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RESUMEN

Los problemas de contaminacion del agua por plaguicidas representan un problema de
salud muy grande para las poblaciones. Comunmente, los métodos de analisis
utilizados para su deteccién corresponden a aquellos de tipo cromatografico, resultando
costosos y complicados. En las ultimas décadas se ha incrementado el uso de los
inmunoensayos para el mismo propésito, representado una opcién productiva y facil de
utilizar.

En este trabajo, se adapté un método inmunologico ELISA (Analisis Inmunosorbente
Ligado a Enzimas) para la deteccion de Atrazina en agua. La base de este estudio
consistié en sintetizar un derivado de Atrazina (hapteno) con propiedades quimicas que
le permitieran ser utilizado para formar un complejo con una enzima peroxidasa. Este
complejo se utilizd como marcador enzimatico y su importancia radica en ser el
componente que cuantifica la concentracion de Atrazina en una muestra a analizar.

Para la sintesis del hapteno se propuso un método que consistié en dos etapas, hasta
llegar a la molécula deseada, la 2 cloro-4-(isopropilamino)-6-[(carboxipentil)amino]-s-
triazina, mejor conocida como Atrazina acido caproico. Posteriormente se acoplé el
hapteno con una peroxidasa para formar el marcador enzimatico. Utilizando anticuerpos
monoclonales (Abcam®) se evalud su afinidad como detector de Atrazina, por medio
del montaje de la técnica de ELISA de tipo competitivo, donde se requirid6 evaluar
diferentes concentraciones de anticuerpo y marcador enzimatico. Con 1ug/mL de
anticuerpo y una dilucion de 1:20000 de marcador enzimatico, se obtuvieron los
resultados mas consistentes. Una vez identificadas estas concentraciones se elabord
una curva de calibracién en el intervalo de 0.1 a 10 pg/L de Atrazina, atendiendo al
limite maximo permitido de Atrazina en agua potable, segun la Agencia de Proteccion al
Ambiente de EUA (US EPA por sus siglas en inglés), de 3 pg/L y al valor incluido en la
propuesta de modificaciéon a la NOM-127-SSA1-1994 de 2 ug/L.
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1 INTRODUCCION

El incremento en el uso de plaguicidas, fertilizantes minerales, farmacéuticos,
surfactantes y muchas otras sustancias biolégicamente activas, termina siendo un
problema ambiental. Entre los plaguicidas, aquellos que contienen cloro, se pueden
acumular y contaminar los suelos, cuerpos de agua y productos alimentarios. Este tipo
de compuestos ejercen efectos téxicos en el organismo del humano y de animales, por
lo que son considerados los contaminantes mas importantes de rios y agua subterranea
(Ahmed, 2001).

Un ejemplo de ello es la Atrazina, que actualmente es el herbicida mas utilizado en EUA
y se utiliza para controlar tanto pastos como especies de plantas de hoja ancha
(Trochimowics, 2001). La US EPA estimé que de 31 a 35 millones de kilogramos de
Atrazina fueron empleados en cultivos agricolas en los afios 1987, 1993 y 1995 (IARC,
1999).

En México, la Atrazina tiene los siguientes usos registrados (CICOPLAFEST, 1998):

e Uso agricola: autorizado para el control o combate de malezas en los cultivos
de cafna de azucar, maiz, pifia y sorgo.
e Uso industrial: exclusivamente para plantas formuladoras.

En la tabla 1.1 se muestra los valores de importacion de la Atrazina, cuya fracciéon
arancelaria es 2933.69.09 (SIAVI, 2004).

Tabla 1.1 Importaciones de Atrazina durante los Ultimos afios
(valores en miles de délares)

Ano
1995 | 1996 | 1997 | 1998 | 1999 | 2000 | 2001
Estados Unidos | 1,130 | 140 | 373 | 356 | 437 | 554 | 66

Pais de origen

Israel 0 0 0 0 0 166 0

Total 1,130 | 140 | 373 | 356 | 437 | 720 | 66

La Atrazina y sus metabolitos (desisopropilatrazina, desetilatrazina y dialkylatrazina) se
consideran altamente contaminantes. En Alemania, Italia y otros paises de Europa la
Atrazina ha sido prohibida para cumplir con normas rigurosas de la Uniéon Europea
sobre el agua potable. Esta prohibida en Italia, Alemania, Suecia, Paises Bajos, Austria,
Hungria y severamente restringida en Reino Unido (OLCA, 2004).
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Segun la US EPA el limite maximo permisible para Atrazina en agua potable es 3 pg/L
y su analisis es llevado a cabo por cromatografia de gases o HPLC (Cromatografia
liquida de alta resolucién). A pesar de que estos meétodos son exactos, realizarlos
requiere de tiempo y son costosos. Es por ello que la demanda de métodos eficientes,
rapidos y confiables puede ser cubierta por los inmunoensayos. La EPA publico en el
2007 un método para la cuantificacion de Atrazina en agua por inmunoensayo (Método
4670) y cuyo contenido resulté de una evaluacion hacia un producto de analisis. La
propuesta de este estudio fue adaptar un inmunoensayo ELISA de tipo competitivo para
la identificacion y cuantificacion de Atrazina utilizando un marcador enzimatico
proveniente de un hapteno sintetizado quimicamente.
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2 ANTECEDENTES

2.1 El ambiente y los plaguicidas

La contaminacion ambiental es reconocida como un problema a nivel mundial. Parte de
ese problema es causado por la aplicaciéon de plaguicidas en el area de agricultura. El
término plaguicida es utilizado para nombrar a productos quimicos que controlan o
eliminan plagas de plantas y animales. Por su uso, se pueden clasificar como
herbicidas, insecticidas, fungicidas, biocidas, etc. (Nunes, 2004).

México, por su estructura cultural, es un pais que a través del tiempo ha basado su
alimentacion en la agricultura, hecho que ha desembocado en la utilizacién de grandes
cantidades de plaguicidas para proteccion de sus cosechas. El objetivo de ellos es
mantener una productividad alta en las cosechas, pero como moléculas quimicas,
presentan cierto grado de toxicidad, ademas de ser poco degradables y persistentes, lo
cual representa un problema de salud.

Existen investigaciones relacionadas con la contaminacion ambiental por plaguicidas y
sus efectos (Fernandez et al., 2004), tanto a nivel nacional como internacional, sin
embargo esto no ha contribuido con la toma de medidas al respecto. En México, la
legislacion sobre el uso de plaguicidas sélo esta planteada como iniciativas, las cuales
en muchas ocasiones no son llevadas a cabo. Probablemente esa falta de interés se
deba a que sus efectos no son notorios en la poblacion o bien son ignorados.

2.2 La Atrazina

La Atrazina (figura 2.1) fue registrada por primera vez en 1958 (Ribaudo y Bouzaher,
1994) y desde entonces ha sido ampliamente utilizada como un efectivo herbicida para
controlar o evitar el crecimiento de malezas en cultivos de maiz, sorgo y cafna de
azucar, entre otros; asi como en plantaciones de pinos, en areas reforestadas y a lo
largo de carreteras o vias de ferrocarril.

= - 4
=

Figura 2.1 Estructura quimica de la Atrazina
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La Atrazina es el herbicida mas utilizado en los Estados Unidos con un promedio de 51
millones de libras del ingrediente activo aplicadas por afo. El compuesto grado técnico
se comercializa en forma de suspension, polvo o granulos y tiene una pureza de entre
92% y 99.9% (US EPA, 1983; IARC, 1999). Las impurezas presentes en estas
formulaciones incluyen: diclorotriazinas, hidroxitriazinas y tris(alquillaminotriazinas
(ATSDR, 2001).

La Atrazina grado técnico es un polvo cristalino incoloro que faciimente se disuelve en
sulféxido de metilo (183 g/L), es estable en estado seco, pero se hidroliza el analogo 2-
hidroxiatrazina, inactivo desde el punto de vista herbicida, en acido o en soluciones
alcalinas y con mas lentitud en soluciones acuosas neutras, aun con temperaturas
elevadas (tabla 2.1).

Tabla 2.1 Propiedades fisicas y quimicas de la Atrazina (ATSDR, 2001)

H . En DMSO
| 183 g/kg
o En
Cl N N—CH;—CH;, cloroformo 52 g/kg
\Ir . En acetato
R N Solubilidad en otros | 2° ®°289%9
quimica compuestos 18 g/kg
N e En dietil éter
= n pentano
CH, 0.36 g/kg
Férmula CgH4CIN Densidad especifica 123 g/ , 22°C
quimica R .23 glcm a
=7
Peso molecular 215.69 Presién de vapor 2‘39"135‘%’“ Hg a
Clasificacion Triazina Solubilidad en agua 34.7 mg/L a 26°C
Tlpo_ d'e Herbicida Punto de fusion entre los 1756y 177°C
plaguicida
Uso Agricola e industrial Constantg de la Ia.ey de Henry
Apariencia Polvo incoloro e inodoro. 2.96x10 atm m /mol a 25°C

Esta sustancia al calentarse se descompone produciendo gases téxicos que incluyen el Cloruro
de hidrégeno y éxidos de nitrégeno

2.3 La Atrazina en el ambiente

La Atrazina, como muchos otros herbicidas, puede incorporarse al ambiente de muchas
maneras. Una vez aplicada en el suelo, la Atrazina puede ser incorporada a fuentes de
aguas superficiales por medio del escurrimiento y también ser llevada a aguas
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subterraneas por infiltracion del suelo o permanecer en el suelo gracias a procesos de
absorcién.

La Atrazina es liberada al ambiente principalmente durante su aplicaciéon en los campos
de cultivo, terrenos en barbecho o a lo largo de las vias de comunicacién; sin embargo,
también puede liberarse durante su produccion y distribucion (ATSDR, 2001; TRI99,
2001). El compartimiento ambiental receptor mas importante, en el caso de la Atrazina,
es el suelo dada su aplicacién directa sobre el mismo o sobre los cultivos. No obstante,
una fraccién entre 2.4 y 14% de la Atrazina aplicada se volatiliza a la atmosfera
(Glotfelty et al., 1989; Weinhold y Gish, 1994). Una vez en el aire, puede ser
transportada hasta sitios lejanos y regresar nuevamente a la tierra con la lluvia. Con los
escurrimientos provenientes de las zonas agricolas o con las precipitaciones pluviales,
la Atrazina puede llegar a rios, corrientes, lagos, marismas y al océano, contaminando
sus aguas y sedimentos (Bester y Huhnerfuss, 1993; Gaynor et al., 1995; Meakins et
al., 1995). Este herbicida puede ser también transportado a través del suelo, llegando a
las aguas subterraneas, contaminando pozos de agua para el consumo humano
(Southwick et al., 1995; Redondo et al., 1997). Asimismo, existen evidencias de su
absorcion por las raices de las plantas y por algunos animales del suelo como las
lombrices de tierra (Koskinen y Clay, 1997).

La Atrazina presenta una persistencia superior a tres meses y su degradacioén quimica o
biolégica en los diferentes compartimientos del ambiente es muy lenta (Fernandez et
al., 2004). Se ha demostrado que, practicamente no sufre fotodescomposicion en el aire
o en el agua, aunque puede sufrir reacciones de oxidacion con radicales hidroxilo en la
atmésfera (Pellizzetti et al., 1990). Este herbicida puede ser metabolizado por algunos
microorganismos, sin embargo, este proceso suele ser lento (Mandelbaum et al., 1993;
Feakin et al., 1994; Seybold et al, 1999). Asimismo, su tendencia a adsorberse
fuertemente al suelo puede limitar su biodisponibilidad para los microorganismos
degradadores (Seybold et al., 1999).

2.3.1 Degradacion en suelo

En suelo, la Atrazina es degradada por distintas vias y procesos consecutivos, los
cuales dealquilan (remocion de los grupos alquil de un compuesto) las cadenas
laterales e hidrolizan sustituyendo al cloro. Los principales metabolitos son la de-etil-
atrazina y la hidroxiatrazina, que usualmente se encuentran en niveles tan bajos como
el 10% del material aplicado. Las propiedades especificas de cada suelo (naturaleza del
material humico, textura del suelo, composicion mineral, actividad microbiana)
determinan cuales metabolitos predominan. Todos los demas metabolitos son de menor
importancia y sélo estan presentes en cantidades menores al 1% de la cantidad inicial.
Ademas, los procedimientos de degradacién via hidrolisis de los grupos aminos,
producen ammelina (4,6-Diamino-2-hidroxi-1,3,5-triazina), ammelida (6-Amino-24-
Dihidroxi-1,3,5-triazina) y Acido cianurico, los cuales sufren la divisién del anillo y una
mineralizacion subsiguiente (Magbool, 2002).
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La hidrolisis quimica de la Atrazina tiene lugar por catalisis en la superficie del suelo,
hasta un punto que depende de las propiedades del suelo. La hidroxiatrazina es sélo un
producto hidrolitico. La fotolisis directa de la Atrazina es lenta; la fotdlisis indirecta
inducida por compuestos fotosensibles tales como la humina, puede jugar un papel
importante en la superficie.

2.3.2 Degradacion en agua

La degradaciéon de Atrazina en los sistemas acuaticos sigue una via similar a la que se
observa en la degradacion en suelo ya que se lleva a cabo la dealquilacién y la
formacién de hidroxiatrazina como procesos dominantes. La formacion de los residuos
unidos a sedimentos es muy importante. La hidrélisis no tiene lugar en grado apreciable
en agua pura o soluciéon buffer. Sin embargo la hidrélisis se lleva a cabo en presencia
de sedimentos, por lo que la hidrolisis quimica s6lo es un camino potencial del
metabolismo en sistemas acuaticos si los sedimentos estan presentes. Esto conduce
exclusivamente a la hidroxiatrazina. Los procesos bioldégicos son importantes, sin
embargo, la degradacion microbiana no es el Unico proceso de degradacion: la
degradacién bajo condiciones anaerobias y estériles es mas lenta, pero importante
(Hang y Nassetta, 2003).

2.3.3 Efectos en el humano

Aunque la US EPA (2009) ha clasificado a la Atrazina como un “no carcinégeno” en
humanos, también lo ha catalogado como causante de afectaciones a la salud, sobre
todo cuando las personas se encuentran expuestas a niveles altos del contaminante
(mayores al Maximum Contaminant Level o MCL) por periodos relativamente cortos de
tiempo. Esos efectos pueden ser: congestiéon de corazén, pulmones y rifiones, baja
presion sanguinea, espasmos musculares, péerdida de peso y dano a glandulas. La
exposiciéon a niveles mas alla de los MCL puede causar la pérdida de peso, dafo
cardiovascular, degeneracién de retina y muscular, asi como cancer.

2.4 Descripcion general de los métodos para la deteccion de Atrazina

Segun la US EPA, el MCL de Atrazina para agua potable es de 3 ug/L. Los niveles
maximos de Atrazina que la EPA permite en alimentos varian entre 0.02 y 15 ppm.
Para poder minimizar los riesgos de salud debido a la exposicién a corto plazo, el agua
potable debe estar en constante supervision y monitoreo, para asi responder con
rapidez en caso de riesgo. Esto puede ser llevado a cabo por métodos convencionales
tales como la cromatografia liquida de alta eficacia o HPLC, por sus siglas en inglés,
cromatografia de gases o cromatografia de gases/espectrometria de masas (GC/MS).
Sin embargo, esos métodos son costosos, sofisticados, gastan mucho tiempo de
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analisis y requieren gases altamente purificados disolventes de alta pureza y en gran
volumen. La cromatografia de gas-liquida o GLC (por sus siglas en inglés), es utilizada
para determinar plaguicidas no polares, mientras que la cromatografia liquida es
utilizada para determinar plaguicidas polares y no volatiles (Ahmed, 2001). La
cromatografia de capa fina (Sherma, 2003), el analisis de inyeccién en flujo (Dunec et
al, 2003) y la electroforesis capilar (Pico et al., 2003) son también utilizados.

El monitoreo frecuente de Atrazina puede resultar un método costoso y que requiere de
mucho tiempo en laboratorio. A pesar de que la instrumentacion cromatografica esta en
continuo desarrollo, haciendo los procesos mas sensibles y precisos, los costos
continban siendo elevados, con la Ilimitante adicional de que Ilas técnicas
cromatograficas son inadecuadas para realizar monitoreos rapidos bajo condiciones de
campo.

Otro tipo de técnicas utilizadas incluye un método basado en analisis de inyeccion de
flujo con deteccidn micelar de fluorescencia para la determinacién del 2,4-D (Garcia-
Campana et al., 2001), asi como un método que usa una membrana de electrodo PVC
para el pentaclorofenolato (Abbas et al., 2001). Estos métodos dan la oportunidad de
determinar los contaminantes mas rapidamente, sin embargo resultan ser inadecuados,
hasta ahora, por su falta de sensibilidad y alto costo.

Recientes investigaciones se han encaminado en desarrollar métodos sencillos y
rapidos, que posibiliten su uso en los lugares mas apartados y con peores condiciones
de trabajo, para asi vencer las dificultades que se presentan en la actualidad con la
adquisicion de equipos y reactivos, encontrando a los inmunoensayos como la mejor
alternativa. Las especificaciones de los inmunoensayos no sélo los colocan como
técnicas poco costosas, sino que han sido usados desde hace muchos afos, sobre todo
en el area de medicina. Es por ello que hace mas de una década se logré adaptar esta
técnica para estudios ambientales. Los inmunoensayos son pruebas bioquimicas
basadas en el reconocimiento de un antigeno o hapteno por anticuerpos.

La evaluacién de las técnicas analiticas disponibles, comunmente utilizadas en términos
de productividad, costo y precision, han demostrado que los métodos de analisis
inmunoquimicos son mas convenientes econdmicamente hablando, para procesar
muestras ambientales (Meulenberg, 1999; Koester et al.,, 2003; Richardson, 2003;
Magbool et al., 2008). Sin embargo, dentro de las desventajas que los métodos
inmunoquimicos presentan, se puede mencionar el efecto que cada componente puede
tener, causado por efecto de la matriz. Al mismo tiempo, la determinacién de un grupo
de sustancias en lugar de un so6lo compuesto, es ahora de gran interés en monitoreos
ambientales. Los anticuerpos que se han producido y las técnicas de inmunoensayo
que han sido desarrolladas en afnos recientes para analisis especificos de sustancias,
hacen posible la determinacién de las concentraciones de una clase entera de
compuestos con estructuras y propiedades similares. Por ejemplo, plaguicidas del grupo
triazina, herbicidas de los grupos de sulfonilurea (Kolar et al., 2002) y benzoil-fenil urea
(Wang et al., 1998) en la muestra a analizar.
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Los meétodos inmunoquimicos son altamente confiables y no requieren de
instrumentacion costosa pues la mayoria de ellos estan basados en la deteccion
fotométrica, fluorimétrica, luminosa o electroquimica, que son evaluaciones meramente
visuales (Morozova et al., 2005). Los métodos inmunoquimicos son ampliamente
utilizados en la practica analitica, en varias ramas de la medicina y en las industrias
microbiolégicas y alimentaria (Luppa et al., 2001; Liu et al., 2003), tanto que han sido
exitosamente aplicados para la deteccion de virus, hormonas y farmacos en
diagnésticos médicos por anos. Aproximadamente una década atras, las técnicas
cromatograficas dominaron esta area, sin embargo, un cromatografo es actualmente
usado en laboratorios de diagnostico médico sélo en casos especificos, cuando los
resultados obtenidos por métodos inmunoquimicos requieren de confirmaciéon. Los
métodos inmunoquimicos han incrementado su uso para monitoreos ambientales, sin
embargo no son tan utilizados como las técnicas cromatograficas.

El inmunoensayo enzimatico de adsorcion o ELISA (Enzyme-linked immuno-sorbent
assay) ocupa una posicion lider entre los métodos inmunoquimicos utilizados. Cerca del
90% de los métodos inmunoquimicos utilizados para detectar plaguicidas son de tipo
ELISA (Gabaldon et al., 1999). En el inmunoensayo enzimatico, la especificidad Unica
de los analisis inmunoquimicos esta combinada con la alta sensibilidad de la deteccion
de un marcador enzimatico.

2.5 Inmunoensayos

El inmunoensayo es una prueba que usa complejos de anticuerpo y antigeno como
medio para generar un resultado perceptible. Un complejo antigeno-anticuerpo también
es conocido como inmuno-complejo. “Inmuno” se refiere a una respuesta inmunolégica
que hace que el cuerpo genere anticuerpos, y “ensayo” se refiere a una prueba.
Entonces, un inmunoensayo es una prueba que utiliza inmunocomplejos cuando se
unen los anticuerpos y los antigenos.

Los inmunoensayos se diferencian de otros tipos de pruebas de laboratorio, como las
pruebas colorimétricas, ya que usan complejos anticuerpo-antigeno para generar una
senal que pueda medirse. En oposicion, la mayoria de las pruebas de rutina de quimica
utilizan reacciones quimicas entre el reactivo (solucion de sustancias quimicas u otros
agentes) y la muestra para generar un resultado de la prueba.

Existen diferentes técnicas de analisis basados en la unién de un antigeno (el
plaguicida) a anticuerpos especificos. Los inmunoensayos son técnicas analiticas utiles
para la separacion, deteccion y cuantificacion de analitos organicos e inorganicos en
diferentes ambientes y matrices.

Los procedimientos de inmunoensayos han sido desarrollados para un numero de
plaguicidas (Ercegovich et al., 1981, Fatori y Hunter, 1980; Gee et al., 1988; Newsome y
Shields, 1981; Wie y Hammock, 1982; Wie et al., 1982; Newsome, 1986). Ademas, el
ELISA ha sido desarrollado para Atrazina y otros herbicidas triazinicos (Bushway et al.,
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1988; Huber y Hock, 1985). Bushway et al. (1988) desarrollé un ensayo para Atrazina
utilizando un conjugado hapteno/proteina que fue preparado primero derivatizando la
Atrazina en la posicion del cloro y después uniéndola covalentemente a una albumina
bovina (BSA). Otro ensayo es el desarrollado por Huber y Hock (1985), donde se
muestra la sintesis de un hapteno a partir de terbutrina, convirtiéndola a terbutrina
sulféxido y uniéndola a proteinas acarreadoras (hemocianina y BSA). Los ensayos para
el herbicida triazina citados con anterioridad mostraron reactividad cruzada para un
numero diferente de compuestos de triazina.

Los productos de evaluacion (kits comerciales), presentan protocolos de inmunoensayo
que son rapidos, simples y portatiles. Estos productos pueden ser utilizados
exitosamente tanto en laboratorio como en campo, ademas de requerir un conocimiento
limitado. Una ventaja que ofrecen esta relacionada con la capacidad de analizar un
mayor numero de muestras de manera simultanea y en un corto periodo de tiempo.

Los productos de inmunoensayo utilizan una molécula de anticuerpo que detecta y
cuantifica una sustancia en una muestra de prueba, haciendo uso de sus caracteristicas
de union especifica del anticuerpo con la deteccion quimica que produce una respuesta
detectable utilizada para interpretar resultados. La naturaleza de este principio es la
base de algunas de las técnicas analiticas mas antiguas, como la inmunodifusién y la
inmunoelectroforesis. Los métodos inmunoquimicos, incluido el ELISA, estan basados
en la union reversible de un antigeno a un anticuerpo, el cual esta especialmente hecho
para un analito dado:

Kas
Ag + Ac < Ag:Ac

donde Ac es un anticuerpo especifico, Ag es el antigeno, Ag:Ac es el complejo
antigeno-anticuerpo y Kas es la constante de formaciéon del complejo.

En la inmunodifusiéon, se llenan los pocillos excavados en una placa de agar con
antigeno y anticuerpo, que difunden el uno hacia el otro en el agar. Cuando las
sustancias se encuentran, una reaccién de precipitina forma un precipitado insoluble,
que puede observarse bien directamente o tras una tincién con azul de Coomassie o un
colorante de proteinas similar. Esta técnica puede emplearse para comparar diferentes
antigenos (Mathews et al., 2003).

La inmunoelectroforesis permite el analisis de mezclas mas complejas de antigenos y
anticuerpos. Las proteinas de una mezcla compleja, como el suero, se someten a una
electroforesis, tras lo cual se aplica un anticuerpo en una depresion o hueco. Este
método produce multiples reacciones de precipitina en un experimento, y con
variaciones relativamente sencillas puede adaptarse para cuantificar los antigenos de
una muestra (Mathews et al., 2003).

Otra técnica analitica util para caracterizar proteinas es la transferencia Western,
denominada asi por su semejanza superficial con una técnica analitica para acidos
nucleicos a la que se llama transferencia Southern. La transferencia Western
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(denominada mas recientemente inmunotranferencia) se emplea para detectar, en una
mezcla de proteinas o fragmentos de proteinas, las que reaccionan con el mismo
anticuerpo.

En la actualidad, el Analisis Inmunosorbente Ligado a Enzimas (ELISA) se utiliza de
manera mucho mas general para cuantificar las reacciones antigeno-anticuerpo. Se
emplea un reactivo de entrecruzamiento para acoplar covalentemente una enzima a un
anticuerpo que se utiliza para analizar una sustancia concreta. La enzima elegida es
una cuya actividad pueda determinarse con facilidad con una técnica
espectrofotométrica. Aunque este método tiene muchas variaciones, el principio es
analizar los anticuerpos unidos midiendo la actividad de la enzima conjugada.

Para realizar un ELISA, uno de los componentes de la reaccion inmune es usualmente
inmovilizado en una fase sdlida para la separacion de las fracciones de antigeno libre y
unidas; esto también es llamado método heterogéneo de analisis. Como acarreadores
son usadas placas de 96 pozos principalmente de poliestireno (Kolar et al., 2002). El
uso de esferas de poliestireno, particulas magnéticas y tubos de vidrio modificado,
también ha sido reportado. Esos materiales incrementaron la superficie y capacidad de
sorcidon de una fase sdlida y por eso incrementaron la sensibilidad del ELISA. Los
principales tipos de acarreadores de fase soélida fueron caracterizados por Dankwardt
(1999).

Existen muchos ejemplos de aplicaciones del ELISA para el monitoreo ambiental. Entre
otros existen sistemas de analisis de plaguicidas, dioxinas, hormonas, etc. Los kits de
ELISA para determinacion de plaguicidas se producen comercialmente e incluyen todos
los componentes que se requieren para la determinaciéon de los mismos en laboratorio y
en campo. Sin embargo, el ELISA exhibe algunos atributos negativos, entre los que se
puede mencionar la posibilidad de uniones no especificas entre los componentes del
ELISA a lo largo del tiempo de analisis, ya que la reaccién antigeno-anticuerpo en la
superficie toma mucho tiempo en completarse, aproximadamente una hora.

2.5.1 Los anticuerpos

Los anticuerpos son los componentes clave en los inmunoensayos, y éstos pueden ser
de origen policlonal (derivados del suero de un animal después de haber sido
inmunizado con un antigeno) o anticuerpos monoclonales (derivados de un cultivo
celular) (Morozova et al., 2005).

Los anticuerpos son parte del sistema defensivo de los vertebrados y son glicoproteinas
del suero de la clase de las inmunoglobulinas (lg) producidas por el sistema inmune
contra materiales extranos tales como patégenos o xenobibdticos y se unen a la
sustancia blanco con gran afinidad y selectividad. En mamiferos superiores existen
cinco clases distintas de anticuerpos (IgA, IgD, IgE, IgG, IgM), siendo las IgG quienes
forman la mayor parte del suero en los humanos. La principal inmunoglobulina en los
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inmunoensayos es la IgG. Sin embargo todas ellas se construyen a partir del mismo
patrén de inmunoglobulina basico (figura 2.2).

Lugar de

unién del

antigeno
/ Regiones
‘ bisagras

Cadena
ligera

Figura 2.2 Modelo esquematico de una molécula de anticuerpo y un fragmento Fab
(Mathews, 2003)

Las distintas clases de anticuerpos pueden contener de una a cinco moléculas de
inmunoglobulina; cuando hay mas de una, los monémeros estan unidos por un segundo
tipo de polipéptido denominado cadena J. Cada monémero de inmunoglobulina esta
formado por cuatro cadenas, dos cadenas pesadas (H) y dos cadenas ligeras (L) que se
mantienen unidas mediante enlaces disulfuro (figura 2.2). En cada cadena existen
dominios constantes (idénticos para todos los anticuerpos de una clase determinada) y
un dominio variable (son las variaciones de la secuencia de aminoacidos y confieren
especificidad frente a un determinante antigénico concreto). Un dominio es una parte de
una cadena polipeptidica que se pliega sobre si misma para formar una unidad
compacta que continta siendo reconocible dentro de la estructura terciaria de toda la
proteina.

Como se observa en la figura 2.2, los cuatro dominios variables (Vy, Cq, Vi, CL) se
encuentran en los extremos de la estructura del anticuerpo, donde forman dos lugares
de wunidon para los determinantes antigénicos. Las proteinas poseen varios
determinantes antigénicos, es decir, regiones que pueden ser reconocidas por los
anticuerpos especificos para esa region.

La estructura del anticuerpo (figura 2.3) esta dividida en region Fab (fragmento
correspondiente a la regién variable, explicada con anterioridad) y region Fc (regién de
estructura constante).
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~ Fab

> Fe

-

Figura 2.3 Estructura del anticuerpo y sus regiones Fab y Fc

La produccion de anticuerpos de alta afinidad es uno de los problemas mas
complicados en el desarrollo de los meétodos inmunoquimicos, sobre todo si los
anticuerpos hacia un plaguicida en particular son desconocidos.

Los anticuerpos producidos por los linfocitos B de los animales como una respuesta a la
introduccién de sustancias extrafias (antigenos) en el organismo, son llamados
anticuerpos policlonales. Los anticuerpos policlonales son aislados del suero (antisuero)
de animales inmunizados y son proteinas de la clase inmunoglobulinas, heterogéneas
en sus propiedades fisicoquimicas, principalmente en su especificidad y afinidad. El
éxito de la inmunizacion depende significativamente de las siguientes condiciones:

e La inmunogenicidad del conjugado, el cual depende de la solubilidad, el peso
molecular y el hapteno.

e Procedimiento de inmunizacion
Presentacion del antigeno (con o sin adyuvante, una sustancia para realzar la
respuesta inmune).

e Modo de introduccién del antigeno al organismo, dosis y tiempos de
inmunizacion.

e Especies de animales inmunizados.

En afnos recientes, se han obtenido anticuerpos policlonales de alta calidad para un
numero de plaguicidas, cuyo uso se ha enfocado principalmente en el desarrollo de
ELISA.

Los antisueros policlonales para experimentos son obtenidos comunmente de la
inmunizaciéon de conejos, aunque recientemente se ha utilizado la inmunizaciéon en
ovejas. La produccion de anticuerpos policlonales no es una labor dificil y no requiere
de fundamentos considerables, equipos sofisticados o reactivos especiales.

Junto con los antisueros policlonales, los anticuerpos monoclonales son utilizados en
métodos inmunes para determinar plaguicidas. Los anticuerpos monoclonales son
preparados utilizando el sistema inmune de ratén, seguido por la aplicacion de
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tecnologias de hibridomas. Los anticuerpos monoclonales son idénticos en sus
propiedades fisicoquimicas y en su especificidad.

2.5.2 Los antigenos

Se le llama antigeno a toda sustancia que después de haber sido inyectada en el
cuerpo de un animal induce la sintesis especifica de anticuerpos. Principalmente, los
antigenos son macromoléculas, por ejemplo las proteinas, polisacaridos o acidos
nucleicos. Sin embargo, existen otro tipo de sustancias que son moléculas pequenas
llamadas haptenos (por ejemplo, los plaguicidas y aflatoxinas). Para generar una
respuesta con anticuerpos, las moléculas pequefas tienen que ser acopladas a un
acarreador macromolecular (una proteina como la albumina bovina).

La sintesis de haptenos para el desarrollo de un inmunoensayo fue estudiada por
Harrison et al. (1991). Ellos observaron que la produccion de anticuerpos especificos
requiere de la presentacion en forma conjugada (con una proteina acarreadora) del
plaguicida a un sistema inmune animal. Para lograrlo, se necesita del disefio de una
estructura quimica apropiada (en este caso un hapteno modificado) el cual pueda ser
acoplado covalentemente a un acarreador y que pueda llevar a cabo la produccion de
anticuerpos. Si los haptenos contienen grupos activos tales como —COOH, -NH,, -OH,
pueden reaccionar directamente con las proteinas acarreadoras para formar los
antigenos artificiales deseados. Es posible también hacer modificaciones estructurales
para introducir grupos activos en posiciones apropiadas a las estructuras, segun sea
requerido. Se puede obtener una mayor especificidad acoplando el hapteno a su
acarreador por medio de un brazo espaciador, por lo que se obtiene una mayor
exposicion del hapteno en la superficie del acarreador.

Muchos son los haptenos que han sido producidos para ser utilizados como compuesto
blanco, construyéndose asi moléculas con estructuras adecuadas para ser reconocidas
por un sistema inmune.

Dentro de los inmunoensayos, el componente mas importante son los anticuerpos, los
cuales deben presentar una maxima especificidad y sensibilidad para un hapteno
blanco. Dentro de la inmunologia, los haptenos no permiten por si mismos obtener una
respuesta inmune, ya que su peso molecular es muy bajo (<1000 Da). Es por eso que
deben ser unidos de forma covalente a acarreadores apropiados y formar asi
conjugados inmunogénicos artificiales que induzcan indirectamente a las células B
(linfocitos B, los encargados de la respuesta inmunitaria en mamiferos) y asi producir
anticuerpos hapteno-especifico.
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Los haptenos ideales son aquellos que al formar un conjugado con una proteina son
capaces de inducir una respuesta inmune y como resultado producen anticuerpos de
alta calidad y especificidad. Al ser disenados, la estructura quimica final y su
estereoquimica podrian ser idénticas o al menos similares a los haptenos originales. La
mayoria de los haptenos ideales se caracterizan por lo siguiente: un grupo amino, un
carboxilo o0 ambos.

2.5.3 Las enzimas

Con el fin de desarrollar un método cuantitativo o semicuantitativo, los inmunoensayos
requieren el uso de material marcado para asi medir la concentracion del antigeno
presente. Estas marcas son moléculas que reaccionan como parte del ensayo y
generan un cambio de senal que puede ser medido. Las enzimas son un ejemplo de
compuesto que hace que haya un cambio de color de una solucién o sustancia,
permitiéndoles ser utilizadas en los ELISA (Magbool, 2002). Ejemplo de ello son la
peroxidasa de rabano (HRP), la fosfatasa alcalina (AP) y la B-galactosidasa. La
peroxidasa es comunmente usada como marcador enzimatico o trazador, la fosfatasa
alcalina es utilizada en raras ocasiones y otras enzimas tales como la -galactosidasa
(Dankwardt, 1999, tabla 2.2) y la glucosa oxidasa (Benkert et al., 2000) son usadas soélo
ocasionalmente. Varias técnicas son utilizadas en ELISA para evaluar la actividad
enzimatica: la espectrofotometria es la técnica mas difundida; las técnicas de
quimioluminiscencia y fluorescencia (las cuales son mas sensibles) son también
utilizadas.

Los factores como la pureza, la actividad especifica, la sensibilidad en la deteccién del
sustrato, la conjugacion, eficacia después de la conjugacion y la estabilidad del
conjugado afectan la eleccion del marcador para el ensayo. Las enzimas se encuentran
unidas a uno de los componentes del inmunoensayo.
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Tabla 2.2 Sistema de enzimas comunmente utilizadas en los inmunoensayos
(Danwardt, 1999)

i Peso pH Sustratos Sustratos Sustratos
Enzima Fuente | |\ olecular | 6ptimo | colorimétricos | fluorométricos | luminométricos
Adamantil-1,2-
f I " 5 dioxietano
Fosfatasa ntestino : : 3 2w
Sl 6 S 100 000 9-10 Nltrofgggfosfat Metfltljusrf\;tt):g;enl- EarilGEstD-
dioxietano
sustituido
o- Nitrofenil-3-
D-
galactopiranosi
da i
galacﬁ;sidas Escherﬁ_::hr’ 540 000 6-8 Rojo Metilumbeliferil- )
a & coll clorofenolico-B- B-D-galacto-
D- piranosida
galactopiranosi
da
2,2'-azino-di(3-
etil-
benztiazolina
acido p-hidroxifenil-
sulfonico- acido acetico
6)(ABTS)/H;0,
p-hidroxifenil-
Peroxidasa Rabano 40 000 5-7 3,3'-6,5"- acido Luminol
tetrametil- propionico
benzidina
(TMB)/H,0,
0-
fenilendiamina
(OPD)/H,0,

Los factores como la pureza, la actividad especifica, la sensibilidad en la deteccion del
sustrato, la conjugacion, eficacia después de la conjugacion y la estabilidad del
conjugado afectan la eleccién del marcador para el ensayo. Las enzimas se encuentran
unidas a uno de los componentes del inmunoensayo.

2.5.4 Sustratos y cromégenos

Las enzimas utilizadas en los inmunoensayos no podrian producir color alguno en
ausencia de un sustrato. Diferentes tipos de sustratos y cromédgenos han sido utilizados
para reaccionar con una variedad de enzimas (Maqgbool, 2002). Por ejemplo, los
sustratos mas utilizados son el peréxido de hidrogeno (H20;) para la HRP, para-
nitrofenil fosfato para AP vy [p-galactosa para B-galactosidasa. Los sustratos
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comunmente usados son el ABTS, el 5-AS, el OPD vy el 3,3'5,5-tetrametilbencidina
(TMB) (figura 2.4).

Figura 2.4 Formacion de colores por la accién enzimatica sobre distintos cromégenos

Para el caso de la peroxidasa, cuyo sustrato es TMB (figura 2.5), se produce un color
azul que puede ser medido espectrofotométricamente a 650 nm. Ademas, la reacciéon
puede ser detenida con Acido sulfarico 2M y leerse a 450 nm, en este caso el producto
de la reaccion se convierte en amarillo, esto realza la sensibilidad de la reaccién de 2 a

4 veces.

HaC CHy

H2N NH»

HaC CHy

Figura 2.5 Estructura quimica del TMB
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El TMB es oxidado durante la degradacion enzimatica del H,O; por la peroxidasa (figura
2.6). El producto oxidado del TMB tiene un color azul. El color amarillo se forma
después de la adicién de la solucién de paro (en este caso del Acido sulfurico). La
concentraciéon de las muestras desconocidas se determinara por medio de una curva de
calibracion.

CH, CH, CH, CH,
}- _— - "(\ Peroxidasa de rabano )-——
NH;{ >4 »NH, + HO . N NH + 2H,0
LN 4 % 4 o~ .
- - s
/ \ / '
CH CH. CH, CH,
3,3',5,5 Tetrametilbenzidina Color azul -» absorbe a 650 nm

Color amarillo — absorbe a 450 nm

Figura 2.6 Reaccion quimica llevada a cabo por la peroxidasa y el TMB

2.6 Fundamento del inmunoensayo

El analisis inmunoquimico esta basado en la reaccién especifica entre un anticuerpo
(Ac) y su antigeno correspondiente (Ag). La habilidad de una molécula de anticuerpo
para unirse especificamente a un antigeno es controlada por las interacciones quimicas
y estructurales entre el ligando y los anticuerpos en el sitio de combinacion.

La interaccion Ag-Ac es reversible y no involucra formacién alguna de uniones
covalentes (figura 2.7). La unidén se da como resultado de una variedad de interacciones
tales como hidrofébicas, idnicas y fuerzas de Van der Waals. La energia de unién se
incrementa con el numero de interacciones quimicas especificas entre el analito y los
residuos de aminoacidos en el sitio de unidon del Ac, por lo que la selectividad y
sensibilidad de un inmunoensayo estan controladas por la naturaleza del proceso de
unién Ag-Ac. '
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Figura 2.7 Fuerzas que participan en la interacciéon Antigeno-Anticuerpo

Las técnicas de inmunoensayos se clasifican como competitivos y no competitivos, y
como homogeéneos y heterogéneos. La medicion del analito en un inmunoensayo se
logra usando el formato tanto competitivo como el no competitivo. En los formatos
competitivos, el analito sin marcar en la muestra (generalmente antigeno) se mide por
su capacidad para competir con un antigeno marcado en el inmunoensayo. El antigeno
sin marcar bloquea la capacidad del antigeno marcado a unirse, puesto que ese punto
de unién en el anticuerpo ya se encuentra ocupado. Para analitos de bajo peso
molecular (haptenos) tales como plaguicidas en disolucién, se deben emplear analisis
de tipo competitivo, utilizando concentraciones de anticuerpos muy bajas.
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Los formatos de ensayo no competitivos generalmente proporcionan el nivel mas alto
de sensibilidad y especificidad del ensayo y se aplican a la medicion de analitos criticos
en el area médica. Este tipo de formato es conocido como ensayo “sandwich” ya que el
analito estd unido (como un sandwich) entre dos reactivos de anticuerpo muy
especificos.

El anadlisis puede realizarse como un ensayo homogéneo sin la separacion de los
reactivos, pero los mas comunes son los analisis heterogéneos donde los reactivos sin
reaccionar son eliminados antes de la medicion.

El fundamento de un inmunoensayo competitivo, se basa en el uso de una cubierta de
anticuerpos. En el primer paso, los anticuerpos deben ser adsorbidos a una fase soélida
(por ejemplo a los pozos de las microplacas), lo cual se conoce como paso de cubierta.
La inmovilizacion esta basada en la adsorcion pasiva de los anticuerpos a una
superficie plastica (por ejemplo poliestireno). La adicién del analito (hapteno) a los
anticuerpos unidos a la placa de ELISA, es la fase del proceso que esta determinada
por la especificidad de los componentes que interaccionan. La posterior adicion del
trazador, obliga a ambos componentes a competir (de acuerdo a su concentracién) por
los sitios de union libres de los anticuerpos. Después de remover los reactivos sin unir,
se adiciona el sustrato que reaccionara con la enzima que forma parte del trazador, asi
producira una sefal que es inversamente proporcional a la concentracion del analito.

El inmunoensayo de tipo competitivo también presenta el formato de inmovilizacién del
analito en una fase sélida en la cual se adiciona los anticuerpos y posteriormente los
anticuerpos marcados enzimaticamente. Los analitos se unen a los anticuerpos libres
de acuerdo a la concentracion de los reactivos (tanto analito como trazador). Si se
utiliza un anticuerpo marcado, la cantidad de anticuerpo unido a la fase soélida puede ser
determinado directamente después del paso de lavado. De manera alternativa, se
puede utilizar un anticuerpo secundario marcado, esto para detectar al anticuerpo que
ha sido unido a la fase solida. La senal sera inversamente proporcional a la cantidad de
analito libre en la muestra.

Una vez iniciado un inmunoensayo de tipo competitivo, pueden darse tres situaciones
posibles (figura 2.8): a) en ausencia de plaguicida en la muestra a analizar (columna
izquierda), sélo el marcador enzimatico se puede unir a los anticuerpos; b) en presencia
del plaguicida y marcador enzimatico (columna media), ambos pueden reaccionar con
los sitios de unién de los anticuerpos disponibles; y c) el exceso de plaguicida (columna
derecha) reemplaza al marcador enzimatico del sitio de unién del anticuerpo. Por tanto,
si la concentracidbn de plaguicida en la muestra a analizar es menor que la
concentracion de marcador enzimatico adicionado, este ultimo estara unido en su
mayoria a los anticuerpos. Posteriormente, se hace la adicién del sustrato enzimatico,
con lo que ocurre una reaccion que produce un color cuya medicion se hace por
absorbancia. Si la concentracion de plaguicida a medir es menor que la del marcador
enzimatico, la absorbancia obtenida sera alta (columna a). Caso contrario, si la
concentracion de plaguicida fuese alta, la absorbancia medida tendria valores bajos
(columna c).
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a b C

1. Cubierta de anticuerpos

‘YYYilYYY Y Yy
YYYY

2. Lavado para eliminacion de anticuerpos no unidos

evre] bervy] byve

3. Adicion del hapteno, lavado y postenior adicion del marcador enzimatico

4_lLavado (para eliminacion de reactivos no unidos)

$riy

5. Reaccion enzimatica (por adicion del sustrato, reaccion colorimétrica)

w7 Hapteno @ Marcador enzimatico

Figura 2.8 Inmunoensayo enzimatico heterogéneo competitivo (modificado de
Danwardt, 1999)
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2.7 Ventajas del ELISA

Los autores Hennion y Barcelé (1998) hicieron una comparacion de costos del ELISA
haciendo la determinacion de plaguicidas (molinato, metalaxil, clorosulfuron vy
diflubenzuron) como ejemplo. Las caracteristicas especificas del ELISA permitieron
llevar a cabo la realizacién del analisis de mas de 100 muestras por dia sin un
considerable incremento de los costos del analisis. Ademas hay que tomar en cuenta el
trabajo del operador que es de cerca de 2 horas, ya que se requiere un tiempo
considerable para la incubacion de los reactivos. Es importante tomar en cuenta que en
muchos laboratorios se utilizan placas de 384 y 1536 pozos, en lugar de las placas de
96 pozos, lo que incrementa notablemente la productividad del ensayo, permitiendo
analizar miles de muestras al dia. Si se compara esta cantidad con las analizadas con
HPLC (s6lo puede analizar unas 4 al dia) entonces es posible establecer la eficacia del
ELISA. Ademas, hay que tener en cuenta que los reactivos para ELISA son menos
costosos que los utilizados en GLC o HPLC.

La gran mayoria de los inmunoensayos comerciales para plaguicidas (o kits de analisis)
presentan un formato competitivo. Una de las grandes ventajas de su uso, es la rapidez,
la sensibilidad y la posibilidad de efectuarse in situ con una gran cantidad de muestras
por dia. Con todo lo anterior y a pesar de estas ventajas, la acertada aplicacién de estos
meétodos en monitoreos rapidos, depende de varios factores que incluyen entre otros, la
calidad del analito, que considera parametros como la repetitibilidad y reproducibilidad,
y de su validacién en comparacion con aquellos resultados obtenidos mediante técnicas
convencionales (Gabaldon et al., 1999).
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3 JUSTIFICACION

Los plaguicidas son sustancias quimicas que permiten controlar plagas y vectores de
enfermedades, pero son una de las principales causas de contaminacion del agua. La
Atrazina es un herbicida ampliamente utilizado, y aunque sélo es ligeramente téxico,
puede actuar como disruptor endocrino, afectando la funcién reproductiva de los
vertebrados. Las técnicas utilizadas para la deteccion de Atrazina incluyen a la
cromatografia de gases, la cromatografia liquida y espectroscopia infrarroja, sin
embargo son procedimientos que requieren de equipos costosos e insumos de
adquisicién frecuente, asi como de personal altamente capacitado en el uso de esos
equipos y consumo de tiempo. Los kits ELISA se emplean en la cuantificacion vy
deteccidon rapida, especifica y sensible de residuos de plaguicidas tales como la
Atrazina en agua, sin embargo en México no existen a la venta excepto por importacion,
que elevaria los costos. Es por ello que se propone la adaptacion de una técnica de
ELISA, empleando componentes sintetizados en el laboratorio.

Los plaguicidas son moléculas pequenas que no causan respuesta inmunologica ni
tampoco presentan grupos funcionales que posibiliten su acoplamiento o conjugacion a
una proteina. Por esta razén es necesario realizar la sintesis de un hapteno con esas
caracteristicas y posteriormente enlazarlo covalentemente a las proteinas acarreadoras,
siendo esto un aspecto clave en el reconocimiento y cuantificacion de moléculas
pequefas en un inmunoensayo.

La Atrazina acido caproico es un hapteno cuya estructura quimica le permite unirse a
proteinas, pues posee una parte isopropilamino por un lado y una parte del Acido
aminocaproico por el otro. Esta ultima se convierte en el sitio de unién con la proteina.
Estas caracteristicas lo convierten en una molécula perfecta para ser utilizada en
inmunoensayos y técnicas relacionadas.

Si se logra conjugar el hapteno sintetizado y la enzima peroxidasa, se obtendria un
marcador enzimatico que puede ser utilizado en pruebas de tipo ELISA para la
deteccion de Atrazina en agua y asi proponer una alternativa a los métodos
tradicionales (CG-MS y HPLC) que resultan costosos y complicados.
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4 HIPOTESIS

Es posible llevar a cabo la sintesis de una molécula de estructura similar a la Atrazina,
pero con caracteristicas quimicas adicionales que le permitan unirse a una enzima
peroxidasa para formar un complejo capaz de funcionar como marcador enzimatico.
Dicho complejo podra ser reconocido por anticuerpos monoclonales especificos para
Atrazina y ambos ser utilizados en un ELISA de tipo competitivo para evaluar la
presencia de Atrazina en agua.

5 OBJETIVO
GENERAL

Sintetizar e identificar una molécula con un disefio estructuralmente parecido a la
Atrazina (hapteno), y que posee una estructura lateral (dado por la incorporacién
del Acido aminocaproico) que la habilita para unirse a una enzima peroxidasa.
Utilizar la especificidad de este complejo enzimatico a anticuerpos monoclonales
especificos para Atrazina y asi detectar el herbicida en agua por medio de un
ELISA competitivo.

PARTICULARES

o Realizar la sintesis del hapteno tomando como base la estructura ciclica del
Cloruro cianurico e incorporando, por un lado, la Isopropilamina y por otro, el
Acido aminocaproico.

e Confirmar su estructura por medio de analisis cromatograficos.

e Sintetizar un complejo marcador enzimatico, acoplando el hapteno sintetizado a
una enzima peroxidasa.

e Adquirir de forma comercial, anticuerpos monoclonales especificos para
Atrazina.

e Incorporar el marcador enzimatico preparado con anticuerpos monoclonales
comerciales especificos para Atrazina para el desarrollo de un inmunoensayo
ELISA competitivo, para lo cual es necesario determinar las concentraciones a
utilizar de cada componente.

e Elaborar una curva de calibraciéon para la cuantificacion de Atrazina en
muestras de agua.
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6 MATERIALES Y METODOS

6.1 Sintesis y caracterizacion del hapteno

Para la sintesis del hapteno, se conformé una sola metodologia (figura 6.1) a partir de
las propuestas de dos autores, Magbool (2002) y Dunbar (1985, 1990), tomando en
cuenta los puntos principales de cada procedimiento analizado.

SINTESIS DEL HAPTENO
(adaptacion a partir de Magbool y Dunbar)

De manera separada
pero al mismo tiempo

De manera separada
pero al mismo tiempo

Figura 6.1 Metodologia adaptada para la sintesis del hapteno
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6.1.1 Sintesis del hapteno

En un matraz de tres bocas, se disolvieron 0.05 moles (9.22 g) de Cloruro cianurico en
100 mL de tolueno por medio de agitacion. Se mantuvo una temperatura inicial de 5°C
mediante un bafo de hielo. Posteriormente, a esta disolucion se adicionaron 0.05 moles
de NaOH, a razéon de 30 pL/min, como una disolucién al 30% (6.7 mL), por medio de
una probeta graduada. Al mismo tiempo, utilizando una segunda probeta graduada, se
adicionaron 0.05 moles de Isopropilamina como una disolucién acuosa al 70%, a razén
de 15 pL/min (figura 6.2).

Figura 6.2 Material utilizado para la sintesis del hapteno

La temperatura se elevd ya que la reacciéon es exotérmica. El pH se midié en todo
momento, manteniéndose entre 11 y 12, por adicion de NaOH 0.05M. La reaccion se
mantuvo estable por una hora a 20°C. Las caracteristicas de los reactivos utilizados en
el procedimiento se encuentran en la tabla 6.1.

Tabla 6.1 Reactivos utilizados en la sintesis y purificacion del hapteno

REACTIVO CANTIDAD UTILIZADA MARCA CALIDAD
Tolueno 100 mL J.T. Baker
Cloruro cianurico 0.05 mol Aldrich, C95501 | Sintesis quimica
NaOH 0.05 mol J.T. Baker Grado reactivo
Isopropilamina 0.05 mol Sigma, 19632 | Sintesis quimica
Ac. aminocaproico 0.05 mol Sigma, A7824 | Grado reactivo
HCI - J.T. Baker Grado reactivo
Silica gel 2049 J.T. Baker Grado ACS
Acetato de etilo:Hexano 80:20 J.T. Baker Grado ACS
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Después de ese tiempo, la reaccion fue finalizada con el cambié el pH a 3 con HCl y se
mantuvo en agitaciéon por 30 minutos mas. Al término de este tiempo se habria formado
un compuesto monosustituido. Posteriormente se decanto la fase acuosa. Para verificar
la formacion del compuesto buscado, se tomé una alicuota de la fase organica obtenida
hasta este punto y se realiz6é un analisis por CG-EM (ver seccién 7.1 de resultados).

La fase organica se trasladé a un matraz bola y se adicionaron 0.05 moles de Acido
aminocaproico (6.56 g) disueltos en 10 mL de NaOH 5M. La reaccion se mantuvo en
agitacion y a pH 11 por una hora, adicionando NaOH 0.05M. El tolueno se removio a
presion reducida con un rotovapor. Los residuos se disolvieron con 50 mL de agua y se
ajusté el pH a 3 con HCI. El producto se filtr6 en un embudo y se lavé muy bien con
agua para remover el NaCl que se formo con la adicién del NaOH y el HCI. El producto
filtrado se dejé secando en el embudo por varias horas.

6.1.2 Purificacion del hapteno obtenido

La purificaciéon del hapteno se realizé por cristalizacion. Se disolvieron 2 g del hapteno
sintetizado en acetato de etilo, y fueron puestos en una columna de silica gel (2.5x40
cm) a eluirse con acetato de etilo:hexano (80:20). Con la ayuda de una lampara de UV
se visualizé el avance de la banda correspondiente al compuesto sintetizado y se
colectd exactamente esa fraccion eluyente, que se secd por medio de un rotavapor. Los
residuos se purificaron mediante recristalizaciones sucesivas, dos de cloroformo y una
vez de acetona.

6.1.3 Caracterizacion del hapteno sintetizado

Una pequena porcion del derivado sintetizado ya purificado fue analizado por
cromatografia de gases (previa reaccion de derivatizacién con Diazometano).

6.2 Sintesis del marcador enzimatico

El trazador o marcador enzimatico fue sintetizado acoplando el hapteno obtenido a una
peroxidasa. Para ello, 10 mg del hapteno purificado fueron puestos junto con 17 mg de
n-hidroxisuccidimida y 62 mg de diciclohexilcarbodimida (DCC) y disueltos en 1.3 mL de
dioxano seco. Se incubo por 18 horas a temperatura ambiente.

Posteriormente, la mezcla fue adicionada, de forma lenta, a una disolucién de 20 mg de
enzima peroxidasa (POD, Sigma-Aldrich, P6782) en 3 mL de bicarbonato de sodio (0.13
M). Se incub6 por 3 horas mas en agitacion. Al término de ese tiempo, la disolucién fue
dializada por tres dias contra un buffer de fosfatos (PBS) 0.04 M y pH 7.2. EI PBS fue
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preparado con los reactivos encontrados en la tabla 6.2. El conjugado obtenido se
almaceno a 5° C en absoluta oscuridad.

Tabla 6.2 Componentes y preparacion del buffer PBS para la dialisis

REACTIVO CANTIDAD UTILIZADA
Na;HPO, 1.784 g
KH,PO, 0.2g
KCI 02g
NaCl 85¢g
Disolver los componentes en H,O desionizada,
aforar a 1L y ajustar el pH a 7.2 con HCI

6.3 Preparacion de las placas de ELISA

Se realizé la cubierta de las placas de ELISA con anticuerpos utilizando placas NUNC
de 96 pozos. Los anticuerpos contra Atrazina ([8.F.20] ab30533, marca Abcam) fueron
diluidos con buffer de cubierta (tabla 6.3) hasta alcanzar una concentracion de 1 pg/mL
(figura 6.2).

Tabla 6.3 Componentes y preparacion del buffer de cubierta

Buffer carbonato/bicarbonato 0.1 M, pH 9.6

REACTIVO CANTIDAD UTILIZADA
Na,CO, 15154
NaHCO; 34

Disolver los componentes en 1 L de H,O desionizada.
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Figura 6.3 Diagrama de los pasos seguidos para realizar la cubierta de anticuerpos

De la disolucion de anticuerpos se colocaron 100 pL en cada pozo de la placa, excepto
para aquellos pozos utilizados como blancos. Se cubri6é la placa con parafim y se
incubd 16 h a 4°C. Posteriormente se lavaron los pozos tres veces con buffer PBS-T
(200 pL por cada pozo) (tabla 6.4). Para evitar que otras moléculas se adhieran a la
placa se bloquearon los espacios utilizando una solucién de bloqueo que contenia
buffer PBS y leche descremada al 5%.

Pagina 32



(w Programa de Posgrado

MTA Tesis: Adaptacion de una técnica de ELISA para la deteccion de Atrazina en agua

Tabla 6.4 Preparacion del buffer PBS-T

Buffer PBS 0.01 M, pH 7.4
REACTIVO CANTIDAD UTILIZADA

Na,HPO, 1.16g
KH,PO, 01g
KCI 01g
NaCl 49

Tween 20 0.05% (viv)
Disolver los componentes en 1 L de H,0 desionizada.

Distintos tipos de blancos fueron utilizados, esto con el propésito de descartar falsos
positivos durante la prueba (tabla 6.5).

Tabla 6.5 Distintos blancos utilizados

Marcador : Resultado
enzimatico ek tie ool esperado

Anticuerpo Objetivo

Comprobar que la
solucién de bloqueo
NO SI SI Sl NEGATIVO impide la unién del
marcador enzimatico

a la placa.
Verificar que en
ausencia del
Si NO Si Sl NEGATIVO | marcador enzimatico,

BLANCO el TMB no
reaccionaria.

Cerciorarse que el
marcador enzimatico

solo reaccionara en
Sl Sl NO Si NEGATIVO presencia de un
sustrato y en su

ausencia no
presentara color.

Para bloquear los espacios no ocupados por los anticuerpos, se utilizaron 200 pL de
disolucién de bloqueo (buffer PBS con leche en polvo descremada Svelty al 5%) en
cada pozo. Se cubrié la placa con parafilm y se incubd toda la noche a 4° C. Se lavé la
placa dos veces con buffer PBS. Si no se utilizan, las placas pueden ser guardadas a

4°C.

Pagina 33




(@ Programa de Posgrado

MTA Tesis: Adaptacién de una técnica de ELISA para la deteccion de Atrazina en agua

6.4 Procedimiento del inmunoensayo competitivo

Como paso inicial, se realizd la preparacién de estandares, disolviendo 5 mg de
Atrazina (Atrazina, Lot. 380-40A, CHEM SERVICE, 98% de pureza) en 50 mL de etanol
grado absoluto. A partir de esta disolucion stock se preparé una disolucién de 1 mg/L y
con ella se prepararon diluciones con las concentraciones 0.01, 0.1, 1.0, 5.0, 6.0, 7.0,
8.0, 9.0, 10.0 y 100.0 pg/L utiizando agua desionizada. Se evaluaron tres
concentraciones de anticuerpo, 1 pg/mL, 0.5 pg/mL y 0.3125 pg/mL, esta ultima de
acuerdo a la relacion 1:3200 utilizada por Schneider y Hammock (1992). Por otro lado,
se emplearon dos diluciones de marcador enzimatico (1:10000 y 1:20000). El
procedimiento para la realizacion del inmunoensayo (figura 6.4) fue el siguiente:

Se colocan 200 pL de la
muestra a analizar en cada
pozo

.

Se diluye el marcador
enzimatico hasta obtener la
dilucion deseada y se colocan
50 pL en cada pozo, excepto
en los pozos blanco

'

Se incuba por1 hyselava 3
veces con PBS

i 6 mg de TMB + 1 mL de
4z et daay dimetilsulfoxido.
prepara la disolucion ae » Tomar 400 uL y adicionar 100
sustrato pL de HO2 al 1% (V).
¢ Adicionarlos a 25 mL de buffer
de acetato de sodio 0.1 M
Se adicionan 200 uL de
disolucion de sustrato en cada
pozo
.
Se detiene la reaccién
después de 20 minutos con
100 pL de HzS04 2 M

.

Se lee |a placa a 450 nm en un
lector de ELISA

Figura 6.4 Procedimiento a seguir para el ELISA competitivo
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En cada pozo de la placa (figura 6.5) se colocaron 200 uL de la muestra estandar,
seguidos por 50 pyL del marcador enzimatico (excepto en aquellos pozos que serian
utiizados como blanco). Antes de ser utilizado, el marcador enzimatico se diluyé con
buffer PBS para obtener la diluciéon propuesta.

La placa se agité por 30 segundos y posteriormente de incubd por una hora. Se lavé la
placa tres veces con buffer PBS y se adicionaron 200 uL de solucién de sustrato a cada
pozo de la placa. Dentro de cada circulo esta escrita la concentracion de Atrazina en
pg/L. Esta solucion de sustrato contenia una solucion de 400 pL de TMB (6 mg de TMB
disuelto en 1 mL de dimetilsulfoxido) y 100 uL de H;0; al 1% (v/v) en 25 mL de buffer
de acetato de sodio 0.1 M (ajustado a pH 5.5 con Acido citrico 1 M). La reaccion fue
detenida después de 20 minutos con 100 pL de H,SO4 2 M para cada pozo. La placa
se ley6 a 450 nm con un lector de ELISA Labsystem Multiskan. El esquema
representado en la figura 6.5 se realizé una sola vez, y de los resultados obtenidos se
realizaron distintas pruebas con el objetivo de encontrar las concentraciones correctas
para ser utilizadas como estandar (ver Anexo B).

. Marcador enzimatico 1 dilucion 1:10000 Q Marcador enzimatico 2 dilucion 1:10000

. Marcador enzimatico 1 dilucion 1:20000 . Marcador enzimatico 2 dilucion 1:20000
1 2 34 6 0.7 895 111 12

(6
(4
9,
9,
O

XX
S

PEI P

&
R
R R

A
B
C
D
E
F
G
H

. Blanco (sin Ac) . Blanco (con Ac) Cl Agua

Figura 6.5 Esquema representativo de la placa de ELISA
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6.5 Tratamiento de los datos

Los promedios de los valores de las absorbancias opticas (OD) obtenidas fueron
calculados y convertidos a porcentaje de maxima absorbancia (Magbool, 2008), por
medio de la siguiente férmula:

% B 2 A - AExcess

x 100
B() A{} e AExcess

(1)

Donde:

A = absorbancia

Ao = valor mas alto de la curva

A excess = Vvalor mas bajo de la curva

Los valores de %B/B, fueron graficados contra la concentracién correspondiente de
Atrazina de los estandares y posteriormente se graficé el logaritmo de %B/Bg contra la

concentracion de Atrazina para obtener la linearizacion de la curva estandar, segun la
siguiente ecuacion:

%B/Bo
100 — %B/Bo

Logit (0B/Bo) =

6.6 Analisis estadistico

Las absorbancias obtenidas se interpretaron considerando que se originan de un
inmunoensayo de tipo competitivo en el que las absorbancias menores corresponden a
concentraciones mayores de Atrazina y viceversa.

En una determinacion de tipo ELISA, es necesario establecer dos puntos de corte, uno para
diferenciar los valores positivos de los negativos por el lado de las concentraciones bajas, y uno
mas para el lado de las altas concentraciones. Un procedimiento muy empleado para la
eleccion de los puntos de corte se basa en obtener la suma de los valores de densidad
Optica de los controles negativos mas dos desviaciones estandar. Se obtuvieron todas
las absorbancias correspondientes a cada concentracion de Atrazina, asi como aquellas
obtenidas por el control negativo (sin anticuerpos). Para la discriminacion diagnéstica se
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realizé el calculo del valor de la media, desviacion estandar y coeficiente de variacion,
tanto para negativos como positivos.

Para determinar que las absorbancias aparentemente positivas son diferentes de las
aparentemente negativas, se realizé una prueba estadistica de comparacion de medias
usando la prueba t de Student para cuando se desconocen las varianzas. Se prob¢ la
hipétesis nula de que las medias de las poblaciones de muestras son iguales (Hp :
H1=H2) contra la alternativa de que son desiguales (Ha : p1#H2). Como datos se utilizaron
las medias de las muestras y las desviaciones estandar. Se obtuvo la estimacion
mancomunada calculando el promedio ponderado de las varianzas (ecuacioén 1).

(n;-1) 5,2 + (n,-1) 5,2

n,+n,-2 o
17772 Ecuacién 1

Posteriormente se aplico la estadistica de prueba (ecuacion 2).

(X1 = X%;) = (K1 - 1,)

=
Vsp2 | Vsp2
nl n2

Ecuacion 2

Cuando la hipotesis nula es verdadera, la estadistica de prueba se distribuye
aproximadamente como la distribucion t de Student con los grados de libertad dados

por la ecuacion 3.
2
2 2
( S2+S, )

ﬁﬁ n)? 4 .(5;3[ ny)%
n

n .,
1 2 Ecuacién 3

df =

Se tom6 un valor de intervalo de confianza del 95% (0=0.05) y con los grados de
libertad obtenidos, se obtuvo el coeficiente de confianza. Posteriormente se obtuvo la
estadistica de prueba calculada por la ecuacién 4.

(%1 = %) - (Kg - 1)

Vsp2 . Vsp2
nl n2

Ecuacion 4

Por ultimo se tomo la decision estadistica de aceptar o rechazar la hipétesis nula.
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7 RESULTADOS

7.1 Sintesis y caracterizacion del hapteno

De inicio la sintesis del hapteno se realizé siguiendo el procedimiento hecho por
Maqgbool (2002). Ella menciona que la sintesis debe llevarse a cabo en una reacciéon de
un solo paso, en la cual se adicionan los reactivos hasta conformar la molécula deseada
(2 cloro-4-(isopropilamino)-6- [(carboxipentil)amino]-s-triazina) (figura 7.1).

CHy | i
0 A K e o
HCHN ™ NH G-C- ©- €--C__
HHKRRH TOH
Figura 7.1 Estructura quimica de la Atrazina acido caproico

La sintesis se intentd en tres ocasiones sin éxito (ver Anexo A), por lo que se realiz6
una exhaustiva revisioén bibliografica de reacciones analogas. Un documento de Baldi
(1978), hace énfasis en la importancia de los tiempos de reaccion, en la estequiometria
de los componentes, asi como en la forma de adiciéon de los mismos durante la sintesis
de otras cloro amino-s-triazinas. Baldi propone una reaccion de dos fases; una donde el
primer grupo amino (proveniente de la Isopropilamina) se unira al anillo de triazina y una
segunda fase donde la parte caproica (del Acido aminocaproico) se unira después.
Cada fase es terminada con el cambio de pH a 3.

Basado en lo anterior, se conformé una sola metodologia (figura 6.1), tomando en
cuenta los procedimientos de sintesis mencionados por Magbool y Dunbar, y fue ésta la
que se utilizé para la sintesis del hapteno. La metodologia se resume brevemente en la
figura 7.2.
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Fase 1 de
la reaccion

Fase 2 de
la reaccion

\

SINTESIS DEL
HAPTENO

Fase organica
et
0.05 moles acido aminocaproéico
.'.

0.05 moles NaOH

l

Mantener la reaccién

porihapHi1y
remover el tolueno

Disolver los residuos
en aguay ajustar el pH
a 3. Filtrar y lavar con
agua.

Figura 7.2 Sintesis del hapteno resumida

Al finalizar la primera fase de la reaccion, se analizé el compuesto obtenido en la fase
organica (imagen 1) por cromatografia de gases acoplada a espectrometria de masas
(figura 7.3). Se hizo un analisis del cromatograma obtenido y se encontré que existian
tres picos sobresalientes. Uno coincidia con restos de Cloruro cianudrico (minuto 11.842)
y otro correspondia a la Propazina (minuto 22.992). No obstante, también fue posible
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observar un pico principal en el minuto 19.53, cuyo espectro de masas (figura 7.6),
coincide con un compuesto de peso molecular 207, justamente el peso que
corresponde a un anillo triazinico sustituido en uno de sus cloros por la Isopropilamina
(figura 7.4).

Figura 7.3 Separacion de la fase organica y acuosa de la primera etapa de reaccion

Es importante mencionar que una molécula de Atrazina por si sola, no puede unirse a
una proteina o enzima, pues carece de la estructura quimica apropiada para hacerlo, es
por eso que, el paso mas importante del desarrollo propuesto, es precisamente la
sintesis del hapteno, pues de él dependera el éxito del ELISA.

MCountsd 1953 RIC Merged sg int-dil sms 2000 CENTROID Raw [
15 04 :
3 a 3
f ¥ W a :
3 H 3
10 03 v
. 753 CI -
3 )\\-. «
50:5 h: N )‘\ E
] /l\ //l\ NT SN
253 . ¥ N ;
3 1184 | H H
E 29
m | j
10 ) 0 :
mantes
_ Seg 2 El Time 00040 25 _ELAutoFull 5650 m/z ]
Scars si0 1255 1964 4

Figura 7.4 Cromatograma de la mezcla de reaccion obtenida en la primera etapa de la
reaccion
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Cl

%K.
= )
HCHH (o]

cus

N

PM= 207

Figura 7.5 Estructura de la molécula esperada al final de la primera etapa de la
reaccion

En el espectro de masas (figura 7.5) aparece el ion con mayor presencia en m/z= 209.
El peso molecular del Cloruro cianurico monosustituido con un grupo isopropil fue
calculado como 207 g/mol. Segun la abundancia isotépica del cloro, los iones en m/z=
209 y 211 deben aparecer con la abundancia relativa de 65.3% y 10.6%
respectivamente, en este caso en el espectro de masas no se obtuvo la abundancia
relativa de iones esperada, probablemente por una muestra altamente concentrada. En
la espectrometria de masas es frecuente que las intensidades del espectro de masas
varien ligeramente. Normalmente si la muestra estd muy concentrada, podria
modificarse la abundancia relativa de los picos de iones (para el espectrometro de
masas Saturn con detector de trampa de iones |la abundancia relativa para los picos es
muy sensible a la concentracion total del analito), por lo que el espectro de masas
resulta aceptable para el producto monosustituido. Ademas, el producto eluye entre el
Cloruro cianuarico (perfectamente reconocido) y su derivado de Isopropilamina
doblemente sustituido, lo cual refuerza el argumento del producto monosustituido.
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Figura 7.6 Espectro de masas de la molécula encontrada al tiempo 19.491 en el
cromatograma mostrado en la figura 7.4

Posteriormente se continud con la segunda etapa de la reaccion (figuras 7.7, 7.8 y 7.9)
y el producto final fue analizado en un sistema acoplado CG-EM, previa derivatizacion
con Diazometano.

Figura 7.7 Final de la segunda fase de la reaccion. a) Ajuste de pH a 3 para finalizar la
reaccion. b) Apariencia final del compuesto antes de ser filtrado
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Figura 7.8 Proceso de filtracién del producto final

Figura 7.9 Columna cromatografica utilizada para la purificacion del hapteno

Para que el analisis en el sistema CG-EM del hapteno sintetizado se llevara a cabo con
éxito, se utilizd el proceso de derivatizacion. La derivatizacion es el proceso de
modificacion quimica de un compuesto que produce un nuevo compuesto, el cual tiene
propiedades que son compatibles para el analisis cromatografico, sobre todo en
moléculas que se adsorben en sitios activos en el inyector o0 a lo largo de la columna. La
derivatizaciéon incrementa la volatilidad de los compuestos, eliminando la presencia de
grupos polares OH, NH y SH. En estos casos la muestra de interés no es detectable ya
que posee grupos terminales de tipo —NH3; y —COOH que tienden a unirse a los sitios
activos, evitando que sean detectadas. Algunas moléculas tienden a tener baja
volatilidad debido a su tamano y a fuertes atracciones intermoleculares entre los grupos
polares. Durante la derivatizacion, se realiza la sustitucion de los grupos terminales
acidos o basicos, por ejemplo, con grupos -CHs3, haciendo que la molécula adquiera
mejores propiedades de volatilidad y sea detectable en un cromatograma. En la
reaccion de derivatizacion de la Atrazina acido caproico llevada a cabo se utilizo el
reactivo Diazometano, el cual cambia a las regiones donde se encuentra un NH3 y
metila los grupos —COOH. Una vez que el producto fue derivatizado, se analizé en un
CG-EM Varian Saturn. Con la derivatizacién, la molécula de Atrazina acido caproico de
peso molecular 301 g/mol daria lugar a la formacion del éster metilico de peso
molecular 315 g/mol. La separacién de los iones por la espectrometria de masas podria
originar tres productos posibles, sin embargo el espectro de masas encontrado (figura
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7.10) sélo muestra el éster metilico del acido. A pesar de no contar con un espectro de
masas mas claro, el detectar un pico de uno de los productos posibles, es evidencia
suficiente de que se tiene la atrazina acido caproico.

El hapteno se sintetizO en dos ocasiones bajo las mismas condiciones, es decir, se
preparé por duplicado. En ambos casos el producto fueron analizado por CG-EM
después de una reaccién de derivatizacion en Diazometano. Se les nombré hapteno 1y
hapteno 2 para diferenciarlos.

Los resultados obtenidos del analisis cromatografico del hapteno 1 y 2 asi como los
espectros de masas (figuras 7.10 y 7.11), muestran la presencia de un pico al minuto
54.85 de cada cromatograma, analisis realizado después de la reaccion de
derivatizacién. Por el lado de los espectros de masas, al ser comparados muestran
entre si grupos coincidentes que permiten concluir que ambos moléculas derivatizadas
son idénticas.
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Figura 7.10 Cromatograma y espectro de masas obtenido para el hapteno 1
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Figura 7.11 Cromatograma y espectro de masas obtenido para el hapteno 2

Debido a que los espectros de masas coinciden, esto es, el hapteno 1 es idéntico al
hapteno 2, es también una muestra de que la reaccién de obtencion del hapteno se
pudo reproducir, sin problemas, en el laboratorio.

Se debe resaltar la importancia de que la molécula final tenga un peso molecular de
301, ya que esto es indicativo de que la parte caproica (de la segunda fase de la
reaccion) se unio exitosamente al anillo triazinico, y que gracias a este fragmento, es
posible su union a la peroxidasa.
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7.2 Evaluacion del inmunoensayo

Uno de los experimentos mas importantes de este estudio, consistié en evidenciar la
habilidad del conjugado sintetizado para unirse a los anticuerpos adquiridos. Para ello,
se evaluaron la concentracion de anticuerpos y de marcador enzimatico a utilizar y
cuyas absorbancias fueran congruentes con la concentracion de Atrazina a evaluar.
Con este objetivo, se plante6 utilizar la metodologia propuesta por Magbool et al.
(2002).

Una parte fundamental de la implementaciéon de la metodologia consistié en determinar
la concentracion idénea de cada uno de los componentes que forman parte del ELISA
(anticuerpo y marcador enzimatico), para lo cual se cred una matriz donde se probd una
concentracion de anticuerpo (1 pg/mL) para reaccionar con dos diluciones de marcador
enzimatico (1:10000 y 1:20000). Al mismo tiempo se utilizaron distintas concentraciones
de Atrazina (100, 10, 1, 0.1 y 0.01 pg/L), con el objetivo de obtener una curva de
calibracion (figura 7.12).

' V

Marcador enzimatico 1 Marcador enzimatico 2
| |

Figura 7.12 Matriz utilizada para establecer las condiciones idoneas del ELISA

De acuerdo con lo que se muestra en la figura 7.13, se puede observar el cambio de
color en los pozos de la placa. La reaccién comenz6 dando una coloracién azul que
cambié por amarillo al detener la reaccion. Esta reaccién observada en las placas es de
gran importancia pues significa que el hapteno fue sintetizado correctamente (es
importante resaltar que el marcador enzimatico sintetizado posee regiones de
reconocimiento o epitopos para los anticuerpos monoclonales utilizados) y que su
estructura quimica contenia los elementos necesarios para su uniéon a una enzima (en
este caso la peroxidasa) y que posteriormente se utilizo como marcador enzimatico. Si
la preparacion del marcador enzimatico no hubiese sido correcta en alguna de sus
etapas, la adicion del sustrato (TMB) a las placas con anticuerpos no produciria
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reaccion alguna, por lo que la coloracion no seria formada. Sin embargo, en este caso
la coloracion se hizo presente y las absorbancias obtenidas correspondieron de manera
inversa a la cantidad de Atrazina utilizada en la muestra (mas Atrazina, menos
absorbancia). Las absorbancias obtenidas se consideran correctas, ya que cada paso
es precedido de lavados de la placa de ELISA, que aseguran que los reactivos que no
se unieron a los anticuerpos, no formen parte de la reacciéon, dando resultados falsos.
Un falso negativo se prueba con agua (sin Atrazina) y marcador enzimatico, cuyo
resultado sera ausencia de coloracion. De igual manera, se prueba con agua (sin
Atrazina) y sin marcador enzimatico, repitiéndose la ausencia de color.

Figura 7.13 Reaccion de la peroxidasa con el sustrato TMB. a) el primer paso es la
adiciéon del TMB dando como resultado una coloracién azul que puede ser leido a 370 o
655 nm. b) la reaccién se puede detener con H,SO4 2 M dando una coloraciéon amarilla

que puede ser leida a 450 nm

Es importante mencionar que la colocacion de los reactivos en las placas (al inicio de la
prueba) se debe realizar de forma rapida utilizando una micropipeta multiple, para evitar
que acumule el tiempo de reaccion de cada componente, pues la primera columna
tendria mayor tiempo de incubacién que la ultima.

En la tabla 7.1 se observan las absorbancias obtenidas a partir de la matriz planteada.
Cada uno de los datos fue procesado segun se explica en el apartado 6.1.5.

Tabla 7.1 Resultados de las absorbancias obtenidas

Concentracion de Atrazina (pg/L)

10 1 0.1 | 0.01 | 100 10 1 0.1 | 0.01

0.151(0.138 | 0.271 | 0.14 |0.126 |
0.146|0.184 [ 0.125| 0.26 | 0.13
0.161 [0.153|0.132|0.137 | 0.14
0.177]0.232 | 0.352| 0.4 |0.205|0.224|0.291| 0.18 | 0.274
0.165| 0.29 |0.432| 0.31 |0.214|0.652|0.183 | 0.253 | 0.223
0.164 | 0.29 | 0.289|0.268 | 0.214 | 0.566 | 0.274 | 0.154 | 0.197 |

Marcador |
enzimatico [~
1 .

Marcador
enzimatico
2
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7.2.1 Analisis de los resultados

El tratamiento dado a los datos fue el seguido por Magbool, et. al., (2008), donde de
acuerdo a su metodologia se deben graficar las absorbancias promedio para cada
concentracién de Atrazina utilizada. En la figura 7.14 se han graficado los resultados
obtenidos, indicando por cada valor un intervalo de confianza del 95%.

g5
—l —e— Marcador enzimatico 1; dilucion 1:10000
0.45 —@&— Marcador enzimatico 1; dilucion 1:20000
0.4 Marcador enzimatico 2; dilucion 1:10000

—&— Marcador enzimatico 2; dilucion 1:20000

o
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Figura 7.14 Curvas de absorbancias promedio de Atrazina

Para obtener la relaciéon de marcador enzimatico unido a los anticuerpos en presencia
de Atrazina (de la muestra), las curvas de absorbancia fueron normalizadas bajo la
ecuacion (1) para la obtencién de %B/By:

% B = A - AExcess
BU = AO i AExcess

x 100

Ecuacién (1)
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La figura 7.15 presenta la grafica de las absorbancias normalizadas, en donde también
se ha incluido el intervalo de confianza al 95%. De acuerdo con Maqgbool et al., (2008)
para un ELISA de tipo competitivo, las absorbancias mas altas corresponden a las
concentraciones de Atrazina mas bajas. En la figura 7.15 las curvas en color rojo y azul
fueron las que siguieron esta tendencia; ambas corresponden al uso de marcador
enzimatico 1 en dos diluciones distintas. Las graficas de la figuras 7.14 y 7.15 poseen
una escala maxima de 10 pg/L y no de 100 pg/L, como inicialmente se planteé para la
medicion de Atrazina, ya que esta ultima concentraciéon no fue cuantificable en ninguno
de los casos presentados, pues la tendencia se desviaba.

160 -
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- Marcador enzimatico 1: dilucion 1:10000

Lo «+ Marcador enzimatico 1; dilucion 1:20000 =
80
g 60
3’9‘ 40 =
20
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-40 Concentracion de atrazina (pg/L)

Figura 7.15 Curvas de absorbancias normalizadas

La linearizacién de la curva de absorbancia es un procedimiento util para evaluar los
efectos de la matriz utilizada. Por ello muchos autores realizan los calculos pertinentes
por medio de programas comerciales para inmunoensayos basados en modelos
logisticos, sin embargo, los resultados pueden ser obtenidos por medio de la siguiente
formula. La linearizacion de las curvas se realizé utilizando la siguiente ecuacion:

‘%nB/BO
100 — %B/Bo Ecuacion (2)

Logit (B/Bo) =

Pagina 49



(% Programa de Posgrado

MTA Tesis: Adaptacion de una técnica de ELISA para la deteccion de Atrazina en agua

Los resultados obtenidos fueron graficados (figura 7.16) y de esta manera se demostro
la linealidad de los datos. Con el marcador enzimatico 1 se obtuvieron las curvas de
calibracién correspondientes a las diluciones 1:10000 y 1:20000. Con diluciones por
arriba de las mencionadas, no fue posible obtener dicha curva. La diluciéon 1:20000 se
eligié por haber presentado resultados reproducibles y comparables con los obtenidos
por los autores mencionados.
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Figura 7.16 Linearizacion de las curvas de absorbancias
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La linearizacion de la curva se utilizé por ser un metodo sencillo, utilizado en protocolos
de inmunoensayos de tipo competitivo. El blanco utilizado consistid en pozos en la
placa donde no fueron incubados anticuerpos, por lo que su coloracién durante la
reaccion debié ser nula. También se realizdé una evaluaciéon de agua desionizada ya con
el método establecido, y las absorbancias obtenidas por triplicado tenian valores muy
altos, resultado que ya se esperaba.

Analizando los resultados obtenidos, se encontré que el método se vuelve no confiable
utilizando concentraciones altas de Atrazina como 100 pg/L o muy bajas como 0.01
pg/L de Atrazina, por lo que se acort6 el intervalo de las concentraciones utilizadas con
el objetivo de construir una curva basada en las concentraciones de 1 a 10 pg/L de
Atrazina. Es importante mencionar que este intervalo incluye la concentracion maxima
de Atrazina permitida por la EPA (3 pg/L) en agua potable y el previsto en la Propuesta
de Modificacion a la NOM-127-SSA1-1994 (2 ug/L).

Los resultados obtenidos fueron (al igual que los anteriores) procesados en una hoja de
calculo de acuerdo a la seccion 6.1.5. La figura 7.17 muestra las graficas obtenidas a
partir de estos ultimos datos, donde se observa que el nivel minimo de deteccion del
método propuesto es 0.1 pg/L, a diferencia de lo obtenido por Magbool et al., (2008),
cuyo metodo es reportado con un nivel minimo de deteccion de 4 ng/L. Por otro lado, la
literatura revisada menciona la utilizacion de concentraciones de Atrazina que cubren
un intervalo de trabajo muy amplio (100, 10, 1, 0.1, 0.01 pg/L), mismo que no fue
posible obtener bajo las condiciones probadas. Esto pudo deberse a la necesidad de
realizar mas pruebas.
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Figura 7.17 Curva de calibracion obtenida
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Al tratar con medias muestrales, surge el problema de tomar decisiones sobre los valore
relativos de las dos medias, en este caso para determinar que las absorbancias
aparentemente positivas son diferentes de las aparentemente negativas, se realizo la
determinacién t de Student para cuando se desconocen las varianzas (anexo C). Se
comparé la media de las lecturas de absorbancia de dos grupos (absorbancias positivas
y absorbancias negativas) y se encontré6 que las muestras positivas poseen una
diferencia significativa respecto a las medias de las lecturas de un grupo de muestras
negativas seleccionado (tabla 7.2). Ademas se obtuvo el intervalo en el cual se
diferencian las absorbancias positivas de las negativas (ver anexo C).

Tabla 7.2 Coeficiente de variacién intraensayo

Coeficiente de Variacion
Nivel Media | Desviacion estandar | Coeficiente de variacion %
Muestra negativa | 0.658 0.018 2.886
Muestra positiva | 0.156 0.009 6.314

Estos resultados se consideran aceptables considerando que se trata de un
procedimiento no comercial, por lo que cualquier diferencia que se presentara, seria
aceptable. De acuerdo a metodologias de evaluacién estadistica utilizados en otros
método reportados, las desviaciones estandar se aplicaron para obtener el punto de
corte, valor obtenido con el promedio de las absorbancias (negativas y positivas) mas
dos desviaciones estandar. Los puntos de corte obtenidos fueron 0.695 y 0.105. Dentro
de ese intervalo las absorbancias se consideraron positivas, fuera de €l se consideraron
negativas (figura 7.18). El valor de absorbancia 0.695 corresponde a la concentracion
de Atrazina mas baja (0.0l pg/L) y 0.105 a la concentracién de Atrazina mas alta (10
pg/L), intervalo que se observa en la figura 7.17 (curva de calibracion).
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Figura 7.18 Dispersion de los valores de absorbancia entre el control negativo y los
valores positivos

Las mediciones realizadas para Atrazina mostraron estar dentro del comportamiento
esperado por el método, sin embargo, la reproducibilidad de los resultados tendria que
ser mejorada. El método propuesto resultdé muy util ya que la linearizacion de la curva
de calibracion permiti6 la comparaciéon directa de las distintas concentraciones de
anticuerpos y marcador enzimatico utilizadas para asi poder elegir aquellas cuyo
acoplamiento indique una medicion mas exacta de la Atrazina.

7.3 Evaluacion del marcador enzimatico con los anticuerpos monoclonales

Se probaron los dos marcadores enzimaticos obtenidos y de acuerdo a su
funcionamiento en el ELISA, se determiné que el marcador sintetizado a partir del
hapteno 1 presentd una mejor afinidad hacia los anticuerpos monoclonales utilizados, a
pesar de que en la figura 7.6 se muestran ciertas impurezas en el cromatograma
correspondiente. La afinidad del hapteno 2 hacia los anticuerpos monoclonales no fue
evidente durante la ejecucion del ELISA, ya que los resultados obtenidos discreparon
unos con otros y no mantuvieron la relacion inversa de concentracién/absorbancia. Una
explicacién a lo anterior es que podrian haber existido pequenas diferencias en el
proceso de sintesis del marcador enzimatico, que provocaron que la unién a la
peroxidasa no fuera correcta. Es importante mencionar que los anticuerpos fueron
adquiridos de manera comercial y que su sintesis monoclonal (por el fabricante) se
realizo utilizando Atrazina, por lo que existe una restriccion muy grande a reconocer
unicamente moléculas de Atrazina o muy parecidas a la Atrazina. Lo anterior sélo
representa suposiciones que no podrian ser comprobadas, sin embargo existen muchos
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reportes que reconocen la eficiencia del método, aun comparado con analisis mas finos
de tipo cromatografico.

De acuerdo a la metodologia para el desarrollo del ELISA, resulta de gran importancia
estandarizar él método para encontrar la concentracién idénea para ser utilizada de
marcador enzimatico y anticuerpos, que en este caso fue una diluciéon de 1:20000 y una
concentracion de 1 pg/mL, respectivamente. Esta relacion de anticuerpo-marcador
enzimatico sera la estandar para ser utilizada en el método, pues es la Unica que
presenté resultados de absorbancias ascendentes con respecto a la concentraciéon de
Atrazina utilizada.

Se realizaron otras mediciones (no reportados en este documento) en las que se
probaron otras concentraciones de anticuerpo (10 pg/mL, 5 pg/mL y 0.3125 pg/mL) en
reacciéon con las dos diluciones de marcador enzimatico 1 ya mencionada. Sin embargo,
los Gnicos resultados que fueron congruentes son los obtenidos con la concentracion 1
pg/mL de anticuerpo. Se realizaron algunas pruebas con agua potable y con agua
desionizada (las cuales no presentaban Atrazina, tabla 7.3). Los resultados obtenidos
confirmaron que las absorbancias obtenidas por el método de ELISA propuesto, son
coincidentes con el principio de relacién inversamente proporcional del método con las
concentraciones de Atrazina de la muestras.

Tabla 7.3 Absorbancias obtenidas para los diferentes blancos

TIPO DE MUESTRA
Agua de la llave | Blanco con Ac (Agua desionizada) | Blanco sin Ac
0.637 0.777 0.056
Absorbancia 0.702 0.828 0.061
0.645 0.836 0.06

El analisis de muestras de agua comun, dara absorbancias dependientes de la cantidad
de Atrazina presente (valores de absorbancias menores, mayor concentracién de
Atrazina presente y viceversa), si se utiliza agua desionizada, las absorbancias
obtenidas tendran valores altos como consecuencia de la captura del marcador
enzimatico por los anticuerpos (por ausencia de Atrazina) y su posterior reaccién con el
sustrato. Estos resultados se comparan con los obtenidos por el blanco sin anticuerpo,
cuyas absorbancias son muy bajas ya que no existe reaccién alguna con el sustrato
(por la ausencia del marcador enzimatico) y por tanto, no existe presencia de
coloracion.
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Otro resultado importante fue que se determiné que el inmunoensayo debe llevarse a
cabo siguiendo los tiempos establecidos y leer la placa una vez que la reaccion se
detiene, ya que la coloracién se ve afectada y por tanto las absorbancias obtenidas. Los
resultados pueden ser leidos con software comerciales, sin embargo el método aqui
propuesto sélo necesita de una hoja de calculo.

Los resultados obtenidos en esta investigacion pueden llevarse a una perspectiva mas
amplia, siempre y cuando se adecuen a la técnica elegida. El desarrollo de esta
metodologia podria alcanzar rangos de medicion mas amplios, que incluya magnitudes
del orden de nanogramos (tal como algunos autores mencionan), sin embargo en este
caso no fue posible hacerlo ya que se carecia del equipo que lo obligaba al traslado de
las placas, utilizando en algunas ocasiones mas tiempo de incubacién del mencionado,
asi como la variacion de las condiciones ambientales del ensayo. No obstante, se logré
identificar las concentraciones apropiadas de los componentes del ensayo y asi,
obtener una curva de calibracion.

A pesar de que los ELISA son métodos relativamente simples de llevar a cabo, es
necesario tener un conocimiento basico del entendimiento de los principios del ELISA.
Ademas resulta necesario tener cuidado con la calidad de los instrumentos que se
utilizan (pipetas, lector de ELISA), proporcionandoles la calibracion y comprobacion
necesarias, asi como el correcto almacenamiento de cada uno de los reactivos
utilizados durante todo el proceso.

Se propone que el método se pruebe bajo distintas concentraciones de anticuerpo y
marcador enzimatico, para establecer los limites de deteccion del método de una
manera mas fina, asi como su comparacién con concentraciones estandar de Atrazina
por medio de técnicas como HPLC (validar el método en comparacion con el HPLC).

Se recomienda establecer una curva de calibracién con mas puntos de referencia para
desarrollar un método cuantitativo que sea aplicable a pruebas en laboratorio y campo,
asi como realizar un estudio de los efectos de matriz y dilucion que puede repercutir en
el método propuesto.

Como opcién alterna, se pueden obtener los anticuerpos, siguiendo un protocolo de
inmunizacion (policlonales) o de manera biotecnolégica (monoclonales), para reducir
gastos y hacer accesible el método.
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8 CONCLUSIONES

Se realiz6 la sintesis de Atrazina acido caproico para lo cual fue necesario conjuntar
dos procedimientos utilizados en la sintesis de compuestos similares, de tal manera
que la reaccion quedd dividida en dos etapas. Esto resultdé de suma importancia
para evitar la sintesis de productos no deseados. Durante la reaccion de sintesis del
hapteno, fue importante mantener las temperaturas controladas en cada paso, asi
como el pH, ya que resultaron indispensables en la uniéon de cada componente de la
molécula final.

La correcta sintesis de la (2 cloro-4-(isopropilamino)-6- [(carboxipentil) amino]-s-
triazina), quedod evidenciada por la reaccion de derivatizacién y posterior analisis por
CG-EM de su derivado metilado.

La estructura quimica del hapteno obtenido resulté correcta como se evidencia al
lograr exitosamente ser unido a la peroxidasa y asi poder sintetizar el marcador
enzimatico. Su funcionalidad para el método quedé comprobada al realizar un
inmunoensayo ELISA y observar los cambios de coloraciéon. Estos cambios son
indicativos de que la sintesis del marcador enzimatico fue correcta.

Durante el proceso del inmunoensayo se probaron distintas concentraciones de
anticuerpo y marcador enzimatico, concluyendo que la concentracion de anticuerpo
utilizada debe ser 1 pg/mL con una concentracion de marcador enzimatico de
1:20000, siendo la idonea para estandarizar el ELISA desarrollado.

Existen muchas formas de evaluar los resultados obtenidos. La linearizacion de las
curvas de calibracion es la mas util, y asi se realizd en este estudio. La curva
estandar obtenida posee un coeficiente de correlacion r’ = 0.968, lo cual significa
que el incremento de la concentracion de atrazina estara acompanado por el
decremento en los valores de absorbancias.

Se pudo obtener una curva de calibracion en el intervalo 10 ug/L a 1 ug/L, de tal
manera que es posible cuantificar Atrazina siempre que la concentracion estuviese
en dicho intervalo. Valores mas grandes de concentracidon de Atrazina serian
posibles de detectar ampliando el intervalo de la curva de calibracién.

El inmunoensayo se realiz6 para obtener resultados basados en presencia y
ausencia de Atrazina, sin embargo tiene un uso potencial para evaluaciones
cuantitativas, que requieren de mayor refinamiento en el proceso.

Es necesaria la realizacion de trabajo adicional para obtener una curva de
calibracion para un intervalo mayor de concentraciones, lo cual ya no se realizd
como parte de este trabajo debido a las dificultades experimentales que habia que
afrontar.
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GLOSARIO

Anticuerpo
Proteina que es producida en respuesta a un antigeno y la cual tiene la capacidad de
unirse al antigeno que estimuld su produccioén.

Anticuerpos Monoclonales
Copias idénticas de anticuerpos que poseen caracteristicas comunes de unién.

Anticuerpos Policlonales
Grupo de anticuerpos que difieren en su composicion y secuencia de aminoacidos,
presentando caracteristicas de unién distintas entre ellos.

Antigeno
Molécula que induce la formacién de un anticuerpo.

Curva de Dosis-Respuesta
Representacion de la sefial generada por una curva contra la concentracion de un
compuesto blanco en una serie de concentraciones estandar conocidas.

Densidad Optica

Sinénimo de absorbancia, es la cantidad de luz que es absorbida en una frecuencia
dada.

ELISA (Analisis Inmunosorbente Ligado a Enzimas)

Es un método de inmunoensayo que utiliza un reactivo inmovilizado a la que se
adiciona el analito y un conjugado enzimatico para generar la sefal utilizada en la
interpretacion de los resultados.

Falso negativo
Interpretacion negativa del método que contiene los analitos blanco.

Falso positivo
Interpretacién positiva para una muestra definida como respuesta positiva.

Hapteno

Sustancia que directamente no puede inducir una respuesta inmune (por ejemplo, la
produccién de anticuerpos), pero puede unirse a anticuerpos por mecanismos alternos.
Los contaminantes quimicos en el ambiente son haptenos.

Inmunoensayo Competitivo
Método de inmunoensayo que involucra una reacciéon de unidon competitiva.
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Limite de deteccion
Concentracion minima de sustancia que puede ser detectada con fiabilidad por un
método analitico determinado

Marcador enzimatico
Molécula producida por el acoplamiento de una enzima a un analito blanco y que es
responsable de actuar sobre el sustrato para producir una sefnal detectable.

Molécula Acarreadora
Sustancia inmunogénica, que cuando es acoplada a un hapteno, lo convierte en
inmunogeénico.

Sustrato
Reactivo que produce una sefial detectable cuando actua sobre un conjugado
enzimatico.
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ANEXO A. Sintesis realizadas para la obtencion del hapteno

Se realiz6 el procedimiento referido por Magbool (2002) y se obtuvo que las referencias
utilizadas como caracteristicas fisicas que debia tener el compuesto resultante, distaba
mucho de lo que habia obtenido, indicando que no se habia logrado formular el
compuesto deseado. El compuesto obtenido, ya seco, era muy dificil que tuviera una
presentacion como polvo, eran fragmentos sélidos dificiles de romper. Cuando se
realizé la purificacion del producto obtenido por medio de una cromatografia en
columna, no se logré disolver el compuesto en acetato de etilo, siempre se observé una
separacion de ambos. La causa de esta separacion se pudo deber a que Unicamente el
compuesto sintetizado correctamente se disolveria en acetato de etilo, siendo este un
paso importante en la purificacién. Es importante mencionar que el procedimiento de
Magbool (2002) se realiz6é en tres ocasiones y siempre se obtuvo el mismo resultado.

Se analizé la metodologia de reaccion y se encontraron inconsistencias en la misma. La
primera de ellas se reflejé en la falta de estequiometria en la reaccién, ya que solo se
consideran 5 g de Cloruro cianurico, cuya concentracion correspondiente, no cumple
con las moles adicionadas de los demas reactivos utilizados en la reaccion
(Isopropilamina y Acido aminocaproico). El mismo caso se aplicé a la Isopropilamina,
cuyo volumen mencionado (3 mL) no era suficiente para mantener la estequiometria de
la reaccion. Por otro lado, el pH se incrementa con NaOH, a concentraciones que
ayudan a la reaccién a mantenerse entre 11 y 12, pero la concentracion de NaOH (60
mM) sugerida no fue lo suficientemente alta como para mantener el pH requerido,
haciendo que se adicionara demasiado NaOH y por tanto el volumen de la fase acuosa
que se forma en nuestra reaccion inicial se incrementaba considerablemente; al retirar
el tolueno, quedaba demasiada agua y poco precipitado. Este precipitado, de acuerdo a
la literatura, tenia que haber sido soluble en agua pero no se logré disolver (figura A.1).
Se decidié probar una concentracién doble de NaOH (120 mM), sin embargo el
resultado fue el mismo.

Figura A.1 Sintesis del hapteno. a) Comparacién de los productos obtenidos utilizando
dos concentraciones de NaOH (60 mM y 120 mM). b) El producto después de evaporar
el tolueno. En ninguin caso el resultado correspondié con lo esperado
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Posteriormente, se opté por utilizar las concentraciones propuestas por Dunbar (1985).
Dunbar presenta un trabajo de patente donde las concentraciones utilizadas se
mantienen bajo estricta estequiometria, sin embargo todo el proceso se lleva a cabo en
una sola reaccion, lo cual posibilta en gran manera, la formacién de compuestos
alternos no deseados y disminuye la probabilidad de obtencién del hapteno que se
busca.

Durante el proceso se observaron diferencias fisicas entre el compuesto obtenido con
este método (Dunbar) y el anterior (Magbool), especialmente en la fase de filtrado y
lavado del compuesto donde esta vez se obtuvo un polvo muy fino. A este compuesto
se le hizo un analisis cromatografico, el cual dio como resultado que se trataba de una
molécula de peso molecular distinto al que se buscaba (301) y cuya estructura
correspondi6 a la Propazina (figura A.2).

Cl

A
B8 g

H H

Figura A.2 Estructura quimica de la Propazina
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Experimento 1

Prueba inicial de ambos marcadores enzimaticos a dos diluciones

11

12

IO "moOO >

I Marcador enzimatico 1, dilucién 1:10000
Marcador enzimatico 1, dilucién 1:20000
Marcador enzimatico 2, dilucioén 1:10000
Marcador enzimatico 2, diluciéon 1:20000

I Concentracion de Atrazina evaluada
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Experimento 2
Absorbancias obtenidas utilizando ambos marcadores enziméaticos a la dilucién 1:20000

Marcador enzimatico 1, dilucién 1:20000
Marcador enzimatico 2, dilucion 1:20000

Blancos sin anticuerpo

1 2 3 Rl 5 6 7 8 9 10 1 12
A 0.061 0.269 0.573 0.465 0.471 0.449 0.077 0.462 0.401 0.492 0.538 0.209
B 0.066 0.354 1.377 0.716 1.736 1.254 0.581 0.666 2257 0.93 1.327
c 0.483 0.312 1.151 0.86 0.723 0.06 0.31 2243 0.225 1.556 0.644
D 0.23 0.354 0.472 0.934 0.338 0.061 0.379 0.661 0.307 1.32 0.351
E 0.272 0.25 0.262 0.301 0633 0.061 0.236 0.544 0.254 0.222 0.319
F 0.062 0.253 0.345 0518 0.966 0.220 0.356 0.509 0.936 0.214 0.259
G 0.257 0.214 0.717 0.94 0.525 0.256 0.451 1.063 1.493 0.516
H 0.082 0.305 0.794 0.206 0.283 0.203 0.077 0.348 0.369 1.412 0.221 0.456

1 2 3 R 5 6 7 8 9 10 1 12
A 0.061 0274 0572 0.465 0.473 0.45 0.077 0.458 0.402 0.475 0512 0.297
B 0.066 0.356 1.375 0.716 1.735 1.252 0.594 0.664 2.914 0.922 1.326
c 0.484 0.312 1.149 0.857 0.722 0.061 0.305 2243 0.224 1.544 0.638
D 0.234 0.359 0.472 0.932 0.338 0.061 038 0.662 0.305 1.311 0.35
E 0.273 0.25 0.262 0.381 0.633 0.061 0.236 0.547 0.254 0.22 0.202
F 0.081 0.253 0.346 0.52 0.967 0.220 0.356 0.599 0.933 0.218 0.24
G 0.261 0.214 0.716 0.94 0.526 0.258 0.453 1.036 1.46 0.491
H 0.082 0.396 0.793 0.281 0.284 0293 0.079 0.347 0.342 1.376 022 0.431
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Experimento 3

Absorbancias obtenidas utilizando ambos marcadores enzimaticos a la dilucién 1: 10000
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aom 0.ors 0o7s 0072 g.102 0.112
0oe 00se 006 005 0.062 0128
008 oo0ss 008¢ 0079 00T 0067
0058 0058 0055 0.0s8 0.067 o051
008 o088 0073 oo0ss o083 o082

Marcador enzimatico 1, dilucién 1:10000
Marcador enzimatico 2, dilucién 1:10000
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Experimento 4
Absorbancias obtenidas utilizando ambos marcadores enzimaticos a la dilucion 1:3200
1 2 3 4 5 6 7 8 9 10 11 12

A 206 Q418 058 0885 0 B854 3134 1577 0.801 0.627 0543 0671
B 1 477 3 802 1.773 3544 3845 0967 0 801 0944 1123 0.685 0333
C p v 2 186 2.565 1706 0457 2464 0 937 1 1.273 ooz 0432
D 3.356 3 258 14132 0555 3¢ 0§24 1 563 0.64 0.885 0 956 0.329

255125 2.36625 167725 1.66775 1.701 177225 1.2185 084625 0TS 0779 045

E ¢ 883 263 3239 0.48 2 492 2 41 2224 0.332 1512 0.9 0.351
F 872 £33 3208 2124 878 3559 2 861 0.05 1.5 0.992 081
G 3130 2 a8 3025 2307 0577 &4 2188 3118 1.2 0973 0174
H 09 0803 1115 20858 45 . 813 0.207 (.95 0.182 0.296

1.601 1.55075 2645 1.74685 1601 0.50725 1.47075 1.15425 1.336 075975 040825

27555808 266310490 455421687 30050241 27555638 1.02706802 2.53141136 1.98566083 229048365 130765821 0.70266781

Marcador enzimatico 1, dilucién 1:3200
Marcador enzimatico 1, dilucién 1:3200
I IConcentracion de Atrazina evaluada
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Experimento 5
Absorbancias obtenidas utilizando el marcador enzimatico 2 a dos diluciones

1 2 3 4 5 6 7 8
A 0.777 0.309 0.486 0.417 0.845 0529 0.407 0.472
B 0.526 0.62 1.08 0.353 0.425 0521 0.884 0.204
o] 0.688 0.837 0.424 0.421 028 0.444 0.357 0.259
D BRI ... 0.37 02 0362  0zs 03 0.288
0.828 0.46575 0.585 0.37025 0.428 0.44325 0.4875 032325
1.92446252 1.08251017 1.35067461 0.86054610 0.00477048 1.03021499 1.13306217 0.75130738
E 0.836 0.491 053 0.513 0.543 0.442 0.427 0.14
F 3042 0.264 1.358 0.529 0.377 0.237 0.175 0.35 I
G 245 0.176 1.715 0.195 0323 0.34 0.225 0.126 |
H 0.242 0.702 0.222 0.32 0.421 0.214 0.216 0.167 |
1.6425 0.40825 0.95625 0.38925 0.416 0.30825 0.26075 0.19575

312044162 2.64720812

~Marcador enzimatico 1, dilucién 1:10000
Marcador enzimatico 2, dilucién 1:20000
I Concentracién de Atrazina evaluada
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ANEXO C. Modelo estadistico Distribucion t

Para cumplir el objetivo de determinar que las absorbancias aparentemente positivas
son diferentes de las aparentemente negativas, se realizé una prueba estadistica de
comparaciéon de medias usando la determinacion t de Student para cuando se
desconocen las varianzas. Se establecié una hipotesis nula (Ho : y1=H2) y una hipotesis
alternativa (Ha : p1#M2) a partir de los valores de la tabla C.1. La hipotesis nula afirma
que las medias son iguales y la hipétesis alternativa que son diferentes.

Tabla C.1 Valores utilizados en la evaluacion estadistica

Nivel Media | Desviaciéon estandar | n
Muestra negativa | 0.658 0.018 4
Muestra positiva | 0.156 0.009 4

La estimacion de punto de p¢-p2 fue 0.658-0.156=0.502. Para encontrar el intervalo de
confianza fue necesario primeramente obtener una estimacibn mancomunada de la
varianza comun (ecuacion 1). Esta estimacion mancomunada se obtiene calculando el
promedio ponderado de las dos varianzas de las muestras que se compararon. Cada
varianza de la muestra se pondera por sus grados de libertad. En este caso, el tamafio
de las muestras fue desigual, por lo que el promedio ponderado utiliza todos los datos
de la tabla C.1. :

(n;-1) 5,2+ (ny-1) 5,2

sz =
ny#n,-2 Ecuacién 1
Sustituyendo los valores:
6(0.018)% + 3(0.009)2
S, = =2.43x104
7+4-2

Posteriormente se aplicé la estadistica de prueba, utilizando la siguiente ecuacion:

(%3 = %) - (M3 - 1,)

=
Vsp2 | Vsp2
nl n2
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(0.658—-0.156) -0

t= =51.38
V2.43x104 | V2.43x10*

7 4

Siguiendo la regla de desicién, a=0.05 como intervalo de confianza del 95% y con los
grados de libertad obtenidos (11) se obtuvieron los valores criticos de t. + 1.8331 (por
tablas).

( 0.0182 + 0.0092 )2

df = ik =10.837

(0.0182/7)? , (0.0092/ 4)2
7 4

-1.7959 <t'calculado <1.7959

Si lo anterior es cierto, la hipotesis nula se aceptaria, pero el valor de t calculado se
encuentra fuera de la regiéon de no rechazo (-1.7959, 1.7959), por lo que se rechaza la
hipotesis nula y se acepta la hipotesis alternativa, concluyendo que las medias son
diferentes entre si.
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