensayo competitivo en PBS-T/MeOH 10% utilizando
STZ como analito. En la Figura 55 se muestran las curvas de calibrado para STZ en
PBS-T y PBS-T/MeOH 10%.
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* PBS-T/MEOH 10%

100 4
PBS-T
80 1
60 -

40 A

Sefial normalizada (%)

20 A

102 107! 10° 10! 102 103 10
[Sulfatiazol] (ng/L)

Figura 55. Curvas de calibrado de STZ en PBS-T y PBS-T/MeOH al 10% v/v
(media y desviacion de tres réplicas)

Los resultados obtenidos demuestran que existen diferencias significativas entre
el calibrado obtenido en tampdn fosfato y en PBS-T/MeOH al 10% v/v, obteniendo
menor sensibilidad en este Gltimo medio. En consecuencia, la cuantificacion de los
extractos metanolicos se realizd empleando un calibrado en disolucién reguladora
conteniendo un 10% de metanol. Las caracteristicas analiticas de ambos

inmunoensayos se resumen en la Tabla 33.

Tabla 33. Parametros analiticos de los ELISAs desarrollados para STZ

ICs* Ay RD¢ LD’

@gl) (UA)  @ugl)  (ugl)
Tampon 1,32 1,21 0,29-7,00 0,13

10% metanol 2,50 0,81 0,57-13,60 0,25

“ICs: sensibilidad

bAo: absorbancia maxima; U.A.: unidades de absorbancia

‘RD: intervalo de trabajo o rango dindmico
“LD: limite de deteccion

Medio

Como puede observarse, el ELISA llevado a cabo en presencia de metanol
muestra una ligera disminucion de la sefial maxima, un menor limite de deteccion y
sensibilidad, y un mayor intervalo de trabajo. El ensayo en tampon fosfato resulto
ser 1,9 veces mas sensible comparado con el resultado obtenido en medio
metanolico, no obstante este ultimo puede utilizarse para la determinacién de

residuos de sulfonamidas en miel.

177



Resultados y Discusion

En este caso, dado que se trata de un ensayo multianalito y teniendo en cuenta
que las sulfonamidas en mayor o menor extension reaccionan con los azucares
reductores de la miel’”, se llevd a cabo su extraccion mediante hidrélisis,
siguiendo el procedimiento descrito por Posyniak et al.””. Para ello, se utilizaron
muestras de miel exentas de sulfonamidas, las cuales fueron fortificadas con STZ a
nivel de 24 pg/kg de miel.

Para evaluar el método de extraccion se compararon dos tipos de fases
estacionarias: un cartucho de SPE basado en particulas de silice funcionalizadas
con octadecil (Strata C18-E 500 mg, recomendado para la extraccion de
compuestos organicos polares o hidrofébicos en muestras acuosas), y otro relleno
de un polimero de estireno-divinilbenceno quimicamente modificado con grupos
pirrolidona (Strata-X 200 mg, adecuado para analitos polares y no polares). Los
cartuchos Strata-X se probaron con dos procedimientos diferentes de elucion,
metanol o una mezcla metanol/acetonitrilo/agua/acido acético glacial en proporcion
60:30:10:0,1 (v/v). Los resultados obtenidos mostraron un elevado efecto matriz en
ambos casos, con valores de recuperacion superiores al 120%.

La evaluacion de los cartuchos Strata C18-E se llevd a cabo de acuerdo con la
metodologia descrita por diferentes autores’””’’®, la cual incluia una etapa de
hidrdlisis con tampdn acetato y elucion con acetonitrilo. Se obtuvieron también
resultados con recuperaciones que excedieron el 120%, por lo que no se considerd
un tratamiento adecuado. Sin embargo, cuando la elucion se realizd con metanol
los resultados fueron buenos, con valores de recuperacion alrededor del 100%.

El estudio de recuperacion se llevo a cabo utilizando muestras de miel dopadas
y extraidas empleando cartuchos Strata C18-E y metanol como eluyente (Figura
21, Experimental). Para ello, se analizaron diez submuestras de una misma miel
(exenta de sulfonamidas), fortificadas con STZ a una concentracion de 24 ng/kg,
las cuales fueron extraidas por separado y, posteriormente, analizadas mediante
ELISA. En la tabla 34 se muestran los valores de recuperacion obtenidos para las

diez submuestras de miel.
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Tabla 34. Determinacion de STZ mediante ELISA en miel

Muestra® [STZ]determinada  Recuperacion

(media £+ SD) (%)
1 3,60 £0,34 120
2 3,54+ 0,37 118
3 3,76 £ 0,50 125
4 3,67+0,10 122
5 3,32+0,21 111
6 2,95+ 0,43 98
7 2,62+0,14 87
8 2,53+0,24 84
9 2,91+043 97
10 2,74 £0.27 91

“Muestras dopadas con STZ a 24 pg/kg
Concentraciones en pg/L
SD desviacion estandar para n=3

Los resultados demuestran la efectividad del tratamiento seleccionado,
alcanzandose valores de recuperacion entre el 84 y 125%, con un valor medio del
105%, indicando que el procedimiento de extraccion presentaba una buena
recuperacion a la concentracion de analito estudiada, con un CV del 16%.

A fin de evaluar la aplicabilidad del inmunoensayo desarrollado, se
seleccionaron seis muestras comerciales de miel de diferente origen exentas de
sulfonamidas y se enriquecieron con STZ, SMP, SP, SMT, SSZ y PSTZ, a tres
niveles: 12, 24 y 36 ng STZ/kg miel (expresada como equivalentes de STZ). En la
Tabla 35 se muestra el esquema del procedimiento de dopaje. La concentracion de
cada sulfonamida se selecciono en base a su reactividad cruzada, expresando los
resultados como equivalentes de STZ (Eq STZ), calculados de acuerdo a la
siguiente ecuacion: Eq STZ = C x (RC/100), donde C es la concentracion del
analito y RC es el porcentaje de reactividad cruzada.

Las muestras se analizaron por triplicado mediante el ELISA desarrollado,
siguiendo el procedimiento de extraccidon descrito previamente. Las recuperaciones
fueron calculadas utilizando la ecuacion: recuperacion = R x 100 / £ Eq STZ,
donde R es la concentracién de STZ obtenida al interpolar el resultado en la curva
de calibrado obtenida en PBS-T/MeOH al 10% v/v.
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Tabla 35. Composicion de las muestras de miel fortificadas

Nivel de fortificacion

Analito
[Sulfonamida] Eq STZ [Sulfonamida] Eq STZ [Sulfonamida] Eq STZ

STZ 0,43 0,43 0,85 0,85 1,28 1,28
SMP 1,50 0,15 3,00 0,31 4,50 0,46
SP 1,50 0,24 3,00 0,48 4,50 0,72
SMT 1,50 0,28 3,00 0,56 4,50 0,84
SSZ 0,42 0,18 0,85 0,36 1,28 0,54
PSTZ 1,50 0,22 3,00 0,44 4,50 0,66
X EqSTZ 1,50 3,00 4,50

Concentraciones en pg/L

Como puede observarse en la Tabla 36, el valor de la recuperacion oscilo entre

80 y 130%, obteniendo una media del 106% para el conjunto de las muestras

analizadas. Los mejores resultados se obtuvieron al analizar las muestras dopadas a

3 ng/L Eq STZ, probablemente por ser la concentracion mas proxima al valor de

ICsp en medio metandlico (IC5,=2,50 pg/L). Los coeficientes de variacidon oscilaron

entre 3 y 22%, con un valor medio del 14%.

Tabla 36. Recuperaciones obtenidas en el analisis de muestras de miel comercial
dopadas con una mezcla de STZ, SMP, SP, SMT, SSZ y PSTZ

Muestra® £d STZacerminaae” R Eq STZacterminaas’ R Eq STZactermimaao” R

(media £SD) (%) (media=SD) (%) (media+SD) (%)
A 1,56 + 0,21 104  324+0,10 108  556+036 124
B 1,70 £ 0,11 113 327+0,14 109  584+063 130
C 1,36 £ 0,23 91 2,76 £0,17 92 4,92+0,56 109
D 1,39 + 0,03 93 2,73+ 0,31 91 537+0,71 119
E 1,20+ 0,16 80 2,94 +0,37 98 483+0,77 107
F 1,93£028 129  321+0,70 107  503+033 112

“Mieles espafiolas de diferentes flores (todas las muestras son comerciales: A, B, D, Ey F
poliflora; C romero), dopadas a: °1,5 pg/L Eq STZ; 3,0 ng/L Eq STZ; “4,5 pg/L Eq STZ.

Resultados expresados como Eq STZ; Concentraciones en pg/L
SD desviacion estandar para n=3

El inmunoensayo muestra un limite de deteccion de 0,25 pg/L, correspondiente

a 2 pg/kg Eq STZ en miel, lo cual lo hace muy adecuado para determinar
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simultdineamente residuos de sulfonamidas (STZ, SMP, SP, SMT, SSZ y PSTZ )
por debajo de los LMRs permitidos por la legislacién (100 pg/kg), sin necesidad de

preconcentracidn previa.
4.2.4.4. Ensayo para TCs

Las tetraciclinas comprenden un grupo de antibioticos que se han utilizado en
medicina y veterinaria con fines terapéuticos y profilacticos. Entre los mas
utilizados se encuentran la oxitetraciclina, la tetraciclina y la clortetraciclina. A
pesar de la prohibicion de estos antibidticos como promotores del crecimiento, la
utilizacidn de tetraciclinas en veterinaria aun sigue siendo habitual debido a su alta
eficacia y bajo coste. Existe una preocupacion de la posible presencia de residuos
de estos antibioticos en alimentos de consumo humano, como carnes (musculo) de
ganado bovino, porcino y ovino, carne de aves de corral (pollo), leche y miel, lo
que puede provocar graves problemas de salud publica. Entre estos problemas cabe
destacar el desarrollo de resistencias, alergias, trastornos en la osificacion y efectos
carcindgenos.

Por ello, se consider6 de interés estudiar la aplicacion del inmunoensayo
desarrollado para TCs (KLH-OTC-3-III/OVA-TC-1) a la determinaciéon de
residuos de este tipo de antibidticos en miel.

En una primera etapa se evaludé el efecto matriz con el fin de evitar
interferencias potenciales en el ensayo desarrollado. Para realizar este estudio, se
utilizaron muestras comerciales de miel -libres de TCs, previo andlisis por HPLC-,
dopadas con TC, diluidas en PBS-T y filtradas a través de una membrana de
nitrocelulosa. Se prepararon cinco curvas patrén, cuatro de ellas con diferentes
diluciones de miel en tampén PBS-T -1:10, 1:20, 1:25, y 1:50 (p/v)- y una quinta,
en PBS-T. Todos los ensayos se efectuaron por triplicado. Los valores de
sensibilidad y absorbancia maxima de las curvas realizadas con miel diluida se
compararon con los obtenidos en PBS-T. La Figura 56 muestra la influencia de la
matriz en la intensidad de la sefial y los valores de ICsp. Como puede observarse, la
sefal analitica disminuye a medida que el porcentaje de miel aumenta. Este efecto
matriz es menos acusado a diluciones altas; por ejemplo, la dilucion 1:50 (p/v)
alcanza un 93% de la sefial normalizada. Sin embargo, cuando comparamos los
valores de ICsy obtenidos en PBS-T con las de miel diluida, se observa que la

sensibilidad disminuye (ICso aumenta) a medida que el factor de dilucion de la
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matriz es mayor. El ensayo mas sensible y con una mayor relacion Ay/ICs, se
obtuvo con la curva de calibrado llevada a cabo con una dilucion 1:20 (p/v) de la
matriz en PBS-T.
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r 60
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r 40
r 30
r 20

70 1o
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(=]
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(=]

ICs (ng/kg)?

o
(=}
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<

PBS-T  1/10 120 1725 1/50
Dilucion de la matriz

91C5() valores de acuerdo al factor de dilucion

Figura 56. Efecto matriz en la seifial y sensibilidad del ensayo

Una vez evaluado el efecto matriz, se estimd la idoneidad de la metodologia
propuesta para la determinacion de residuos de tetraciclinas en miel analizando
ocho muestras de diferente procedencia, libres de TCs. Para ello, las muestras se
doparon con TC a tres niveles (5, 10 y 15 pg/kg), se diluyeron 1:20 (p/v) en PBS-T
y se filtraron, tal y como se ha descrito previamente. La curva de calibrado se
prepar6 utilizando una matriz modelo, mezcla proporcional de diferentes muestras
de miel, diluida 1:20 en PBS-T. Las muestras fueron directamente analizadas
mediante el ELISA para TC, sin previa extraccion. Tanto los patrones como las
muestras se analizaron por triplicado. La curva de calibrado preparada utilizando
esta matriz modelo alcanzé un LD de 0,40 pg/kg y una sensibilidad (ICsp) de 3,42
ug/kg. La aplicacion del ensayo desarrollado a la determinacion de residuos de
tetracicinas en mieles proporcion6 resultados analiticos muy interesantes, como se
muestra en la Tabla 37, con recuperaciones entre 73% y 112%, indicando que la
interpolacion de los resultados en una curva base, preparada con un conjunto de
diferentes mieles (exentas de TCs), corrige la interferencia de la matriz,
permitiendo analizar directamente mieles sin mas que diluirlas en PBS-T.

Los resultados obtenidos muestran el potencial de las técnicas inmunoquimicas
y lo que éstas pueden aportar en el campo agroalimentario, especialmente en lo que

respecta a la implementacion de Planes de Vigilancia efectivos.
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Conclusiones

De acuerdo a las investigaciones llevadas a cabo y a los resultados obtenidos se

pueden extraer las siguientes conclusiones:

e Se han optimizado rutas sintéticas para algunos haptenos de sulfonamidas
(tipo 1 y IIT) modificando la estrategia descrita previamente en la literatura,
utilizando reactivos con menores problemas de manipulacion y toxicidad.
En todos los casos se han alcanzado rendimientos globales mas elevados

e Se ha demostrado que la sintesis de haptenos tipo II (para sulfonamidas y
tetraciclinas) mediante reacciones de acoplamiento diazo es una estrategia

muy adecuada para obtener anticuerpos de elevada afinidad

e Se ha comprobado que la preparacion de un azocompuesto de OTC
mediante la nueva ruta sintética propuesta es muy efectiva. En general, la
preparacion de los azocompuestos ha demostrado ser la via mas adecuada

para la sintesis de haptenos de tetraciclinas

e Se ha constatado que la hidrolisis acida o basica del grupo amida, asi como
la esterificacion del fenol presente en la tetraciclina no son rutas sintéticas

adecuadas para la preparacion de derivados de dicho compuesto

e Por primera vez se ha descrito una ruta sintética para la obtencion de
haptenos de tetraciclinas tipo carboxamida. Dichos haptenos no
proporcionaron anticuerpos con propiedades adecuadas cuando se
utilizaron como inmundgenos, aunque resultaron muy apropiados como

conjugados de tapizado

e Dado que todos los compuestos de la familia de las sulfonamidas poseen
una region constante, la especificidad de los ensayos depende en gran
medida del conjugado de tapizado utilizado. Asi, usando el antisuero S3-I
con el conjugado de tapizado OVA-S2 se obtiene un ensayo especifico
para STZ, mientras que empleando el mismo anticuerpo policlonal y el
conjugado OVA-S8 el ensayo es capaz de reconocer simultaneamente a

seis sulfonamidas
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Con independencia del tipo de hapteno, todos los anticuerpos obtenidos
contra sulfonamidas reconocen a varios conjugados de tapizado. Para el
caso del formato directo, Unicamente los haptenos tipo I (caracterizados
por mantener intacta la region constante y poseer la region variable
funcionalizada) han permitido desarrollar ELISAs para este formato en

condiciones de homologia

Los haptenos de sulfonamidas tipo III, haptenos fragmentarios, preparados
manteniendo la regidén constante de las sulfonamidas y un brazo espaciador
alifatico de longitud variable (S10, S11, S12 y S13), deberian producir
anticuerpos policlonales con elevada afinidad para los distintos compuestos
de la familia. Los ensayos de competicion revelaron que S11 y S13
presentaron baja afinidad, S12 fue altamente especifico para SMX y
unicamente S10 cumple esta hipotesis. Este hecho pone de nuevo de
manifiesto la aleatoriedad de la respuesta. Sin embargo, se ha confirmado
(STZ y SSZ) la importancia de utilizar un hapteno inmunizante que
preserve al maximo la estructura del analito, para obtener anticuerpos de

alta afinidad frente a una Unica sulfonamida

Dada la similitud estructural entre los compuestos de la familia de las
tetraciclinas, la obtencidén de inmunorreactivos que permitan el desarrollo
de ensayos especificos no es tarea facil. Sin embargo, el ensayo
desarrollado para CTC es altamente selectivo, siendo el primero reportado

en la bibliografia

Las prestaciones del ELISA desarrollado para STZ han permitido la
determinacion de residuos de este analito directamente en muestras de
miel, con un tratamiento de muestra minimo y elevada selectividad y

sensibilidad

La elevada sensibilidad del ELISA puesto a punto para SSZ ha hecho
posible la determinacion de residuos de este analito en plasma humano,
obteniéndose incluso mejores resultados que por HPLC. La utilizaciéon del

ELISA para el control de esta sulfonamida en pacientes tratados permitira
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reducir el tiempo y el coste de los analisis, asi como el consumo de

disolventes organicos

El ELISA genérico I permite la determinacion simultanea de STZ, PSTZ,
SMP, SSZ, SP y SMT con independencia de la proporcion en la que se
encuentran dichas sulfonamidas. Su aplicacion al andlisis de miel ha
proporcionado excelentes resultados, por lo que serd posible realizar el
control simultaneo de las sulfonamidas mas comunes en mieles de una

forma rapida y econdémica

El ELISA genérico desarrollado para tetraciclinas permite determinar
simultaneamente TC, CTC, MC, OTC y RTC (tetraciclinas mas utilizadas
en el campo agroalimentario) en muestras de miel por debajo de los LMRs,
sin mas que diluirlas en PBS-T

En general, todos los ELISAs desarrollados para sulfonamidas y
tetraciclinas presentan buena sensibilidad (inferiores a los LMRs
establecidos por la legislacion), por lo que podrian ser utilizados en los
laboratorios de control de calidad para la identificacion rapida de residuos

de estos antibidticos en alimentos y muestras medioambientales
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SULFONAMIDAS
1. ESPECTROS DE LOS HAPTENOS TIPO I
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: o
OH

Ve ye /lJvJ )UL ( -
_J\ _,/\.__ _ h
S
13 2 11 10 9 B 7 ] 5 4 3 PPH
0.1012 0.1127 I0390?l | I01143D‘ y ID.d???I 0.0?1? 0.0311
’ ’ 0 et 0. 4404
1
Espectro 1: 'H-RMN (300 MHz, DMSO-d¢)
ZBE 58 283
0 oy ou
833 S 9 ade
NE ~
e | =
‘ g
—h b P W S
.,..T.|.:T;nu--|.....T-|||----“uu||'----|----|-u-.u--|x|-||||-||-|--.-.-.,-hr[u-u-‘lna AR EEREEEEREREE
200 180 160 140 120 100 80 60 a0 20 PP 0

Espectro 2: *C-RMN (75,4 MHz, DMSO-d,)

217



Apéndice |

1oy
100 _.».”-, .;aglﬂ\’.
A 3 A
.‘_ﬁﬂ""‘\\ .|
Ay _.'i:-L'
T
50
|
|
19
o I 17 1 L 1
400157 3000 000 16 2 1000 389.183
Warvesmberjem-1]
do._cm-1 o ®T Neemi KT Mo.oomd  WT
1 H6E 3374 T i s4aE 13.05 3 BsTE1 nae
4 TETEI 856 5 BA4ET 10.43 6 93145 T2
T o087 898 B 111468 2283 o 1157.08 147
10 125228 547 1M 1367 BAT 12 1402.00 006
13 147335 6814 14 1615.78 2558 15 1608.34 5.49
16 188705 156 17 321669 342 18 333240 2714
19 341148 1577
Espectro 3: IR (KBr)
103 ot
155.80
Ly 91.80 |
o] i
]
big| |
Bs10 | 10780
= |
¥ |
N |
[ :
i ‘
1
i
232_.10

2840

e

Espectro 4: MS (fragmento, intensidad relativa)

218

T P ey oy n:n“ b gy T



Apéndice |

Hapteno S3- Acido [2-(4-amino-bencenosulfonilamino)-1,3-tiazol-4-ilJacético
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Hapteno S4- Acido 6-(4-amino-bencenosulfonilamino)nicotinico
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Hapteno S9- Acido [4-(4-amino-bencenosulfonilamino)fenil]acético
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Hapteno S14- Acido 4-[4-(4-amino-bencenosulfonilamino)benceno
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Espectro 19: IR (KBr)
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2. ESPECTROS DE LOS HAPTENOS TIPO 11

Hapteno S7- Acido 3-{4-hidroxi-3-[4-(tiazol-2-ilsulfamoil)fenilazo]fenil}
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Hapteno S8- Acido 3-{4-hidroxi-3-[4-(pirimidin-2-ilsulfamoil)fenilazo]fenil}
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3. ESPECTROS DE LOS HAPTENOS TIPO III

Hapteno S10- Acido (4-amino-bencenosulfonilamino)acético
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Hapteno S11- Acido 6-(4-amino-bencenosulfonilamino)hexanoico
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Hapteno S12- 4-Amino-N-(3-hidroxipropil)bencenosulfonamida
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Hapteno S13- Acido 4-(4-amino-bencenosulfonilamino)butanoico
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Espectro 43: IR (KBr)
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TETRACICLINAS
1. ESPECTROS DE LOS HAPTENOS TIPO I

CTC- Clortetraciclina
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Espectro 45: "H-RMN (300 MHz, DMSO-dy)

Espectro 46: *C-RMN (75,4 MHz, DMSO-d,)
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Hapteno CTC-2- Glicinametilclortetraciclina
cl OH N(CHa),

Espectro 47: '"H-RMN (300 MHz, DMSO-d,)
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Espectro 48: *C-RMN (75,4 MHz, DMSO-d,)
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OTC- Ocxitetraciclina
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Espectro 50: *C-RMN (75,4 MHz, DMSO-d,)
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Hapteno OTC-2- Hidrocloruro de glicinametiloxitetraciclina
OoH O©OH N(CHj3),

161.329
3.

ppm

Espectro 52: *C-RMN (75,4 MHz, DMSO-d,)
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2. ESPECTROS DE LOS HAPTENOS TIPO 11

Hapteno OTC-3- Hidrocloruro de 7 y 9-(4’-carboxifenilazo)oxitetraciclina

on OH N(CHa)z
OH
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Espectro 53: "H-RMN (300 MHz, DMSO-d,)

i §fs ting I3
)] ik R
7.8 ) 708 7.5 7.4 72 e 1 7.0 pem

Espectro 54: Ampliacién de la zona aromatica del 'H-RMN (300 MHz, DMSO-d).

La insercion muestra el espectro completo
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Hapteno CTC-3- Hidrocloruro de 9-(4’-carboxifenilazo)clortetraciclina
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Espectro 55: 'H-RMN (300 MHz, DMSO-d¢)
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Hapteno TC-4- Hidrocloruro de 7 y 9-(4’-carboxifenilazo)tetraciclina
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Espectro 56: "H-RMN (300 MHz, DMSO-dy)
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Aplicacion de ensayos ELISA optimizados utilizando inmunorreactivos desarrollados

en esta Tesis Doctoral

Inmunorreactivos Analito Muestra LD Ref.
BSA-S10-I/OVA-S2 9 sulfonamidas miel 235ug/L 171
BSA-S12-II/OVA-S8 SMX agua 0,001 ng/L 168
BSA-S4-1I/OVA-S6 SMR dorada 3,6 ug/Kg 169

SDM dorada 6 ng/Kg
SDZ dorada 6 ug/Kg
BSA-S3-1/HRP-S4 STZ agua 0,11 pg/L 166
miel 2,2 ug/L
KLH-OTC-3-1II/OVA-TC-1 OTC dorada 16 ng/Kg 172
TC dorada 7,7 ug/Kg 170
CTC dorada 54 ng/Kg
BSA-S3-I/OVA-S2 STZ miel 15ug/Kg 167
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