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ABREVIATURAS Y SIGLAS

753-A-OH

753-F-DO

A

Ao

Ac
Ac,0
AcOEt
AECOSAN
Amax
Anmin
AOAC
Asat
Atampén
ATR
BC-723
Bn
Boc
Boc,0
br
BSA
Bz
CCF
CEN
CNT
cosy

DART
DAST
DCC

N-(2-(4-Hidroxi-4-metilpentan-2-il)tiofen-3-il)-1-metil-3-(trifluorometil)-1H-
pirazol-4-carboxamida

N-(2-Hidroxi-2-(4-metilpentan-2-il)-5-oxo-2,5-dihidrofuran-3-il)-1-metil-3-
(trifluorometil)-1H-pirazol-4-carboxamida

Absorbancia

Absorbancia en ausencia de analito

Acetilo

Anhidrido acético

Acetato de etilo

Agencia Espafiola de Consumo, Seguridad Alimentaria y Nutricion
Sefial maxima del ensayo

Sefial minima del ensayo

Association of Analytical Communities

Sefial mdxima obtenida en condiciones de saturacidn
Absorbancia de la curva control

Reflectancia total atenuada
2-Cloro-N-(1,1,3-trimetil-2,3-dihidro-1H-inden-4-il)nicotinamida
Bencilo

terc-Butoxicarbonilo

Dicarbonato de di-terc-butilo

Sefial espectroscdpica ancha

Seroalbumina bovina

Benzoilo

Cromatografia en capa fina

Comité Européen de Normalisation

Nanotubo(s) de carbono

Correlacién homonuclear *H

Doblete

Analisis directo en tiempo real

Trifluoruro de dietilaminoazufre

N,N'-Diciclohexilcarbodiimida
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Abreviaturas

DCE 1,2-Dicloroetano

DEG Dietilenglicol

DEM Dietoximetano

DEPT Incremento sin distorsidn por transferencia de polarizacion
DHFR Dihidrofolato reductasa

DIPEA N,N-Diisopropiletilamina

DMAC N,N-Dimetilacetamida

DMEM Medio Eagle modificado por Dulbecco

DMF N,N-Dimetilformamida

DMI 1,3-Dimetil-2-imidazolidinona

DM-PCA Acido 3-(trifluorometil)-1H-pirazol-4-carboxilico

DMSO Dimetilsulféxido

dppf 1,1'-Bis(difenilfosfino)ferroceno

dr Proporcidn de diastereoisémeros

DSC Carbonato de N,N’-disuccinimidilo

ECD Detector de captura de electrones

EDC 1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil)carbodiimida

EFSA European Food Safety Authority

ELISA Ensayo de inmunoadsorcion ligado a enzima

EMAR Espectrometria de masas de alta resolucién

ES Electrospray

Et Etilo

Et,0 Eter etilico

Et;SiH Trietilsilano

EtOH Etanol

EUCP European Union Coordinated Pesticide Control Program
F-427 N-([1,1'-bifenil]-2-il)-2-metil-5,6-dihidro-1,4-oxatina-3-carboxamida
Fab Fragmento de unidn a antigeno

FAD Flavin adenin dinucleétido

FAO Food and Agriculture Organization of United Nations
Fc Fragmento que cristaliza

FC Fluopicolide

FP Fluopyram
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Abreviaturas

FRAC
FX

GAM
GAR

GC

gem-
Gly-HClI
Grubbs-2

HAT
HEPES
HFCS
HGPRT
HOAc
HPLC
HRP
HSQC
HT

LDso
LMR
LOD

Fungicide Resistance Action Comitee

Fluxapyroxad

Aceleracién gravitatoria terrestre (9.81 m/s?)
Anticuerpo de cabra anti-inmunoglobulinas de ratén
Anticuerpo de cabra anti-inmunoglobulinas de conejo
Cromatografia de gases

Geminal

Hidrocloruro de glicina

(1,3-Bis(2,4,6-trimetilfenil)-2-imidazolidiniliden)dicloro(fenilmetilen)(triciclohexil
fosfina)rutenio(ll)

Suplemento o medio de cultivo con hipoxantina, aminopterina y timidina
Acido 2-(4-(2-hidroxietil)piperazin-1-il)etano-1-sulfénico
Suplemento de fusidn y clonaje para hibridomas

Hipoxantina guanidina fosforribosil transferasa

Acido acético

Cromatografia liquida de elevada eficacia

Peroxidasa de rdbano picante

Correlacién cuantica sencilla heteronuclear *H="*C

Suplemento o medio de cultivo con hipoxantina y timidina
Fuerza idnica

Concentracion de analito que reduce en un 50% la sefial maxima
Concentracion de analito que inhibe la sefial maxima un porcentaje o
Impacto electrénico

Inmunoglobulina

Espectroscopia infrarroja

International Standarization Organization

Constante de afinidad

Constante de velocidad de asociacidn

Constante de equilibrio de disociacién

Constante de velocidad de disociacidn

Dosis letal 50%

Limite mdaximo de residuo

Limite de deteccidn
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Abreviaturas

log Pow
m
m/m
m/v
m/z
M25
mAb
MALDI
Me
MeOH
MHC Il
MS
MS/MS
MW

MWNT
NaOAc
NBS
NEAA
NHS
NHSS
NIS
NMP
OPD
OVA
PAA
pAb
PAM
PB
PB10
PBS
PCA

Logaritmo del coeficiente de reparto octanol/agua
Multiplete

Relacidn masa/masa

Relacion masa/volumen

Relacion masa/carga

2-(trifluorometil)benzamida

Anticuerpo monoclonal

Desorcién-ionizacion laser asistida por matriz
Metilo

Metanol

Complejo principal de histocompatibilidad de clase
Espectrometria de masas

Espectrometria de masas en tdndem

Microondas

Peso molecular

Nanotubo(s) de carbono de pared multiple

Acetato de sodio

N-Bromosuccinimida

Aminoacidos no esenciales

N-Hidroxisuccinimida

Sal sédica de N-hidroxisulfosuccinimida
N-lodosuccinimida

N-metilpirrolidona

orto-fenilenodiamina

Ovoalbimina

Acido 2-(3-cloro-5-(trifluorometil)piridin-2-il)acético
Anticuerpo policlonal
1-Metil-3-(trifluorometil)-1H-pirazol-4-carboxamida
Tampon fosfato sédico 100 mM, pH 7.4

Tampon fosfato sédico 10 mM, pH 7.4

Tampdn fosfato salino (fosfato sédico 10 mM, pH 7.4, 140 mM Nacl)

Acido 3-cloro-5-(trifluorometil)picolinico / &cido 1-metil-3-(trifluorometil)-1H-
pirazol-4-carboxilico
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Abreviaturas

Pd/C Paladio adsorbido sobre carbono
PDP Pesticide Data Program

PEG Polietilenglicol

Pf Punto de fusién

Ph Fenilo / Anillo de benceno

phen 1,10-Fenantrolina

PP Penthiopyrad

ppm Partes por millén

PPTS para-Toluenosulfonato de piridinio
PSA Amina primaria/secundaria

PTSA Acido para-toluenosulfénico

PVP Poli(4-vinilpiridina)

Py Piridina / Anillo de piridina

Py-HCI Cloruro de piridinio

PyAOP Hexafluorofosfato de 7-azabenzotriazol-1-il-oxitris(pirrolidino)fosfonio
Pz Anillo de pirazol

q Cuadruplete

QUEChERS Quick, easy, cheap, effective, rugged and safe

R Coeficiente de recuperacion

RAM Anticuerpo de conejo anti-inmunoglobulinas de ratén
RC Reactividad cruzada

RIA Radioinmunoensayo

RM Relacion molar hapteno/proteina

RMN Resonancia magnética nuclear

RU Unidades de resonancia

S Singlete

SBA Suero bovino de adulto

SBF Suero bovino fetal

SDHI Inhibidor(es) de la succinato deshidrogenasa
SeAr Sustitucion electrofilica aromatica

spp. Especies del mismo género

SPR Resonancia de plasmones superficiales

spt Septuplete
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Abreviaturas

SWNT Nanotubo(s) de carbono de pared simple
t Triplete

t.a. Temperatura ambiente

‘Bu terc-butilo

TEM Microscopia electrénica de transmision
TFA Acido 2,2,2-trifluoroacético

TFAA Anhidrido 2,2,2-trifluoroacético

Th Anillo de tiofeno

THF Tetrahidrofurano

TMS Tetrametilsilano / trimetilsililo

TOF Detector de tiempo de vuelo

TPP Fosfato de trifenilo

UPLC Cromatografia liquida de eficacia ultraelevada
USDA United States Department of Agriculture
uv Ultravioleta

UV/Vis Ultravioleta/visible

v/v Relacidn volumen/volumen

6 Desplazamiento quimico

€ Coeficiente de extincién molar

4 Potencial zeta
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1. INTRODUCCION

1.1. Fungicidas inhibidores de la succinato deshidrogenasa

La agricultura es una técnica milenaria que, junto a la ganaderia, constituye uno de
los pilares fundamentales en la alimentaciéon. Sin embargo, los cultivos estan
expuestos a una serie de elementos que pueden llegar a arruinar las cosechas,
fundamentalmente las inclemencias meteoroldgicas y distintos tipos de plagas. Entre
estas Ultimas se cuentan la competicion del cultivo con plantas indeseadas (malas
hierbas), la infestacion con insectos y/o acaros, o las infecciones por hongos. Por ello,
ante el ritmo de crecimiento de la poblacién y por tanto de la demanda de alimentos,
cada vez es necesario un mayor esfuerzo para controlar o eliminar este tipo de plagas.
En este contexto, durante el siglo pasado surgié y crecié la industria agroquimica,
dedicada a la busqueda y producciéon de compuestos quimicos con capacidad de
controlar plagas debidas a malas hierbas (herbicidas), insectos (insecticidas), acaros

(acaricidas) y hongos (fungicidas), globalmente denominados plaguicidas.

En el caso particular de las infecciones por hongos, algunas de las enfermedades de
mayor incidencia en cultivos estan causadas por Botrytis cinerea, Alternaria solani,
Penicillium spp., Monilinia spp., Rhizoctonia solani o Sclerotinia spp., cuyos efectos se
muestran en la Figura 1.1. Para combatirlos, se han introducido fungicidas con
diferentes modos de accion que implican la perturbacién de las funciones bioldgicas

normales del hongo.! Algunas dianas son la sintesis de metabolitos (4cidos nucleicos,
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Introduccion

aminoacidos, proteinas, lipidos, etc.), la alteracion de elementos estructurales
(citoesqueleto, proteinas motoras, membrana y/o pared celular, etc.) o de la

transduccion de sefiales y, muy especialmente, el bloqueo de la respiracién celular.

Moho gris en fresa Tiz6n temprano en patata
(Botrytis cinerea) (Alternaria solani)

Moho verde en naranja Podredumbre blanca en fresa
(Penicillium digitatum) (Sclerotinia sclerotiorum)

Figura 1.1. Ejemplos de cultivos infectados con los hongos que causan algunas de las

enfermedades mas frecuentes. Imagenes tomadas de www.apsnet.org

Entre los muchos principios activos que bloguean la respiracion celular se incluye la
familia de los inhibidores de la succinato deshidrogenasa (SDHI, de sus siglas en inglés),
englobados en el grupo 7 definido por el Comité de Prevencion de Resistencia a
Fungicidas (FRAC, Fungicide Resistance Action Comitee).” Los primeros fungicidas de
este grupo fueron carboxin y oxycarboxin, introducidos por Uniroyal Chemical
respectivamente en 1968 y 1971, capaces de combatir enfermedades causadas por
basidiomicetos como Rhyzoctonia spp. o Ustilago spp y todavia empleados para el
tratamiento de semillas.>* Sin embargo, la aparicién de resistencias frente a los
primeros SDHI y su limitado espectro de accién hicieron perder importancia al grupo
durante mucho tiempo, hasta que a principios de este siglo renacio el interés por esta
familia con la introduccion de nuevos compuestos con efectividad igual o superior y

sobretodo con un mayor espectro de accién.’
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Como su propio nombre indica, los SDHI dirigen su cardacter antifingico al complejo
multienzimdatico denominado succinato deshidrogenasa o complejo Il de la cadena
respiratoria mitocondrial del hongo atacado (Figura 1.2). El complejo I, que en el
proceso de respiracién celular cataliza la reaccién de oxidacion del succinato a
fumarato en el ciclo de Krebs acoplada a la reduccién de ubiquinona (Q) a ubiquinol
(QH,), esta formado por la unién de una flavoproteina (A), una proteina ferrosulfurada
(B) con tres clusters hierro—azufre (Fe,S,, FesSs y FesS;) y dos proteinas hidrofdbicas
para la unién del complejo a la membrana interna mitocondrial (C y D). Los dos
electrones procedentes del succinato son recogidos por la coenzima FAD integrada en
la estructura de A, y después son transportados a través de los clusters hierro—azufre
de B hasta llegar a FesSs;. En este punto, la ubiquinona embebida en la misma
membrana se aproxima a la zona conocida como Qp, donde recibe los electrones de
FesS; y se reduce a ubiquinol, que continuaria el proceso de respiracién celular. La
acciéon de los SDHI reside precisamente en el bloqueo de esta ultima transferencia
electrénica por unidon a sitios muy cercanos a Qp, por lo que se bloquean
simultaneamente el ciclo de Krebs y la respiracion celular, produciéndose asi la muerte

del hongo.°

/ciclo de
! Krebs - . _CO,
.\ 0,7 2
‘\\ fumarato
RN
- CcO
OZC/\/ 2 Fungicidas
succinato SDHI
Matriz

mitocondrial

Membrana
interna

Espacio
intermembrana

Complejo Il
(succinato deshidrogenasa)

Figura 1.2. Representacién esquematica de la accion de los fungicidas SDHI sobre el

complejo Il de la cadena respiratoria mitocondrial (succinato deshidrogenasa).

» 15 «



Introduccion

Desde el punto de vista estructural, todos los SDHI poseen un enlace amida central
que sirve como puente de uniodn de dos anillos, aunque en algunos casos la longitud de
este puente puede incrementarse por la insercion formal de fragmentos alifaticos
cortos. En la mayoria de los casos, los anillos citados son ambos aromaticos homo o
heterociclicos. Los SDHI se pueden agrupar segun su familia estructural concreta,
existiendo hoy por hoy veinte fungicidas con este modo de accion clasificados en diez
subclases (Figura 1.3).1 Siete de ellas constan de un solo componente, mientras que las

tres subclases restantes estdn formadas por al menos dos miembros.

Los SDHI también pueden subclasificarse desde el punto de vista cronolégico, lo
cual se asocia también a su espectro de accidn, su efectividad y la aparicién de
resistencias. Un primer grupo es el de los principios activos de primera generacion,
constituido por carboxin, oxycarboxin, benodanil y fenfuram, introducidos entre 1968
y 1974. Como se ha apuntado previamente, estos fungicidas son efectivos contra
basidiomicetos pero presentan un reducido espectro de accién, y ademas se han
descrito mutaciones en la succinato deshidrogenasa de los hongos diana que provocan
resistencia a la accidn de estos fungicidas, principalmente carboxin y oxycarboxin.7_10
Por ello, entre 1981 y 1997 se introdujo un segundo grupo formado por cuatro nuevos
principios activos, dos de los cuales eran igualmente efectivos contra basidiomicetos
(mepronil y flutolanil) y otros dos con una mayor efectividad (furametpyr y
thifluzamide). No obstante, estos fungicidas no tuvieron un especial interés debido a
su elevado coste y a que no ampliaban el espectro de accidn, aunque sus propiedades
y las de compuestos similares proporcionaron las directrices para la busqueda de
compuestos mas eficaces.* Fue asi como se establecié el ultimo grupo, los SDHI de
nueva generacion, cuyo origen puede establecerse en 2003 con la introduccién de
boscalid. Este grupo se caracteriza por presentar igual o mayor efectividad que sus
predecesores pero frente a un mayor nimero de enfermedades causadas por hongos,

incluyendo las mas relevantes (Figura 1.1)

Desde el lanzamiento de boscalid en 2003 hasta la actualidad, se han incluido en Ia
familia de SDHI otros once compuestos de nueva generacion pertenecientes a cinco
subclases estructurales diferentes, entre los que se encuentran los dos fungicidas en
los que se centra el trabajo de esta Tesis Doctoral: fluopyram, que constituye el Unico
miembro de la subclase de las piridinil etil benzamidas, y penthiopyrad, uno de los

ocho miembros de la subclase de las pirazol-4-carboxamidas.
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fenil benzamidas

Cfigi @ﬁon@i d -

oxatina carboxamidas
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carboxin oxycarboxin flutolanil mepronil benodanil
Uniroyal Chemical Uniroyal Chemical Nihon Nohyaku Kumiai Chemical BASF
Co. (1968) Co. (1971) Co. (1986) Industry Co. (1981) (1974)
pirazol-4-carboxamidas
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(2008) (2011) (2011) (2014)
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Bayer Cropscience Sumitomo Syngenta Syngenta
(2014) (1997) (2010) (2016)

tiazol carboxamidas

Q/OCFB

furano carboxamidas fenil oxoetil tiofenamidas
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piridinil etil benzamidas
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CF3
fenfuram fluopyram isofetamid thifluzamide
Bayer Cropscience Bayer Cropscience Ishihara Sangyo Monsanto
(1974) (2012) Kaisha (2016) (1997)
N-metoxi-(feniletil)-pirazolcarboxamidas piridina carboxamidas irazina carboxamidas
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(No introducido) (2003) (No introducido)

Figura 1.3. Fungicidas SDHI englobados actualmente bajo el cédigo 7 del FRAC,

clasificados por familia estructural." Para cada uno se especifica su nombre 1SO, la

empresa responsable de su lanzamiento y el afo en el que obtuvo el primer registro.

1.1.1. Piridinil etil benzamidas: Fluopyram

Fluopyram es el unico miembro de la subclase de fungicidas SDHI denominada

piridinil etil benzamidas. Fue el primer fungicida de esta familia en el que los dos
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anillos del esqueleto no estaban directamente unidos por el enlace amida, ya que su
estructura (Figura 1.4) contiene un puente de etileno intercalado entre el atomo de
nitrégeno y el anillo aromatico. Esta caracteristica se debe a la forma en que fue

descubierto, como se detallara mas adelante.

F3C_xCl a o
|

—

N N
H

Fluopyram (1)

Figura 1.4. Estructura ChemDraw del fungicida fluopyram.

Fluopyram fue desarrollado y protegido por patente en 2004 por Bayer
Cropscience™ y obtuvo su primer registro en Estados Unidos en el afio 2012." En
Europa, la Comisidon Europea autorizd su uso a nivel comunitario en febrero de 2014,
mientras que a nivel nacional su uso es legal en 25 de los Estados miembros,
incluyendo Espafia.’* El compuesto es un fungicida SDHI de amplio espectro,
recomendado para el tratamiento de un gran nimero de cultivos de fruta y verdura. Su
comercializacién se lleva a cabo bajo la denominacion Luna®, y puede encontrarse solo
o formulado con otros fungicidas de diferente modo de accién. En el caso de Espafia,
los productos comerciales que contienen fluopyram son Luna® Privilege (suspension
concentrada de fluopyram), Luna® Experience (fluopyram y tebuconazole), Luna®
Sensation (fluopyram y trifloxystrobin), Luna® Devotion (fluopyram y triadimenol).> En
otros paises también se comercializan otros formulados como Luna® Tranquility

(fluopyram y pyrimethanil) o Propulse® (fluopyram y prothioconazole).*®

1.1.1.1. Descubrimiento

A diferencia de otros fungicidas SDHI que fueron descubiertos a partir de
predecesores que compartian el esqueleto general de carboxanilida, fluopyram fue
descubierto empleando una estrategia distinta y posteriormente fue ubicado en dicha
familia de principios activos de acuerdo al mecanismo de accién que resulté tener.” El
fungicida fue descubierto mediante una aproximacién sintética de tipo “agréforo”,
consistente en la preparacién y evaluacion de moléculas que resultan de Ia
combinacion de fragmentos estructurales presentes en otros compuestos con
actividad conocida, y que a su vez deberian poseer propiedades adecuadas para
aumentar la probabilidad de tener actividad bioldgica. Asi, del mismo modo en que

podrian emplearse las reglas de Lipinski como herramienta orientativa en caso de estar
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buscando un nuevo farmaco, los investigadores de Bayer Cropscience consideraron
gue una propiedad adecuada para el fungicida que deseaban desarrollar seria poseer
una hidrofobicidad relativamente elevada, reflejada en un valor del logaritmo del

coeficiente de reparto octanol/agua (log P,y) entre 2.5y 45118

La procedencia de los fragmentos estructurales presentes en fluopyram heredados
de otros principios activos se esquematiza en la Figura 1.5. Por una parte, se incluyé el
fragmento 3-cloro-5-trifluorometilpiridin-2-ilo presente en moléculas de muy diversa
actividad, como los fungicidas fluopicolide (deslocalizador de la espectrina) y fluazinam
(desacoplador de la fosforilacién oxidativa),! el herbicida haloxyfop-P-methyl o el
insecticida fluazuron. Del mismo modo, se incorpord también un grupo de tipo
benzamida orto-sustutida, dado que se conocian ejemplos de fungicidas SDHI que
incorporaban este tipo de fragmentos. Este es el caso de los tres componentes de la

subclase de las fenil benzamidas: benodanil, mepronil y flutalonil.

Cl CI

FsC XN
N
- J\©
o « Benodanil
Fluopicolide (SDHI)

FsC Cl (fungicida)

X N 4

Z ;‘} F;C Cl
Fluazinam | P O  CF; /@\ Q
(fungicida) F3 N N)k@ I o N
H H
@ Mepronil

3C N Cl (0] Fluopyram (1) (SDHI)
—
e | 3
Haloxyfop-P-methyl

(herbicida) O O F /@\ O CFs
Pro NJ\©
H
\(\/E Flutolanil
Fluazuron (SDHI)

Cl (insecticida)

Figura 1.5. Estructuras de algunos productos agroquimicos, incluyendo fungicidas

SDHI, que sirvieron como modelo para el disefio de fluopyram.

Con todas estas premisas, se sintetizd y evalud bioldgicamente una bateria de

5,12

compuestos hasta dar con fluopyram (1).”"“ El resultado fue sorprendente, ya que el

» 19 «



Introduccion

fungicida recién descubierto resulté tener una remarcada actividad de tipo SDHI frente
a ascomicetos y despreciable frente a basidiomicetos, cuando el comportamiento
clasico de los compuestos de esta familia era justamente el contrario. Durante la
evaluacidon de la bateria de candidatos también se comprobd que la actividad era
menor frente a ascomicetos cuando el anillo de piridina de fluopyram se hacia
homoaromatico, y que la actividad frente a basidiomicetos se recuperaba levemente al
reemplazar el puente de etileno por un puente de orto-fenileno, emulando asi las
carboxanilidas clasicas pero sin lograr alcanzar la excelente actividad frente a
ascomicetos de fluopyram.’ Por otro lado, llama enormemente la atencidén que el
mecanismo de accion de fluopyram y el de fluopicolide difieran tanto, a pesar del

considerable parecido estructural entre ambos.

1.1.1.2. Propiedades

Como el resto de fungicidas SDHI, fluopyram basa su modo de accién en el bloqueo
de la respiracién celular por inhibicidn de la succinato deshidrogenasa. Sin embargo, es
interesante resaltar que algunas cepas resistentes a otros SDHI no lo son frente a
fluopyram, lo que indica que este fungicida posee una mayor actividad intrinseca que
otros miembros de su grupo. Del mismo modo, considerando la libertad
conformacional que aporta la inclusién del puente de etileno, estas observaciones
sugieren que el modo o incluso el sitio de unién de fluopyram al complejo Il podria ser
ligeramente diferente al de otros componentes de la familia.” De hecho, se ha descrito

un patrén de resistencia cruzada de boscalid diferente al de fluopyram.®*®

Como se ha apuntado anteriormente, aunque fluopyram no es activo frente a
oomicetos ni basidiomicetos, y en contraste con los otros SDHI, presenta una actividad
inusual frente a un amplio conjunto de ascomicetos, y en muchos casos a dosis
menores que otros fungicidas efectivos contra el mismo patdgeno. Asi, fluopyram
puede emplearse con éxito para controlar plagas causadas por Rhizopus spp.,
Alternaria spp., Sclerotinia spp., Botrytis spp., Monilinia spp. o Colletotrichum spp.,
entre muchos otros.” Ademas, es un fungicida sistémico, lo que implica que es capaz
de desplazarse por todo el organismo huésped y lograr asi una proteccién mas eficaz y

duradera.”

Desde el punto de vista fisicoquimico, fluopyram es un sélido pulverulento blanco
inodoro con un punto de fusidon de 117.5 °C y una presién de vapor a temperatura

ambiente de 1.2-107° kPa, por lo que puede considerarse poco volatil. Por su caracter
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hidrofdbico (log Pow = 3.3), el fungicida es poco soluble en agua (16 mg/L), sin
observarse dependencia de esta propiedad con el pH, mientras que es soluble en
disolventes organicos. Asi, puede disolverse en un gran nimero de disolventes polares
proticos y aproticos como son la acetona, dimetilsulfoxido (DMSQ), acetato de etilo,
metanol o diclorometano, mientras que su solubilidad es moderada en tolueno (62.2
g/L) y reducida en disolventes apolares como el heptano (0.66 g/L). Fluopyram no
presenta propiedades oxidantes ni reductoras, pero puede comportarse como una
base débil debido al anillo de piridina que contiene en su estructura. En cuanto a
propiedades espectroscopicas, su espectro de absorcidn ultravioleta/visible (UV/vis) en

acetonitrilo muestra maximos de absorbancia a 216 y 270 nm.*

Aunque la absorcion de fluopyram por via oral en mamiferos es rédpida (93% en 48
h), los estudios llevados a cabo no han mostrado evidencias de toxicidad aguda por via
oral, dérmica ni inhalatoria. Asi, la dosis letal media en ratas (LDsg) es superior a 2000
mg/kg. Tampoco presenta potencial caracter neurotdxico ni genotdxico, aunque puede

2223 | os mismos estudios

ser carcinogénico tras una exposicion cronica extensiva.
concluyeron que fluopyram no causa efectos en la fertilidad ni es teratogénico,

observandose Unicamente efectos de este tipo en ratas y conejos expuestos a las

mayores dosis.”"**
FsC Cl
3 B O CF;
~
y N){@
. . P H s
oxidacion _ -~ “~._oxidacion
% Fluopyram (1) N
FsC Cl
S e 3 N ToH o cRy
® /
N N N ”
OH H
b onidacién
. oxidacion v
\
O CF
F3C\(ﬁ:C| F3C\(ﬁ/\c/l 3
+
H,N
N” >COuH N7 - COH
PCA (3) PAA (4) M25 (2)

Esquema 1.1. Principales metabolitos de fluopyram generados en plantas y su posible

modo de formacion.

El metabolismo de fluopyram en plantas da lugar a varios compuestos de
degradacidn, siendo los de mayor frecuencia de aparicion la benzamida 2, (fluopyram-

benzamida o M25), y los acidos carboxilicos 3 (PCA) y 4 (PAA).Zl’24 Los resultados
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obtenidos en estudios con patatas, guisantes y pimientos hacen creer que todos estos
metabolitos se forman tras la hidroxilaciéon de una de las dos posiciones del puente de
etileno, seguida de la glicosidacion de los grupos hidroxilo y de la posterior ruptura
(Esquema 1.1).%* Algo parecido sucede en suelos, donde se degrada y/o metaboliza por
accién microbiana lentamente (tiempo de vida media de 239 dias en promedio) para
dar lugar mayoritariamente a los compuestos 2 y 3. Fluopyram también parece ser
resistente a la hidrdlisis, quedando inalterado incluso tras estar 5 dias a 50 °C en

disoluciones tampén acuosas a pH 4, 7y 9.2

La degradacién fotoquimica de fluopyram por accién de la luz solar da lugar
principalmente a la lactama 5, que se cree que se forma por ciclacion intramolecular
con eliminacién de HCl a partir del compuesto en estado electronico excitado. Otros
productos minoritarios observados en presencia de agua son los derivados 6 y 7, que
podrian formarse en el primer caso por sustitucion del 4&tomo de cloro de la molécula
excitada por un grupo hidroxilo procedente de una molécula de agua, y en el segundo
caso por ruptura homolitica del enlace C—Cl seguida de la abstraccion de un dtomo de

hidrégeno de agua (Figura 1.6).%

Figura 1.6. Principales productos de fotélisis de fluopyram.

1.1.1.3. Meétodos de sintesis

La primera secuencia sintética para la obtencion de fluopyram fue descrita y
protegida por patente en febrero de 2004 (Esquema 1.2).% La ruta se inicia con la
reaccioén entre la 2,3-dicloro-5-(trifluorometil)piridina (8) y 2-cianoacetato de metilo en
presencia de NaH, lo que conduce al producto de sustitucidon nucleofilica aromatica 9.
Posteriormente se procede a su descarboxilaciéon térmica seguida de la reduccion del
enlace triple C=N de 10 mediante hidrogenacion catalitica con paladio adsorbido sobre
carbono (Pd/C) en presencia de acido acético glacial, lo que origina el acetato de
amonio 11. Por ultimo, fluopyram (1) se obtiene al hacer reaccionar 11 con cloruro de

2-(trifluorometil)benzoilo en presencia de la resina basica poli(4-vinilpiridina) (PVP).
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F4C cl
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Fluopyram (28) 1"

Esquema 1.2. Ruta original descrita para la sintesis del fungicida fluopyram (1).

Dos afios después se describié una ruta similar basada en la misma estrategia
sintética, pero con algunas variaciones en las condiciones de cada etapa (Esquema
1.3).%° La modificacién mas destacable es la inclusién de anhidrido acético (Ac,0) en la
etapa de hidrogenacion catalitica de 10, lo que permite capturar la amina formada in
situ como la acetamida 12 y aumentar asi el rendimiento de la reduccion. Aunque esto
implique una etapa adicional para la hidrdlisis de la acetamida 12 para recuperar la
amina libre, el rendimiento global del 65% para las dos etapas es aceptable. En
relacion a esta etapa de la sintesis, recientemente Bayer Cropscience ha registrado una
patente dedicada Unicamente a condiciones experimentales para llevar a cabo la
hidrogenacion de compuestos similares a 10 en una sola etapa con el mayor

rendimiento posible.?’

FsC Cl
FaC Y KOH YOS HCI FaC o C
| + NC~ “CO,Et N7 COaEt | on
N~ al NMP 130 °C, 2h N
70°C, 3 h CN 94%
8 (2 pasos) 10
H, (30 bar)
Ac,0, HOAC
20°C,5h
719
FsC Cl cocl .
~
N N 2 . , »
H NaOH, THF N NH;*  reflujo, 5h N NHAC
reflujo, 1 h 92%
Fluopyram (1) 90% (disolucién acuosa) 12

Esquema 1.3. Ruta sintética alternativa para la preparacion de fluopyram (1) basada

en la secuencia originalmente descrita.

Al mismo tiempo, los autores publicaron otra patente describiendo una ruta

totalmente alternativa para la preparacién del fungicida en la que se evitaba la
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controvertida etapa de hidrogenacién del nitrilo.”® Por una parte, a partir de cloruro de
2-(trifluorometil)benzoilo se obtiene la correspondiente amida primaria (2), que se
trata sucesivamente con formaldehido en medio basico y con Ac,0 para obtener el
derivado 13. Esta estrategia convierte al atomo de carbono procedente del
formaldehido en la estructura de 13 en un buen centro electrofilico, capaz de
reaccionar con nucledfilos y expulsando asi un potencial anién acetato. Por otra parte,
se hace reaccionar 2,3-dicloro-5-trifluorometilpiridina (8) con malonato de dietilo para
obtener el diéster 14. Obtenidos los compuestos 13 y 14, se lleva a cabo el
acoplamiento de ambos para dar 15, aprovechando la facilidad para generar un centro
nucleofilico en la unidad de malonato recién introducida en 14 y la ya citada electrofilia
de 13. Finalmente, la doble hidrdlisis y descarboxilacion de 15 proporciona fluopyram
(1) con un 50% de rendimiento global a partir del cloruro de acido de partida, por lo
que los autores consideran que esta secuencia puede ser satisfactoriamente empleada

a escala industrial.

O CF O CF O CF
5 NHyH,0 3 H,CO : Ac,0
cl HoN HO™ N
THF K,CO3, H,0 H NaOAc, DMAC
20°C. 4 h 100°C, 15 h ta,4h
87% 2 90% >99%
)?\ O CF;
AN
N
FsC H
HCI/H,0 \(ji(}:%t NaOH 1
KCl, NMP DMAC
180°C, 24 h EtO,C 90°C, 3 h
66% 96% FsC | Y
CO,Et
FsC cl N
X
| O CFs N CO,Et
NG N)K© FsC\(\/ECI EtO,C CO,Et 14
H |
# NaOH, NMP
Fluopyram (1 20°C, 20 h
py (1) 8 85%

Esquema 1.4. Ruta sintética alternativa para la obtencidn de fluopyram (1) que evita

posibles etapas de hidrogenacidn de nitrilos.

1.1.2. Pirazol-4-carboxamidas: Penthiopyrad

De las diez subclases de SDHI, la que estad formada por mas principios activos es la
de las pirazol-4-carboxamidas, un nombre abreviado para una serie de derivados (ocho
en total) que comparten un esqueleto comun de tipo N-aril-1,3-dimetil-1H-pirazol-4-

carboxamida. Ademas, en muchos de estos casos el sustituyente metilo en posicién 3
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del anillo de pirazol contiene dos o tres atomos de fluor (Figura 1.3), mientras que el
anillo aromatico unido directamente al atomo de nitrégeno posee un sustituyente
contiguo a éste, en muchos casos de tipo 4-metilpentan-2-ilo o similar. Ademas, con la
excepcion de furametpyr, todos ellos son principios activos de nueva generacion. Entre
ellos cabe destacar penthiopyrad (16), que fue el primer SDHI de nueva generacién en

ser incluido en esta subclase. Su estructura se muestra en la Figura 1.7.

(0] —
\N AN N S
N= H
CF;

Penthiopyrad (16)

Figura 1.7. Estructura ChemDraw del fungicida penthiopyrad.

Penthiopyrad fue originalmente desarrollado y protegido en 1996 por Mitsui
Chemicals,”® que posteriormente lo licencié a DuPont para su explotacién en Europa vy
Estados Unidos. Fue registrado por primera vez en Japén en 2008, y obtuvo
posteriormente autorizaciones en Canadd y Estados Unidos en 2011 y 2012,
respectivamente. Su uso en la Unién Europea fue autorizado en el afio 2014, siendo
actualmente legal su uso en 14 Estados Miembros y estando en tramites de hacerlo en
Espafna y Bélgica. A diferencia de sus antecesores, eficaces sélo frente a
basidiomicetos, penthiopyrad también es efectivo frente a algunos ascomicetos vy
deuteromicetos. Se comercializa bajo las denominaciones Fontelis® y Vertisan®, y a
diferencia de fluopyram, sélo puede encontrarse formulado sin otros fungicidas en

forma de suspension concentrada del compuesto racémico en torno al 20% (m/v).*°

1.1.2.1. Descubrimiento

Penthiopyrad fue descubierto tras un exhaustivo estudio cuyo ambicioso objetivo
era encontrar un nuevo fungicida de tipo carboxanilida que tuviera el mismo nivel de
actividad contra cepas fungicas resistentes a otros productos agroguimicos y a la vez

un espectro de accién amplio.>*

Para ello, los investigadores de Mitsui Chemicals
fijaron inicialmente su atencién en dos carboxanilidas similares a algunos fungicidas ya
desarrollados pero para las que se habia descrito un espectro mds amplio que éstos.
Una de ellas fue el compuesto 17 (F-427), descrito en 1967 y muy similar a carboxin,
aunque con actividad frente a deuteromicetos ademas de frente a basidiomicetos, lo

que demostraba que era posible ampliar el espectro.?? La otra carboxanilida fue el
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compuesto de estructura 18 (BC-723), activo también frente a deuteromicetos y
basidiomicetos, el cual les sirvié como punto de partida (lead) para llevar a cabo la

optimizacién de la estructura del nuevo fungicida (Figura 1.8).

/= /= BC-723 (18)
F-427 (17)
\N‘ N N A S
\ N_ H R
CF3

R=H, CHj
Penthlopyrad (29)

Figura 1.8. Representacidn esquematica del camino seguido en el desarrollo de
penthiopyrad (16) a partir de las carboxanilidas F-427 (17) y BC-723 (18).

La busqueda del nuevo fungicida se hizo en base a los resultados que proporciond
cada uno de los candidatos frente al tratamiento de afiublo en arroz, oidio en pepino,
roya parda en trigo y moho gris en judias, poniendo especial atencién en esta ultima
enfermedad. En primer lugar, partiendo del compuesto 17, el anillo de oxatina fue
reemplazado por distintos anillos, en su mayoria aromaticos homo y heterociclicos,
observandose los mejores resultados con el derivado del acido 1-metil-3-
(trifluorometil)-1H-pirazol-4-carboxilico. Mas tarde, la agrupacion de bifenilo fue
variada teniendo en cuenta la estructura del compuesto 18, hasta obtener muy buenos
resultados al reemplazar el anillo de benceno unido al enlace amida por uno de tiofeno
que incorporaba un sustituyente alifatico en posicion contigua al sustituyente
carboxamido. Finalmente, la optimizacién de dicho sustituyente alifatico al grupo
4-metilpentan-2-ilo y la confirmacion de la idoneidad del anillo de pirazol con el grupo

alifatico definitivo condujeron a la obtencion de penthiopyrad (16).3"

1.1.2.2. Propiedades

Penthiopyrad es un fungicida sistémico® que, si bien no es eficaz contra
oomicetos, presenta elevada actividad frente a un amplio rango de infecciones entre
las que se hallan las mas comunes y que mas pérdidas ocasionan. También presenta

como aspecto favorable que su mecanismo de accidn es distinto al de otros principios
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activos que sirven para tratar las mismas infecciones, por lo que empleado
adecuadamente no deberia presentar resistencia cruzada con otros fungicidas. Algunas
de las plagas para las que penthiopyrad es efectivo son moho gris (Botrytis cinerea),
oidio (Sphaerotheca fuliginea o Erysiphe cichoracearum), moho en hojas de tomate
(Passalora fulva), tizon de fuego en pepino (Corynespora cassiicola) o podredumbre

marrén en melocotdn y cereza (Monilinia fructicola), entre muchos otros.>*

Penthiopyrad es un sélido blanco no volatil, cuyo punto de fusion es de 108.7 °Cy
cuya presion de vapor a temperatura ambiente es de 6.4-107° kPa. Posee un log Pow de
4,62 a pH neutro y temperatura ambiente, lo que sugiere una considerable
hidrofobicidad. De hecho, su solubilidad en agua se sitia en torno a 1.4 mg/L, no
variando significativamente ésta con el pH a pesar de que su estructura presenta un
anillo de pirazol ionizable. En cambio, el fungicida se disuelve bastante bien en
disolventes organicos polares (metanol, etanol, acetona, acetato de etilo y
diclorometano), haciéndolo moderadamente en disolventes aromadticos (xileno y
tolueno) y en menor medida en apolares (hexano y heptano). Por ultimo, su espectro

UV/vis presenta un maximo de absorbancia a 226 nm.3®

Las caracteristicas toxicologicas de este fungicida en mamiferos son bastante
similares a las que muestra fluopyram. Asi, los estudios llevados a cabo con la forma
racémica sugieren una absorcidon rapida por via oral (83%) sin evidencia de
acumulacién, con una baja toxicidad aguda en ratas tras administracién por vias oral,
dérmica o inhalatoria. Penthiopyrad tampoco parece ser neurotdxico ni genotoxico,
aunque a largo plazo pueden observarse efectos negativos en tiroides e higado,
pudiendo derivar en tumores en ratdn y rata. El fungicida tampoco parecié afectar a
los procesos reproductivos ni a los fetos, descartdandose por tanto un posible caracter
teratogénico. Del mismo modo, penthiopyrad no parece suponer un peligro a corto
plazo ni para aves ni para organismos acuaticos, aunque si a largo plazo para estos

dltimos en algunos casos.>**’

En cuanto a la degradacidn metabdlica de penthiopyrad, los metabolitos que
aparecen con mayor frecuencia tanto en plantas como en animales son la amida 19
(PAM), los derivados oxidados 20 (753-A-OH) y 21 (753-F-DO), y los acidos carboxilicos
22 (PCA) y 23 (DM-PCA).>’ Se ha propuesto que los derivados 20 y 21 procederian
respectivamente de la oxidacion de penthiopyrad dirigida al grupo alifatico y al anillo

de tiofeno, mientras que PAM (19) se obtendria por la ruptura de 21 en un paso
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posterior a la oxidacion de penthiopyrad. Del mismo modo, la hidrodlisis de 19

conduciria a 22, que se convertiria en 23 por desmetilacion.

o) —
\N\ AN N S (0] ' 0
N={ M SN oy desmetilacion TRy Non
CF; N= N=
Penthiopyrad (16) CF3 CFs
) . PCA (22) ™, DM-PCA (23)
oxidacion , ", oxidacion . hidrélisis
YJ\ /ik Q)L ruptura
CF,
753-A-OH (20) 753-F-DO (21) PAM (19)

Esquema 1.5. Principales metabolitos de penthiopyrad en organismos vegetales y

posible modo de formacion.

El metabolismo aerobio de penthiopyrad en suelos es muy similar al observado en
plantas, con formacién de los cinco metabolitos y en especial de DM-PCA (23).°
obstante, los estudios muestran una cierta persistencia del fungicida y sus metabolitos,
reflejada en la deteccidn de cantidades considerables de éstos entre 140 y 269 dias
después de la aplicaciéon. Ademads, la velocidad de degradacion se reduce
drasticamente en condiciones anaerobias. En cambio, la descomposicion del fungicida
por fotdlisis es relativamente rapida, lo que constituye probablemente la principal
causa de su disipacion en terrenos cultivables reales. Los principales productos de
fotodlisis son PAM (19), PCA (22) y DM-PCA (23), aunque el fungicida es estable a la
degradacidn fotoquimica cuando se halla en medio acuoso. Finalmente, y al igual que
fluopyram, penthiopyrad se muestra estable a la hidrdlisis en disoluciones acuosas

tamponadas a 50 °C durante varios dias.>®

1.1.2.3. Meétodos de sintesis

Se han descrito unas pocas secuencias sintéticas conducentes a la preparacion del
fungicida penthiopyrad (16). En la primera de ellas, descrita por Mitsui Chemicals en

3129 g compuesto se obtiene tras la formacién del enlace

1996 y de tipo convergente,
amida central a partir del cloruro del acido 22 y del aminotiofeno 24. El compuesto 22
se prepara mediante la hidrdlisis del producto de condensacién de 2-(etoximetilen)-
4,4 ,4-trifluoroacetoacetato de etilo y metilhidrazina. Por otra parte, la adicidn

nucleofilica de bromuro de isobutilmagnesio a la cetona 25, seguida de la reduccién
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con trietilsilano del producto resultante, conduce a la formacién del compuesto 24.
Mediante esta secuencia se obtiene el fungicida con un 24% de rendimiento a partir de

24,

Boc,0
N NS Boc BocHN™ NS
CH2C|2 - —
o 0 THF S i
25 > ~ BocHN™ FaSH NS
10°C ata. HO TFA
Mg 2 h, 98% ta., 20 h
0,
Br\)\ [Bng\)\] 59% 24
1) NH,NHMe
(0] AcOEt
105C.3h  ONYACOH 4500,
FaC” Y[ OEt N=
2) Hidrolisis CF, 2) 38 Py

OEt
22 41 % Penthlopyrad (16)

Esquema 1.6. Ruta original descrita para la sintesis del fungicida penthiopyrad (16).

Cuatro afios mas tarde se describieron dos rutas alternativas para la obtencion de
penthiopyrad a partir del acido 22, incluido en la primera secuencia, y del
aminotiofeno 26.%® Una de ellas, de tipo lineal (Esquema 1.7), implica la obtencién
inicial de la amida 27 por condensacidon de 22 y 26, seguida de una hidrélisis y
descarboxilacion que puede llevarse a cabo en un solo paso o bien con aislamiento del
acido intermedio. Tras la alquilacién del producto resultante (28) con 4-metilpentan-2-
ona (29) y la deshidratacién del intermedio, la reduccién de la mezcla de isémeros
formada conduce finalmente al fungicida deseado (16). A pesar de contar con un
mayor numero de etapas que la ruta original, la elevada efectividad de cada una de
ellas permite que penthiopyrad pueda prepararse con un excelente rendimiento global
del 85%.

La otra ruta propuesta (Esquema 1.8), de tipo convergente y basada en la
secuencia original, se fundamenta en la preparacién del aminotiofeno 24 empleando el
mismo tipo de transformaciones propuestas en la ruta descrita en el parrafo anterior
(Esquema 1.7). Asi, tras la proteccidn inicial del grupo amino de 26 como benzamida, el
producto protegido (30) se somete a saponificacion seguida de descarboxilaciéon para
dar lugar al compuesto 31. Después, el fragmento 4-metilpentan-2-ilo se introduce
nuevamente por alquilacién de Friedel-Crafts con la cetona 29 seguida de la
hidrogenacion de la mezcla de isdmeros de deshidratacidn resultantes, lo que original

el compuesto 32. La hidrdlisis de este compuesto conduce a 24, y finalmente se
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obtiene penthiopyrad (16), como en la ruta original, por formacién del enlace amida
entre 24 y el cloruro del acido 22 (33). Mediante esta secuencia alternativa se obtiene
el compuesto 24 con un rendimiento global del 70%, mientras que el rendimiento de la
ruta original era del 58%, debido fundamentalmente a la moderada efectividad de la

reduccion con trietilsilano en medio acido.

~ COH  1)s0ocl, ta. . NaOH/H,0
N= - N= H MeOH/dioxano
CF3 2) H,N S N CF COzMe 25°C, 5 h COzH
22 CO,Me 3 99%
26 27
THF, Py, 25°C 215 °p
3 h, 99% Py-HCI 10 min

91%
Py, 120 °C, 42 h \
94% 0 —
\NY\NI\ iS
- H

o N
o) — PN CF3

\N N H xS Ha 29 28
N= Pd/C 5%, MeOH  PTSA-H,0
CFs3 25°C,9h Tolueno

0,
Penthiopyrad (16) 91% (2 pasos)  112°C,8h

Esquema 1.7. Primera secuencia sintética alternativa propuesta para la sintesis de

penthiopyrad (16).
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COMe  g5oc 4h COMe o 4h COM  130ec, 271
26 100% 30 95% 85%

HCI/HOAG (1.96 MPa) 29 [\
BzHN BZHN™ X
97 °C, 27 h Pd/C 5% PTSA-H,0
96% MeOH 31
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40°C,11h 111 °C,9.5h
97% 93%
HNTY S
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\N\/i/COzH SOCl, \N\ X\, COCI 24 SN NN S
N= N= n=( H
Py, THF
CF3 CFs ta.,2h CF3
22 33 95% Penthiopyrad (16)

Esquema 1.8. Segunda secuencia sintética alternativa propuesta para la sintesis de

penthiopyrad (16).
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La principal diferencia de ambas secuencias respecto a la ruta inicial es la
introduccion en bloque del sustituyente alifatico 4-metilpentan-2-ilo en el anillo de
tiofeno mediante una reaccion de Friedel—Crafts con la cetona 29, compuesta por los
seis atomos de carbono dispuestos adecuadamente. En contraste, esta operacion se
llevaba a cabo originalmente por unién de dos fragmentos, uno de ellos de dos atomos
de carbono (grupo acetilo) y ya unido al anillo de tiofeno, y el otro de cuatro atomos
de carbono procedentes de bromuro de isobutilo (Esquema 1.6). Ademas, cada una de
las secuencias permite la introduccion de dicho sustituyente alifatico antes o después

de formar el enlace amida central.

Hasta la actualidad no se ha descrito ninguna otra secuencia sintética completa
para la preparacién del fungicida, si bien se han propuesto nuevas metodologias para
la preparacion de algunos de los precursores clave de las rutas existentes. Asi, Mitsui
Chemicals protegié en 2010 una serie de rutas alternativa para la preparacion del
aminotiofeno 24 a partir de 2,4-dimetilpentanal, nitrometano y 1,4—ditiano—2,5—dio|.39
Por otra parte, este mismo 2017 Chen y colaboradores han descrito la preparacién del
acido 22 por formacion del anillo de pirazol a partir de 2,2,2-trifluorodiazoetano y una
nitroolefina,® lo gue constituye una alternativa interesante para la preparacion a
escala industrial de este compuesto con un mayor rendimiento respecto a la

condensaciéon entre un compuesto 1,3-dicarbonilico y una hidracina, descrita en la ruta

original (Esquema 1.6).

1.1.3. Marco legal

Los plaguicidas, a pesar de ser compuestos potencialmente nocivos para el
consumidor y el medio ambiente y de ser cada vez mas rechazados por la sociedad,
son ampliamente utilizados en las practicas agricolas actuales para la proteccién de los
cultivos, ya que es practicamente inevitable su exposiciéon a posibles agentes
patdgenos. Existen alternativas en las que no se hace uso de plaguicidas, como son la
agricultura ecoldgica o bien la agricultura con organismos genéticamente modificados,
que incorporan en su cédigo genético sistemas de defensa frente a dichos

142 No obstante, la primera no ofrece tasas de produccién capaces de

patégenos.
satisfacer la elevada demanda, mientras que el uso de organismos transgénicos
requiere hoy por hoy una mayor investigaciéon y también un mayor grado de

aceptacion por parte de la sociedad. Por ello, en la actualidad se hace necesario el uso
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de plaguicidas, especialmente fungicidas e insecticidas, para garantizar cosechas de

calidad y cantidad suficientes.

Cuando se lleva a cabo la aplicacién de un plaguicida, éste puede tener diferentes
destinos una vez ha cumplido su propdsito: acumulacién, degradacion metabdlica por
parte del patégeno o bien del hospedador, hidrélisis, fotdlisis por accion solar, etc. La
permanencia de residuos del plaguicida en el cultivo, ya sea inalterado o bien sus
productos de degradacidon, puede suponer un problema de seguridad alimentaria, por
lo que es necesario un control legal estricto para evitar la llegada de alimentos
contaminados hasta el consumidor. Ademas, es frecuente emplear cantidades
superiores a las recomendadas con la falsa idea de que tendran un mayor efecto,
siendo el Unico resultado un mayor contenido en residuos del plaguicida y por tanto un
mayor riesgo alimentario. De este modo, ademas de decidir qué plaguicidas pueden
ser empleados o no, las autoridades de cada pais establecen para cada principio activo
y cultivo un limite maximo de residuo (LMR), el cual se expresa normalmente en mg de
plaguicida por kg de cultivo. Los LMR permiten regular asi la cantidad maxima de

plaguicidas que puede existir en los alimentos que llegan al consumidor.

Ademas del establecimiento de los LMR, las autoridades también efecttuan
programas periddicos de vigilancia y monitorizacién de residuos en alimentos. El
propésito de estos programas, ademas de velar por el cumplimiento de los limites
establecidos, es controlar qué principios activos y en qué cantidad estan presentes en
los alimentos analizados, que suelen ser del orden de miles o decenas de miles. Los
mas representativos a nivel mundial son el Pesticide Data Program (PDP) organizado
por el Departamento de Agricultura de Estados Unidos (USDA),43 y el European Union
Coordinated Pesticide Control Program (EUCP) llevado a cabo por la Autoridad Europea
de Seguridad Alimentaria (EFSA), que depende de la Comisién Europea.** En el caso de
Espana, la Agencia Espafiola de Consumo, Seguridad Alimentaria y Nutricién
(AECOSAN) del Ministerio de Sanidad es la encargada de llevar a cabo el programa
nacional de vigilancia, asi como de la participacidén en el programa coordinado a nivel

europeo.®

El dltimo informe del PDP estadounidense, correspondiente al afio 2015, se publico
el 10 de noviembre de 2016.%° Se analizaron 10187 muestras procedentes de 10
Estados, incluyendo frutas y verduras tanto frescas como procesadas (9872, 96.9%) y
muestras de mantequilla de cacahuete (315, 3.1%), monitorizando un total de 488

analitos entre plaguicidas, metabolitos, productos de degradacién, isomeros y otros
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contaminantes medioambientales. De todas ellas, Unicamente 54 muestras (0.53%)
contenian plaguicidas a concentraciones que superasen los LMR establecidos, mientras
gue un porcentaje de las muestras superior al 99% presentd contenidos de plaguicidas
inferiores a los limites legales. Ademas, no se detectaron residuos de plaguicidas en un
15% del total de las muestras. Por otra parte, en 394 de las muestras se detectaron
residuos sin un valor de LMR establecido. Los plaguicidas mas frecuentemente
encontrados fueron los fungicidas fludioxonil (1792 muestras), boscalid (1722

muestras) y pyraclostrobin (1704 muestras).

En cuanto al programa europeo, la EFSA publicd su ultimo informe el 7 de abril de
2017, correspondiente al afo 2015.*” Considerando Unicamente el programa
coordinado a nivel europeo, se analizaron un total de 10884 muestras de 11 tipos de
alimentos de origen animal y vegetal, incluyendo alimentos frescos y procesados, y se
evaluaron un total de 164 plaguicidas. Los analisis revelaron que 10795 muestras, el
99.2%, presentaron niveles de plaguicidas inferiores a los LMR, y 6650 de ellas (un
61.1% del total) no contuvieron niveles detectables de ninguno de los analitos
estudiados. Las restantes 89 muestras, Unicamente el 0.8% del conjunto analizado,
superaron los limites establecidos. De los tipos de alimentos analizados, las muestras
de brécoli fueron las que presentaron una mayor frecuencia de incumplimiento de los
LMR, mientras que los plaguicidas detectados mas habitualmente en el caso de las
muestras de origen vegetal fueron imazalil (7.1%), thiabendazole (6.8%), azoxystrobin
(6.4%), boscalid (6.3%) y chlorpyrifos (4.1%). No obstante, 36 de los fungicidas
estudiados no fueron hallados en cantidades detectables en ninguna de las muestras

vegetales analizadas.

1.1.3.1. Monitorizacion de residuos de fluopyram y penthiopyrad

La Organizacion de las Naciones Unidas para la Alimentacién y la Agricultura (FAO)
propuso en 2010 las definiciones de residuo para fluopyram en muestras de origen
animal y vegetal a tener en cuenta para comparar con los LMR. De este modo, para
muestras vegetales solo se considera el propio fungicida como residuo, mientras que
en el caso de muestras animales se incluye en la definicién su principal metabolito,
M25 (2, Esquema 1.1).! Del mismo modo, la misma organizacién definié en 2012 el
residuo de penthiopyrad en muestras de origen vegetal como la concentracion hallada
del fungicida, incluyendo también para muestras de origen animal la del principal

metabolito, PAM (19, Esquema 1.5).%® Asi pues, las definiciones legales de los residuos
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de ambos fungicidas tanto en Europa como en Estados Unidos estan de acuerdo con

las propuestas de la FAO.

En el caso del PDP, tanto fluopyram como penthiopyrad son monitorizados desde
el afio 2012 en un numero de muestras y de tipos de alimentos que va creciendo afio a
ano, como puede apreciarse graficamente en la Figura 1.9. En el estudio
correspondiente a dicho afio sélo se analizaron muestras de un tipo de alimento para
cada fungicida, 300 muestras de trigo para fluopyram y 92 de calabaza de verano para
penthiopyrad, y en ningln caso se detectaron residuos de los fungicidas buscados.*®
Para el estudio del afio 2013 no se llevaron a cabo andlisis para detectar fluopyram,
mientras que el nimero de muestras analizadas en busca de penthiopyrad ascendié
hasta mas de 3500. Entre ellas, aproximadamente un 2% presentaron concentraciones
detectables de fungicida, la mayor parte de ellas en zanahorias y judias verdes (un 48%

y un 27% del total de muestras contaminadas con penthiopyrad, respectivamente).*®
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Figura 1.9. Evolucién del numero de muestras analizadas en el PDP estadounidense en

busca de residuos de fluopyram y penthiopyrad.*®*~>°

El informe del PDP para el afio 2014, publicado en enero de 2016, muestra que el
nimero de muestras analizadas para detectar fluopyram fue mas de 4 veces superior
al del estudio llevado a cabo dos afios antes, evaluandose 7 tipos distintos de
alimentos de origen vegetal. Aunque estas cifras indican un aumento de la relevancia
de fluopyram, ninguna de las muestras analizadas presentd residuos detectables de
fungicida.”® En cambio, de los 4351 anilisis efectuados para la monitorizacién de

penthiopyrad en 12 tipos de alimentos, 163 de ellos (aproximadamente un 4%)
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arrojaron cantidades detectables de analito, siendo de nuevo zanahorias y judias
verdes los alimentos con presencia mas frecuente de analito.®® Por ultimo, el
recientemente publicado informe anual para 2015 revela un repunte importante en el
numero de muestras analizadas para detectar fluopyram y penthiopyrad, triplicandose
en el caso del primero e incrementandose en aproximadamente un 50% para el
segundo. Por primera vez, fluopyram fue detectado en 21 de las muestras analizadas
(0.6%) distribuidas entre pepinos (15), manzanas (4), lechugas (1) y fresas (1). Por su
parte, penthiopyrad fue hallado en un total de 299 muestras (5%), principalmente de
fresas (119), judias verdes (102) y tomates (50). Hay que resaltar que el porcentaje de
muestras contaminadas con penthiopyrad correspondientes a fresa aumenté
bruscamente desde el 10% hasta el 40% en tan solo un afio, mientras que en el caso de

. Y 46
los tomates dicha variacidon fue algo menos acusada, desde un 9% hasta un 17%.

Aunque la relevancia de fluopyram y penthiopyrad ha ido aumentando a lo largo
del tiempo, quedando reflejado en el nUmero de muestras analizadas y contaminadas,
hay que resaltar que hasta la fecha ninguna de las muestras ha presentado
concentraciones superiores a los LMR estadounidenses para ninguno de los dos
analitos. Actualmente dichos limites para fluopyram en alimentos de origen vegetal
oscilan entre el restrictivo valor de 0.01 ppm (ng/g) en maiz y el mas permisivo de 70
ppm en semillas de eneldo. En el caso de penthiopyrad, el LMR mas bajo es de 0.01
ppm en diversos tipos de maiz, mientras que el mas elevado es de 80 ppm en henos de

cebada, avena y trigo.”’

En cuanto a los resultados del programa europeo, fluopyram forma parte del
conjunto de plaguicidas incluidos en el estudio desde el afio 2013, antes de entrar en
vigor su autorizacion. En el estudio de dicho afio se monitorizé fluopyram en 4364
muestras de seis tipos de alimentos de origen vegetal, incluyendo vinos blancos y
tintos, hallandose 48 muestras contaminadas con el fungicida (1%) de las que tres
cuartas partes eran tomates.”? Posteriormente, el EUCP de 2014 incluyd casi 5000
muestras para la busqueda de fluopyram, siendo detectado en 56 de ellas (1%) con
una elevada incidencia en pepino, lo que constituyd casi un 70% de las muestras
contaminadas, si bien sélo el 6% de las muestras de pepino evaluadas contenian
cantidades detectables de fungicida.53 Finalmente, el informe del afio 2015, publicado
hace pocos meses, muestra un aumento del numero de muestras analizadas en busca
de fluopyram hasta mas de 5700, encontrandose residuos en 139 de ellas (2%). En este

estudio el numero de alimentos analizados ascendidé a nueve, de entre los cuales el
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pimiento morron y sobretodo la uva de mesa destacaron como los que mas
frecuentemente estuvieron contaminados, con respectivamente 29 y 100 muestras

positivas.47

Si bien los informes de la EFSA sugieren que fluopyram va adquiriendo
progresivamente peso en las practicas agricolas, con un nimero creciente de muestras
contaminadas afio a afio, afortunadamente todavia no se ha detectado ninguna
muestra con una presencia de fluopyram superior a la permitida. Los LMR europeos
actuales para este principio activo oscilan entre el restrictivo valor de 0.01 ppm,
correspondiente al limite de cuantificacion del método analitico empleado en los
estudios y asignado por defecto a aquellos cultivos para los que no se ha especificado

un valor concreto, y 15 ppm para algunos tipos de lechuga.>

Por su parte, penthiopyrad todavia no ha sido incorporado al EUCP, y de hecho sdlo
se menciona muy brevemente en los informes de los afios 2014 y 2015 haciendo
referencia a los resultados del programa coordinado junto con los distintos programas
de vigilancia nacionales, enfatizandose en ellos la exclusién del fungicida del EUCP. En
el informe del afio 2014 se especifica que fue detectado en una muestra de las 1285

* mientras que en 2015 también se

analizadas en el conjunto de la Unién Europea,5
detectd una sola muestra contaminada de un total de 2898.*” En cualquier caso,
ninguna de las dos muestras presenté concentraciones de penthiopyrad superiores a
los LMR, que actualmente se sitian en el rango comprendido entre el limite de
cuantificacion genérico de 0.01 ppm asignado a un gran numero de cultivos y valores

entre 15 y 50 ppm para distintos tipos de plantas de hoja, como lechugas y espinacas.54

1.2. Andlisis de residuos de plaguicidas en alimentos

Dado que los residuos de plaguicidas en alimentos suelen encontrarse a niveles
traza, se hace necesario el desarrollo de métodos analiticos realmente potentes,
capaces de cuantificar incluso por debajo de los ya de por si restrictivos LMR
establecidos. Por ello, es importante que los métodos destinados a este fin sean
sensibles, selectivos y reproducibles, ademas de incluir precauciones especiales
propias del analisis de trazas, como evitar cualquier fuente de contaminacién
(material, reactivos, etc.), incluir si es necesario etapas de preconcentracion o hacer un

uso exhaustivo de blancos analiticos.
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Por su elevado potencial, los métodos mas frecuentes para el analisis de
plaguicidas se basan en cromatografia de gases o de liquidos acoplada a distintos tipos
de detectores, preferentemente espectrometros de masas. No obstante, existen cada
vez mas métodos alternativos y/o complementarios de reconocimiento molecular que
hacen uso de biorreceptores especificos para el analito de interés, como los

anticuerpos.

1.2.1. Métodos cromatograficos

Como se ha avanzado anteriormente, para llevar a cabo el analisis de plaguicidas se
recurre convencionalmente a las técnicas cromatograficas, como son la cromatografia
de gases (GC), la cromatografia liquida de elevada eficacia (HPLC). Como es bien
sabido, la cromatografia permite la separacién de los componentes de una mezcla por
interaccion dinamica y simultanea de éstos con una fase estacionaria y una fase movil,
por lo que resulta ideal para muestras que contienen distintos tipos de residuos.
Ademas, es muy frecuente emplear la espectrometria de masas simple (MS) o en
tandem (MS/MS) como sistema de deteccidn, lo que permite asegurar la naturaleza
del residuo en base al espectro de masas obtenido. Este tipo de combinaciones da
lugar a métodos analiticos de elevada selectividad, reproducibilidad y sensibilidad,
capaces de determinar de forma simultdanea un gran niumero de moléculas, por lo que
se conocen también como métodos multirresiduo. Por todo ello, son la eleccidn

habitual para llevar a cabo los programas de vigilancia anteriormente descritos.

A pesar de su elevado potencial analitico, las técnicas cromatograficas
convencionales presentan una serie de inconvenientes que los convierten en poco
aptos para ciertas aplicaciones. Asi, estos métodos no son los mas adecuados cuando
se desea llevar a cabo un analisis rapido de una sola especie en un elevado conjunto de
muestras, ni tampoco cuando la determinacién quiere llevarse a cabo in situ. Del
mismo modo, su utilizacidén requiere de equipos sofisticados y por lo tanto de elevado
coste, por lo que deben ser ademds manejados por personal altamente cualificado. En
otras palabras, no son técnicas apropiadas para cualquier usuario, y mucho menos
para un ciudadano medio. Ademas, desde el punto de vista practico, en muchos casos
estos métodos precisan de un tratamiento previo de las muestras, que incluye en
todos los casos una etapa de extraccion con disolventes organicos seguida de etapas
de limpieza y/o preconcentracion, lo que repercute en tiempos de analisis mas largos y

en un mayor coste. Todos estos inconvenientes justifican la busqueda de métodos
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analiticos rapidos, fiables, sencillos de utilizar, portatiles y econdmicos,

complementando asi a las técnicas cromatograficas convencionales.

1.2.1.1. Métodos especificos descritos para fluopyram y penthiopyrad

El primer método para el analisis de fluopyram fue descrito en 2012 por Polgar y
colaboradores,” y se basé en HPLC acoplada a espectrometria de masas de alta
resolucion (EMAR). Se analizaron muestras de diversas frutas y verduras (pimiento
verde, lechuga, fresa, uva, pera, mandarina y pepino), y aunque los autores
construyeron una exhaustiva base de datos con un total de 1396 compuestos,
incluyendo también penthiopyrad y metabolitos de los fungicidas estudiados, en
ninguna de las muestras analizadas se encontré fluopyram o penthiopyrad. Por otra
parte, el primer método descrito para penthiopyrad en 2011 por Edison y
colaboradores no hizo uso de cromatografia, sino que se tomaban muestras con
bastoncillos de algoddn de la superficie de tres tipos de fruta (uva, manzana y naranja)
y se evaluaban sin mds tratamiento mediante analisis directo en tiempo real por
espectrometria de masas (DART—MS).>® En este caso si se detect6 penthiopyrad en las
muestras analizadas, si bien los autores no especifican ni la concentracion ni el limite

de cuantificacion.

Desde entonces y hasta la fecha, la inmensa mayoria de los métodos descritos para
el analisis de fluopyram y penthiopyrad en alimentos son multirresiduo y hacen uso de
alguna técnica cromatografica con deteccion por espectrometria de masas. El nimero
de analitos por método va desde unos pocos hasta varios cientos, y en muchos casos
ambos fungicidas estan incluidos en el grupo estudiado. Para el analisis de fluopyram
se han descrito métodos basados en cromatografia de gases con detector de captura
de electrones (GC—ECD),>"® acoplada a espectrometria de masas simple (GC—MS),>**°
y acoplada a espectrometria de masas en tandem (GC-MS/MS),**® y entre estos
Gltimos hay uno que también incluye a penthiopyrad.®* No obstante, existen muchos
mas trabajos que describen métodos multirresiduo basados en cromatografia de
liquidos, pudiéndose encontrar en la bibliografia métodos acoplados a espectrometria
de masas simple (HPLC-MS),>%® y a espectrometria de masas en tandem de triple
cuadrupolo (HPLC-MS/MS),%*®*"* asi como sus equivalentes de eficacia ultraelevada
(UPLC-MS"? y UPLC-MS/MS”*>77), ya sea para el analisis de uno o de ambos fungicidas.
Ademas, dado el creciente uso de los SDHI para la proteccion de cultivos, se han

descrito algunos métodos multirresiduo para el analisis exclusivo o casi exclusivo de
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analitos pertenecientes a esta familia, uno de ellos desarrollado en nuestro

77,78

laboratorio. Los limites de cuantificacion de todos estos métodos se situan en

torno a 10 ng/g para los dos fungicidas estudiados.

También existen otros métodos de analisis para fluopyram y penthiopyrad que no
se ajustan a la clasificacion anterior. Asi, recientemente se ha descrito un método
multirresiduo no cromatografico para la cuantificacion de fluopyram y de otros 61
analitos en muestras de vino tinto.”’ EI método esta basado en la ya citada técnica
DART-MS, una modalidad de espectrometria de masas de desorcidn/ionizacion
introducida en 2005 y que permite, como su nombre indica, el analisis directo en

tiempo real de muestras de todo tipo.so’81

Por otra parte, Qinglong Guo protegid por
patente en 2016 varios métodos monorresiduo basados en GC—-MS y GC—-MS/MS para
el anadlisis de penthiopyrad en diversos alimentos, alcanzando limites de cuantificacidon

de hasta 0.25 ng/g de fungicida aproximadamente.gz_85

1.2.2. Métodos inmunoquimicos

Ante las limitaciones asociadas a los métodos cromatograficos convencionales para
algunas aplicaciones concretas, los analistas emplean cada vez con mas frecuencia
métodos alternativos de reconocimiento molecular, entre los que se incluyen los
denominados métodos inmunoquimicos. Esta familia engloba al conjunto de técnicas
analiticas en las que el analito es detectado o cuantificado mediante el establecimiento
de una reaccion de reconocimiento molecular antigeno/anticuerpo. En este caso, el
analito actua como antigeno, de modo que interacciona con un anticuerpo con elevada
afinidad y especificidad. Dada la gran versatilidad de los anticuerpos para adaptarse a
multiples formatos de ensayo, esta familia de técnicas ha encontrado un gran nimero
de aplicaciones, tanto a nivel analitico como preparativo, y son especialmente
interesantes en aquellos casos en los que es necesario el andlisis rapido de un gran

numero de muestras.86

Los métodos inmunoquimicos presentan una serie de ventajas particulares que los
hacen idéneos para complementar a las técnicas cromatograficas. En primer lugar,
permiten llevar a cabo el analisis de un gran conjunto de muestras en poco tiempo, asi
como ser adaptados a formatos portatiles para efectuar los analisis fuera de los
laboratorios. Asimismo, no requieren el uso de instrumental sofisticado ni de personal

altamente cualificado, lo que reduce el coste del anadlisis. Ademas, debido a la
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especificidad de la reaccidon de reconocimiento antigeno/anticuerpo, las muestras
liqguidas pueden analizarse en muchos casos sin tratamiento previo, e incluso en
presencia de moléculas muy similares al analito, minimizando o eliminando el uso de
disolventes organicos. Del mismo modo, la sensibilidad de estos métodos suele ser
comparable o incluso llegar a superar a la de los métodos cromatograficos
tradicionales, alcanzandose limites de deteccion del orden de pg/g. Por ultimo, las
diferentes posibilidades que ofrece el uso de anticuerpos dan lugar a métodos de muy
diverso alcance analitico (analisis cuantitativo, semicuantitativo y cualitativo) o incluso

métodos con fines preparativos.

Los métodos inmunoquimicos pueden adaptarse a multitud de formatos de

ensayo, y aunque originalmente su aplicacién se llevé a cabo en el campo clinico, han

87-89

aportado valiosas alternativas analiticas para dianas muy variadas, incluyendo los

90,91

plaguicidas. Los primeros inmunoensayos hacian uso de marcaje con radioisétopos

para evaluar el reconocimiento molecular,®? y aunque los denominados

9394 su uso es desaconsejable

radioinmunoensayos (RIA) todavia sean empleados,
debido a los riesgos para la salud que entrafia el uso de sustancias radioactivas. Este
problema se soluciond con la sustitucién de los marcadores radioactivos por enzimas,
naciendo asi la técnica inmunoquimica por excelencia conocida como ensayo de
inmunoadsorcién ligado a enzima (ELISA, enzyme-linked immunosorbent assc:y).95’96
Otros métodos inmunoquimicos de wuso frecuente son la cromatografia de
inmunoafinidad,” los biosensores®™ y los inmunoensayos de flujo lateral o tiras

88,99

reactivas, siendo el test de embarazo el ejemplo por excelencia de este ultimo tipo.

En el contexto de la seguridad alimentaria, incluyendo el analisis de residuos de
plaguicidas como fluopyram o penthiopyrad, el desarrollo de métodos
inmunoquimicos es de gran interés en determinadas aplicaciones para las que las
técnicas analiticas convencionales no son las mds adecuadas. Métodos de este tipo
serian Utiles en situaciones de crisis y alarma alimentaria por un contaminante o
patégeno concreto, como fue la deteccion de melamina en leche para bebé

89,100

procedentes de China en 2008, o también la aparicion del brote de Escherichia coli

191 También podrian ser adecuados

enterohemorragica en Alemania en el afio 2011.
para su uso en departamentos de calidad de productores y empresas del sector
agroalimentario para la monitorizacion de una sustancia especifica en la materia
prima, producto acabado, o bien en lineas industriales de procesado y/o

transformacion de alimentos.
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Dada la reciente introduccion en el mercado de los fungicidas fluopyram y
penthiopyrad, y aunque si se han publicado métodos convencionales para su analisis
(seccién 1.2.1.1), en el momento de redactar esta Tesis Doctoral todavia no se habia
descrito ningin método inmunoquimico para monitorizar estos analitos. Por ello, se
decidid abordar el desarrollo de inmunoensayos para la cuantificacién de fluopyramy

penthiopyrad en muestras de alimentos.

Los métodos inmunoquimicos para moléculas organicas pequefias poseen un
esquema comun de desarrollo bien establecido, que se inicia con el disefio y la sintesis
de haptenos, la preparacion de bioconjugados, y la generacion de anticuerpos
especificos del analito de interés. Posteriormente los anticuerpos y los bioconjugados
se evalluan para determinar la calidad del reconocimiento molecular, y una vez
establecidas las condiciones éptimas para llevar a cabo el inmunoensayo, se procede a
su aplicacién sobre muestras reales y su validacién analitica. Todas estas etapas se

describen detalladamente en los siguientes apartados de la memoria.

1.3. Preparacion de inmunorreactivos

El primer paso en el desarrollo de cualquier método inmunoquimico es la
obtencién de anticuerpos especificos para el analito de interés, lo que habitualmente
se lleva a cabo mediante la inmunizacién de animales de laboratorio, si bien también
es posible hacerlo empleando técnicas de biologia molecular. Ademas, cuando el
analito de interés es un compuesto de bajo peso molecular, como los fungicidas
fluopyram y penthiopyrad, también es necesaria la preparacion de especies en las que
el analito queda unido a una macromolécula transportadora, como se describe a
continuacion. La obtencién de ambos tipos de moléculas, denominadas en conjunto
inmunorreactivos, es el primer objetivo a la hora de desarrollar un nuevo

inmunoensayo.

1.3.1. Moléculas pequeiias: Sintesis de haptenos como etapa clave

El sistema inmunitario estd bien preparado para generar anticuerpos frente a
antigenos potencialmente patogénicos, tales como virus, bacterias o proteinas propias
de éstos, todas ellas de gran tamafio a nivel molecular. Puesto que estos agentes
pueden ser reconocidos por anticuerpos y ademas desencadenan por si solas la

respuesta inmunitaria adaptativa, se dice que son antigénicos e inmunogénicos. Por
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ello, si el propdsito fuese obtener anticuerpos dirigidos a macromoléculas, en teoria
bastaria con la exposicion periddica de la propia macromolécula al sistema inmunitario
del animal de laboratorio. Ademas, debido a su gran tamafio, las especies de elevado
peso molecular poseen varios dominios reconocibles por anticuerpos, denominados
determinantes antigénicos o epitopos, por lo que pueden interaccionar

simultaneamente con anticuerpos de diferente especificidad.

A diferencia de las moléculas grandes, las moléculas pequefias como los farmacos,
los plaguicidas o las toxinas no son capaces de inducir la generacidn de anticuerpos,
sino que son metabolizados y excretados por el organismo receptor o bien quedan
acumulados en éste. Desde el punto de vista inmunolégico, suele considerarse que una
molécula es pequefia cuando su peso molecular es inferior a 1000 Da. Este es el caso
de fungicidas como fluopyram o penthiopyrad, cuyos respectivos pesos moleculares
son 397 y 359 Da. Sin embargo, los compuestos de bajo peso molecular si pueden ser
reconocidos por anticuerpos, en otras palabras, son antigénicos pero no
inmunogénicos. Karl Landsteiner, considerado uno de los padres de la inmunoquimica
moderna, bautizé a este tipo de sustancias con el nombre de haptenos.'® No
obstante, los haptenos pueden convertirse en inmunogénicos si se enlazan
covalentemente a una proteina transportadora, proceso que se denomina conjugacion
y que da lugar a un conjugado proteina—hapteno (Figura 1.10). De esta forma, el
hapteno pasa a formar parte de los epitopos de dicha proteina, la cual si es capaz de
inducir la generacion de anticuerpos. Otra propiedad de los haptenos es que
constituyen un solo epitopo debido a su reducido tamafio, y por tanto sélo pueden
interaccionar simultdneamente con una molécula de anticuerpo, lo que tiene

consecuencias practicas para el desarrollo de métodos inmunoquimicos.

lugar de conjugacién

hapteno proteina

Figura 1.10. Representacién esquematica de un conjugado proteina—hapteno.
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En la mayoria de los casos en los que se desea generar anticuerpos frente a una
molécula pequeiia no es posible su unién covalente directa a una proteina
transportadora, por lo que es necesario preparar previamente un andlogo
funcionalizado del compuesto diana (analito) que incorpore un grupo funcional para la
conjugacién. Desde el punto de vista inmunoldgico, dichos derivados sintéticos
también son haptenos. A grandes rasgos, un hapteno funcionalizado consiste en la
union de tres elementos bdsicos: una estructura principal semejante al analito de
interés, un grupo funcional para la posterior union covalente a la proteina, y entre
ambos un tercer elemento denominado brazo espaciador. Ante el gran nimero de
posibilidades que ofrece este esquema general, el disefio de haptenos se convierte en
una tarea crucial cuando se desean obtener anticuerpos de elevada afinidad y

especificidad hacia una molécula pequeiia.

El brazo espaciador tiene la funcién de facilitar la exposicion de la estructura del
analito al sistema inmunitario al separarla de la proteina transportadora, evitando asi
posibles enmascaramientos cercanos al lugar de conjugacién. Es esencial que el
espaciador no contenga elementos fuertemente inmunogénicos, esto es, agrupaciones
capaces de establecer interacciones intermoleculares con facilidad, tales como
heteroatomos, enlaces dobles C=C, anillos aromaticos, halégenos, grupos altamente
polares, etc. De lo contrario, cabe la posibilidad de que los anticuerpos generados

reconozcan el brazo espaciador en lugar de la estructura del analito.%31%

Por ello, lo
mas habitual es que el espaciador sea una cadena hidrocarbonada alifatica lineal de 4
a 6 atomos de carbono, longitud que permite una exposicién éptima de la estructura
del analito al sistema inmunitario, aunque se han descrito ejemplos de generacién de
anticuerpos empleando haptenos con brazos espaciadores de longitud inferior o

superior a dicho intervalo.’®

Por su parte, el grupo de conjugacién escogido debe permitir llevar a cabo la unién
del hapteno a la proteina de manera ortogonal, es decir, sin producirse uniones por
sitios diferentes y manteniendo inalteradas las estructuras del analito y de la proteina.
Los grupos funcionales de conjugacion mas usuales son carboxilato (—-COOH), amino

(=NH,), sulfhidrilo (-SH) e hidroxilo (—OH), aunque también se han descrito ejemplos

6 108

con vinilsulfonas,'® azidas'”’ y otros grupos funcionales. El grupo funcional
introducido dependerd de la estrategia de conjugacidn escogida, como se describird en

la seccion 1.3.2.
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En cuanto a la estructura del analito, lo ideal es que la inclusién del brazo
espaciador tenga las minimas repercusiones en las caracteristicas estereoelectrénicas
de la molécula original, maximizandose asi la probabilidad de generar anticuerpos de
elevada afinidad y especificidad hacia ésta.'® La preparacién de un hapteno de estas
caracteristicas a partir del propio analito no siempre es sencilla y a veces ni siquiera es
posible por carecer éste de la funcionalizacion adecuada en el lugar donde se desea
introducir el espaciador. Tradicionalmente se ha recurrido a hacerlo con el minimo
esfuerzo sintético posible, aprovechando incluso las posiciones reactivas del propio
analito, tales como los grupos nucleofilicos —OH, —NH, o =SH.**° Sin embargo, este tipo
de estrategias pueden implicar modificaciones importantes de las propiedades
conformacionales o electrénicas de la molécula inicial, asi como la eliminacién o el
enmascaramiento de zonas de posible interaccion con anticuerpos. Por ello, para
obtener un hapteno funcionalizado “a la carta”, una de las mejores aproximaciones es
la sintesis total, que si bien implica un mayor esfuerzo sintético, suele repercutir en
anticuerpos de mayor afinidad y especificidad y por tanto en métodos inmunoquimicos

mas sensibles y selectivos.'***

1.3.1.1. Recursos para el disefio racional de haptenos funcionalizados

Aunque la sintesis total permite practicamente el acceso a cualquier hapteno
deseado, lo cierto es que no se sabe a ciencia cierta si éste es el mas adecuado para
generar inmunidad hasta que no se caracterizan experimentalmente los anticuerpos
generados. Por ello, es Gtil un diseno racional previo de los haptenos basandose en las
pautas descritas anteriormente y haciendo uso de dos recursos ampliamente utilizados

con este fin: la modelizacion molecular y, sobretodo, el principio de Landsteiner.

Karl Landsteiner, cientifico austriaco descubridor de los grupos sanguineos y
galardonado por ello con el Premio Nobel de Medicina en 1930, centrd gran parte de
su investigacidn en las interacciones antigeno/anticuerpo haciendo uso de moléculas
pequefias ancladas a proteinas transportadoras a las que bautizé haptenos, como se
ha indicado anteriormente.’® Sus estudios le llevaron a concluir gue la zona del
hapteno mas distal a la posicién del brazo espaciador, y por tanto mas alejada de la
proteina transportadora, es la mas accesible y por tanto la mejor reconocida por los
anticuerpos. En cambio, la zona del hapteno mas proximal al espaciador seria menos
accesible por su mayor cercania con la proteina transportadora, siendo por tanto mas

dificil el reconocimiento molecular. Segun este razonamiento, que ha sido denominado
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posteriormente “principio de Landsteiner”, para obtener anticuerpos que reconozcan
una determinada zona del analito, el brazo espaciador en el hapteno funcionalizado
deberia colocarse lo mas alejado posible de dicha zona. El principio de Landsteiner ha
sido ampliamente utilizado para racionalizar el disefio de haptenos y para explicar
posteriormente la especificidad de anticuerpos generados frente a este tipo de

112,113

antigenos. El cumplimiento de este principio también queda patente cuando se

hace uso de haptenos fragmentarios, que Unicamente exponen una parte de la

estructura del analito al sistema inmunitario.******

Por otra parte, la modelizacion molecular aplicada al disefio de haptenos implica la
determinacion de la conformacidn de menor energia tanto del analito como de los

posibles haptenos y su posterior comparacion.'*®

En general, se lleva a cabo en primer
lugar un analisis conformacional exhaustivo mediante mecanica molecular hasta dar
con las estructuras de minima energia, que después se refinan mediante métodos
semiempiricos basados en mecanica cuantica. El mismo tipo de cdlculos puede usarse
adicionalmente para obtener mapas de potencial electrostatico, que sirven para
conocer la distribucion de densidad electrénica de las moléculas de interés.'*” En
principio, la comparacién de los modelos computacionales obtenidos permite asumir
gue los haptenos mas adecuados son aquellos cuya conformacidon mas estable es mas
similar a la del analito, y analogamente cuando se comparan distribuciones de
densidad electrénica. Sin embargo, hay que tener siempre presente que un escenario
en el que también esta presente un anticuerpo puede dar lugar a que el analito y/o los
haptenos adopten una conformacion diferente a la hallada y que suponga una
situacion de energia global todavia mds baja. Por ello, los resultados obtenidos
empleando esta herramienta a nivel predictivo no deben tomarse al pie de la letra,
sino que deben servir como orientacién para decidir qué hapteno es el mas adecuado.
En cambio, la modelizacion molecular con fines explicativos se emplea frecuentemente
para racionalizar la afinidad observada para nuevos anticuerpos al comparar diferentes

haptenos.™®

1.3.2. Preparacion de conjugados proteina—hapteno

Como se ha indicado previamente, un conjugado proteina—hapteno es el resultado
de unir covalentemente un hapteno funcionalizado a una proteina transportadora
(Figura 1.10, seccion 1.3.1). Para ello, se hace uso de los grupos funcionales reactivos

presentes en las cadenas laterales de los residuos de los aminoacidos que componen la
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cadena polipeptidica, siendo los mas frecuentes los grupos e-amino de residuos de
lisina, los grupos carboxilato de residuos de aspartato y glutamato, y los grupos
sulfhidrilo de residuos de cisteina. En principio, cualquier proteina exdgena con
suficientes grupos para conjugacion accesibles seria valida para la preparacion de un
conjugado proteina—hapteno. Algunas de las mas empleadas son las seroalbuminas
bovina (BSA) y humana (HSA), la ovoalbumina (OVA) y las hemocianinas de la lapa
(KLH, keyhole limpet hemocyanin) y del cangrejo herradura (HCH, horseshoe crab

hemocyanin).

La conjugacion suele llevarse a cabo de forma directa, aunque también puede
hacerse tras una derivatizacion previa de los grupos funcionales de la proteina,
destacando la reaccién de los grupos carboxilato de la macromolécula con diaminas
como la etilendiamina con el fin de incrementar el nimero de grupos amino
disponibles para la conjugacién.119 En consecuencia, existe un amplio abanico de

posibilidades a la hora de preparar un conjugado protel'na—hapteno.108

Algunos
métodos usuales de conjugacién directa de haptenos funcionalizados a grupos amino y

sulfhidrilo de la proteina se representan esquematicamente en la Figura 1.11.

Entre las diferentes posibilidades, es muy habitual la preparaciéon de haptenos con
un grupo carboxilato en el extremo de su brazo espaciador para posteriormente llevar
a cabo la conjugacion sobre los grupos amino libres de la proteina, lo que da lugar a un
enlace amida. La formacidn directa de este tipo de enlace a partir de un acido
carboxilico y una amina es costosa debido a la relativamente baja reactividad del acido
frente a la adicidn nucleofilica. En sintesis orgdnica, este problema se resuelve
cldsicamente mediante una transformacidn previa del acido carboxilico en un derivado
mas reactivo, como es el correspondiente cloruro de acilo. Para la preparacién de
bioconjugados se sigue una estrategia similar, aunque se emplean reactivos
compatibles con la proteina para evitar su desnaturalizacion, como son los ésteres de
cloroformiato (método del anhidrido mixto) o las carbodiimidas. Tras la activacién, el
derivado se hace reaccionar con la proteina a pH ligeramente basico para provocar la

desprotonacion de los grupos amino de ésta y favorecer asi la conjugacion.

El método de las carbodiimidas también puede combinarse con el uso de
moléculas como la N-hidroxisuccinimida (NHS) para generar un éster de N-
hidroxisuccinimidilo electrofilico, el cual también puede obtenerse mediante el
tratamiento del hapteno con carbonato de N,N’-disuccinimidilo (DSC).*?° En este caso

se hablaria del denominado método del éster activo, que se discutira con detalle mas
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Métodos para haptenos con grupo carboxilo
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Figura 1.11. Métodos mas usuales de obtencién de conjugados proteina—hapteno a
partir de los grupos amino y sulfhidrilo libres de la proteina.'®

adelante.'®

Una ventaja muy importante de esta variante es la posibilidad de purificar

dicho éster, que es relativamente estable en condiciones anhidras, lo que evita

posibles reacciones secundarias indeseadas y ademas facilita el control preciso de la
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proporcion de moléculas de hapteno conjugadas por molécula de proteina, parametro

conocido como relaciéon molar hapteno/proteina (RM).

La RM de un conjugado proteina—hapteno es un parametro cuya determinacion
reviste interés, ya que su valor éptimo es diferente en funcion de su finalidad. A modo
de ejemplo, un conjugado con fines de inmunizacién requiere un valor
moderadamente elevado de RM para favorecer la exposicion del hapteno al sistema
inmunitario, mientras que para conjugados destinados a ser empleados en
inmunoensayos competitivos es recomendable un valor mas reducido de RM, tal y
como se detallard mas adelante. La RM puede estimarse mediante espectrofotometria
UV/vis cuando el hapteno absorbe radiacién en esta regién del espectro
electromagnético. No obstante, la elevada capacidad actual de los equipos que hacen
uso de técnicas como espectrometria de masas MALDI-TOF permite la medida precisa
de la masa de macromoléculas, por lo que éstas también pueden usarse para el calculo

de la densidad hapténica de un conjugado.122

1.3.3. Generacion de anticuerpos especificos

La generacién de inmunidad frente a un antigeno se traduce, entre otras cosas, en
la biosintesis y secrecion masiva de anticuerpos en el organismo inmunizado por parte
de células del sistema inmunitario, concretamente células plasmaticas o linfocitos B
activados. Los anticuerpos, también llamados inmunoglobulinas (lg), tienen la
capacidad de unirse a su antigeno con una afinidad y especificidad extraordinarias,
desencadenando después diferentes procesos para la eliminaciéon del agente
patégeno. Es precisamente esta elevada capacidad de reconocimiento molecular la
gue suscita el interés de obtenerlos con fines analiticos, pero también para

aplicaciones biotecnolégicas y biomédicas, como la inmunoterapia.m

Algunos de los
animales de laboratorio mas empleados para la generacidon de anticuerpos son

conejos, ratones y cabras.

1.3.3.1. Estructura y clases de inmunoglobulinas

Desde el punto de vista estructural, los anticuerpos son glicoproteinas cuya
estructura simplificada recuerda a una “Y”. Para describirlos mas detalladamente, se
utilizara como modelo una Ig del tipo G, las mds abundantes. Las IgG (Figura 1.12), de

unos 150 kDa de peso, son heterodimeros constituidos por la uniéon de dos cadenas
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polipeptidicas idénticas de 50 kDa y dos cadenas de 25 kDa también idénticas,
denominadas respectivamente cadenas pesadas (H) y ligeras (L). Las cadenas pesadas
se unen entre si por dos enlaces disulfuro, mientras que cada una de ellas queda unida
a una cadena ligera a través de otro enlace disulfuro. Por ello, las IgG son receptores
bivalentes, con dos sitios de unién a antigeno o paratopos situados en los extremos
N-terminal de las cadenas pesadas y ligeras, y por tanto capaces de unirse a dos
moléculas de antigeno que expongan el mismo epitopo.

Sitio de unidén

< de antigeno Antigeno Fragmentos Fab

Jo

Region
bisagra

Region

variable Cadena
v) ligera (L)
N ’ S-S
Enlace L fdigestién con ,L'ﬁ
Region disulfuro o O 2 papaina
constante { q : O O
(© \__JU — Carbohidratos
— — \
Cy3 Fragmento Fc
— ) Cadena
pesada (H) U

Figura 1.12. Representacion esquematica de una inmunoglobulina G (IgG). Se indican
los dominios (Vy, V|, Cyl, C42, Cy43 y Cy), tipos de cadenas peptidicas (H y L) y regiones
de su estructura (constante y variable), asi como los fragmentos en que puede

dividirse mediante protedlisis enzimatica parcial con papaina (Fab y Fc).

Un analisis de la estructura primaria de las cadenas que componen las IgG revela
gue estdn formadas por unién de un cierto numero de secuencias similares, aunque no
idénticas entre si, de unos 110 aminodacidos, denominadas dominios de
inmunoglobulina. Las cadenas pesadas constan de 4 dominios de este tipo, mientras
que las cadenas ligeras sdlo contienen dos. Las secuencias de los dominios situados en
el extremo N-terminal de ambos tipos de cadenas varian considerablemente de una
IgG a otra, por lo que se conocen como dominios variables (V). Por otra parte, las
secuencias del resto de dominios no cambian significativamente de una IgG a otra, por
ello se denominan dominios constantes (C). De este modo, las cadenas ligeras estan
constituidas por dominios V. y C, mientras que las cadenas pesadas constan de
dominios Vy, Cyl, C42 y Cy3. La agrupacidon de dominios Cy y C, constituye la regién

constante de la IgG, mientras que la region variable esta formada por los dominios Vy y
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V.. Es precisamente en los extremos de estas ultimas regiones donde tiene lugar la
unioén al antigeno, mientras que los dominios Cy2 estan asociados a polisacaridos. Los
diferentes dominios de una 1gG se agrupan para dar lugar a tres l6bulos, obteniéndose
asi la forma de “Y”. En la regién central de la macromolécula se situa la regién bisagra,

llamada asi por su elevada flexibilidad, que permite la movilidad de los |6bulos.

La utilizacion de enzimas proteoliticas puede dar lugar a la ruptura de la 1gG en
diferentes fragmentos. Asi, la utilizacion de papaina fragmenta selectivamente las
cadenas pesadas en la region bisagra por encima de los enlaces disulfuro que las unen,
lo que da lugar a la formacién de tres fragmentos correspondientes a los tres lobulos
de la IgG original: dos fragmentos idénticos que contienen dominios constantes y
variables, y por tanto los sitios de unién a antigeno, y un tercer fragmento que sélo
contiene dominios constantes. Por su capacidad de reconocimiento molecular, los
primeros se llaman fragmentos que unen antigeno (Fab, fragment antigen binding).
Por su parte, el fragmento formado por los dominios Cy2 y Cy3 es cristalizable, por ello

se conoce como fragmento que cristaliza (Fc, fragment that crystallizes).

Las diferentes variaciones en las secuencias de las regiones constantes de las Ig dan
lugar a diferencias en su tamafio, carga, solubilidad y funcién. Estas variaciones
originan distintos tipos de cadenas pesadas y ligeras, lo que a su vez permite la
clasificacién de las Ig en varias clases y subclases. Las cadenas ligeras pueden ser de
tipos k 0 A, mientras que los tipos de cadenas pesadas son a, §, €, y y U. La funcidon de
una Ig no se ve afectada por la cadena ligera, pero esta estrechamente relacionada con
el tipo de cadena pesada que la conforma. Por ello, cada tipo de cadena pesada da
lugar a una clase o isotipo de Ig: IgA (cadena a), IgD (cadena &), IgE (cadena €), 1gG
(cadena y) e IgM (cadena p). Entre ellas, las IgG destacan por su mayoritaria presencia
en el suero sanguineo y por su mejorada afinidad y especificidad hacia los antigenos, lo
que deriva del hecho de que se producen como parte de la maduracidn de la respuesta
inmunitaria, tal y como se describira en la seccién 1.3.4. Por otra parte, el caracter
hidrofdbico o hidrofilico de los aminoacidos mads cercanos al extremo C-terminal de las
cadenas pesadas determina si las Ig actuaran como receptores de membrana o bien

como proteinas solubles secretadas al medio extracelular.

1.3.3.2. Tipos de anticuerpos segun su modo de generacion

En el contexto de la generacién artificial de anticuerpos con fines analiticos,

biomédicos o biotecnoldgicos, éstos pueden clasificarse en tres grandes categorias
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segln su manera de obtenerse: policlonales, monoclonales o recombinantes. Los
anticuerpos policlonales (pAbs) se obtienen a partir del suero sanguineo del animal
inmunizado, y constituyen una mezcla compleja de todos los tipos de anticuerpos
generados con un mismo inmundgeno, cada uno de ellos procedente de un clon de
linfocitos B distinto y por tanto con una afinidad y especificidad diferente. Por ello, sus
caracteristicas representan un promedio de la respuesta inmunitaria del animal, lo que
puede ser util para evaluar la idoneidad del inmundgeno empleado para la generacién
de anticuerpos. Su obtencién es relativamente sencilla, econdémica y rapida,
habitualmente de 3 a 4 meses, pero presentan como principal inconveniente su
caracter limitado y su escasa reproducibilidad debido a la variabilidad entre animales

inmunizados.

Los anticuerpos monoclonales (mAbs) son inmunoglobulinas obtenidas in vitro
mediante la generacion y cultivo de células especiales denominadas hibridomas,***
como se describird a continuacién. Los mAbs se generan a partir de una unica linea
celular inmortal procedente de un clon de linfocitos B del animal inmunizado, por lo
que su afinidad y especificidad estan bien definidas y ademas pueden obtenerse de
manera ilimitada y totalmente reproducible, a diferencia de lo que sucede con los
pAbs. A cambio, su generacién es mas compleja, costosa y lenta (usualmente en torno
a 7 meses), pero repercute en anticuerpos de muy elevado interés por sus excelentes

propiedades.

Finalmente, los anticuerpos recombinantes (rAbs) se obtienen por aplicacion de
técnicas de biologia molecular, partiendo de librerias génicas sintéticas o
semisintéticas o bien tras el aislamiento de los genes que codifican las Ig en los
hibridomas. La posterior clonacidn y expresion de éstos en otros organismos da lugar a

H : 125 . - .z .
anticuerpos con propiedades muy concretas.””” Ademas, la utilizacion de este tipo de
estrategias posibilita la modificacion de las propiedades de unién al ligando por

mutagénesis y un menor uso de animales de laboratorio.

1.3.3.3. Obtencion de anticuerpos monoclonales

Como se ha avanzado previamente, la generacidon de anticuerpos monoclonales se
lleva a cabo mediante la aplicacion de la tecnologia de hibridomas, introducida

inicialmente por Georges Kohler y Cesar Milstein en 1975.1%

Esta tecnologia surgié
como respuesta a la necesidad de obtener poblaciones homogéneas de anticuerpos

con el fin de evitar los problemas de reproducibilidad asociados al uso de antisueros
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Figura 1.13. Representacién esquematica del procedimiento experimental para la

obtencién de anticuerpos monoclonales mediante generacién de hibridomas.

(anticuerpos policlonales) con diversos fines. La técnica desarrollada tuvo tal
relevancia que ambos cientificos recibieron por ello el Premio Nobel de Medicina en
1984. El procedimiento, esquematizado en la Figura 1.13, implica la fusién celular de

linfocitos B del bazo de un animal inmunizado, usualmente un ratén, con células
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tumorales de mieloma de la misma especie. Ello da lugar a la generacidon de células
hibridas, denominadas hibridomas, con la capacidad simultanea de secretar el mismo
anticuerpo que el linfocito B original y de replicarse indefinidamente. La seleccidn,
aislamiento y estabilizacién posterior de una linea celular concreta de hibridoma
permite la produccidon de un solo tipo de anticuerpo en tanta cantidad como se

necesite.

La fusion celular de linfocitos B y mielomas es necesaria para perpetuar la linea
celular, ya que los linfocitos no sobreviven tiempos largos en cultivo celular in vitro.
Para llevar a cabo la fusidén se utiliza polietilenglicol (PEG), que es capaz de disolver
parcialmente las membranas celulares, aunque con nula selectividad, lo que constituye
el principal inconveniente de la técnica. En consecuencia, tras la eliminaciéon aleatoria
de material genético en las células binucleadas inicialmente formadas tras la fusidn, se
obtienen células hibridas de todos los tipos posibles: mieloma/mieloma,
linfocito/linfocito e hibridomas propiamente dichos, ademds de células inalteradas.
Tanto los hibridos mieloma/mieloma como los mielomas no fusionados podrian crecer
indefinidamente junto a los hibridomas o incluso desplazarlos, por lo que es necesario
un meétodo de seleccidon para eliminarlos. La seleccién quimica de hibridomas se
consigue combinando una modificacion genética introducida en los mielomas con la
adicién de aminopterina, lo que provoca que Unicamente los hibridomas sean capaces
de biosintetizar nucleétidos para generar nuevo ADN, necesario para su replicacion
indefinida. El método de seleccidn y las rutas metabdlicas implicadas se esquematizan

en la Figura 1.14.

La aminopterina inhibe la dihidrofolato reductasa (DHFR), bloqueando Ila
conversion de dihidrofolato (FH,) en tetrahidrofolato (FH4). Ello impide la sintesis de
novo de monofosfato de inosina (IMP), precursor de los dos nucleétidos puricos
presentes en el ADN (dATP y dGTP), y a su vez la conversién de monofosfato de uridina
(dUMP) en monofosfato de timidina (dTMP), precursor del nucleétido pirimidinico
dTTP. La maquinaria celular esta preparada para estas situaciones con la inclusién de
las denominadas rutas de salvamento, que constituyen una via secundaria de
biosintesis de nucledtidos. Asi, existe una ruta alternativa para obtener dTMP a partir
de timidina por accion de la timidina quinasa, mientras que el IMP puede
biosintetizarse a partir de pirofosfato de fosforribosilo (PRPP) e hipoxantina bajo
catdlisis de la hipoxantina guanina fosforribosil transferasa (HGPRT). La modificaciéon

genética llevada a cabo sobre los mielomas implica precisamente el silenciamiento de
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esta enzima, por lo que ni los mielomas ni los hibridos mieloma/mieloma son capaces
de sintetizar nucledtidos puricos por la via de salvamento, cosa que si pueden hacer los
hibridomas al proceder de linfocitos B sin dicha modificacion. Por ello, en presencia de
aminopterina sdlo los hibridomas pueden biosintetizar todos los nucle6tidos mediante
las rutas de salvamento y prosperar, siempre y cuando exista disponibilidad de
hipoxantina y timidina. De este modo, para llevar a cabo la seleccion quimica se
emplea como medio post-fusion el denominado medio HAT, suplementado con los tres

componentes claves del proceso: hipoxantina, aminopterina y timidina.

Q o
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Figura 1.14. Influencia del medio HAT en las rutas de biosintesis de novo y de

salvamento de desoxirribonucleétidos.

Transcurridos de 10 a 12 dias desde la fusidén celular, periodo durante el que se
produce el crecimiento selectivo de hibridomas, se lleva a cabo un analisis de los
sobrenadantes de cultivo para localizar células secretoras de anticuerpos especificos
para el analito de interés. En este sentido, es muy frecuente la utilizacién de ELISA, y

particularmente en el dmbito de los analitos de bajo peso molecular la modalidad
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conocida como ELISA diferencial.*?®

Adicionalmente, para seleccionar los hibridomas
productores de los mejores anticuerpos es recomendable reevaluar mediante ELISA
competitivo bidimensional los sobrenadantes con resultado positivo en el primer

ensayo.'”’

Dado que un mismo pocillo de una microplaca de cultivo suele contener una
mezcla de varios clones de hibridomas, de los cuales muy probablemente sélo uno de
ellos genera anticuerpos para el analito de estudio, se lleva a cabo un proceso que
conduce al aislamiento y estabilizacion de la linea celular deseada. El proceso se
denomina clonaje o clonacién, y habitualmente se lleva a cabo mediante el
denominado método de dilucion limite. Este método consiste en la homogeneizacién y
dilucion del contenido del pocillo para después sembrarlo en una nueva placa a razén
de una sola célula por pocillo, lo que incrementa la probabilidad de obtener pocillos
con un solo clon de hibridomas. Pasados varios dias se reanalizan los sobrenadantes de
cultivo, previa inspeccién de los pocillos al microscopio para localizar los pocillos con
crecimiento celular, y se repite el ciclo varias veces hasta asegurar la monoclonalidad
del hibridoma. Una vez aislada la linea celular hibrida, se cultiva en recipientes de
tamafio cada vez mayor (expansidn) hasta tener una cierta cantidad de células, parte
de las cuales se conservan en N, liquido para su posterior utilizacion. El resto se utilizan
para generar tanta cantidad de mAb como se desee, que posteriormente se extrae y

purifica a partir del medio de cultivo.

1.3.4. Métodos alternativos de inmunizacion

La generacion de inmunidad frente a un antigeno por parte del sistema inmunitario
de los vertebrados, ya sea de forma natural frente a agentes patdgenos o inducida por
la inoculacién deliberada de un inmunégeno, es un proceso complejo en el que
participan de forma coordinada un gran nimero de elementos. La forma tradicional de
generar inmunidad artificialmente es la inoculacién periddica de un inmundgeno (un
patdgeno inactivado como en algunas vacunas o un conjugado proteina—hapteno en el
caso de moléculas pequefias), acompafado normalmente de una sustancia
denominada adyuvante, que como se describira mas adelante actia como un agente
inmunopotenciador.128 Sin embargo, en determinadas circunstancias no es posible la
generacidon de respuesta inmunitaria mediante dicha metodologia, por lo que es
conveniente el desarrollo de métodos alternativos de inmunizacion que permitan

acceder a anticuerpos en estas situaciones. En este sentido, es necesario un
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conocimiento preciso de las diferentes etapas del proceso para comprender los
factores de los que depende el éxito o no en la generacién de anticuerpos de elevada

afinidad y especificidad frente al antigeno.

reconocimiento por
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Figura 1.15. Representacion esquematica del mecanismo de la respuesta inmunitaria

adaptativa frente a un antigeno de naturaleza peptidica.

Una vez que el organismo detecta la presencia del elemento extrafio, se activa en
primer lugar un conjunto de mecanismos destinados a su eliminacién de forma rapida
e inespecifica, lo que se conoce como respuesta inmunitaria innata. 129 Esta se basa en

la proteccion mediante barreras anatomicas (piel, mucosas, etc.) y fisioldgicas (pH,
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temperatura corporal), pero también humorales y celulares, entre las que destacan el
sistema del complemento y la fagocitosis del antigeno por parte de leucocitos, en
especial neutrdfilos, células dendriticas y macrofagos. El sistema del complemento es
un conjunto de proteinas presentes en el suero sanguineo, que tras su activacién
mediante vias que pueden implicar o no la mediaciéon de anticuerpos, promueven

distintos procesos destinados a destruir el antigeno.129

Por su parte, los leucocitos
reclutados en el lugar de aparicion del antigeno se encargan de su fagocitosis y
posterior degradacioén intracelular. Aunque forme parte de la respuesta inmunitaria
innata, la fagocitosis del antigeno por parte de macréfagos y/o células dendriticas es
casi siempre el primer paso en la cascada de acontecimientos que provocan la
adquisicion de inmunidad especifica frente a dicho antigeno, proceso denominado

respuesta inmunitaria adaptativa y esquematizado en la Figura 1.15.13°

El antigeno es fagocitado por un macréfago y se fusiona con lisosomas, donde se
produce su degradacidn por parte de enzimas hidroliticas para dar lugar a
oligopéptidos del orden de 10 aminoacidos de longitud. Dichos péptidos son
posteriormente capturados por las llamadas moléculas del complejo principal de
histocompatibilidad de clase Il (MHC Il), desplazandose luego el complejo hasta la
superficie del macréfago con el fin de presentar exteriormente el péptido capturado.
La molécula de MHC Il es una glicoproteina compuesta de dos cadenas peptidicas, las
cuales forman un surco en el que puede unirse el péptido por interacciones con los
residuos de los aminoacidos de la propia molécula de MHC Il. Ademas, cada una de las
cadenas contiene en el extremo opuesto al sitio de unién del péptido un dominio

hidrofdbico para su anclaje a la membrana.

El complejo péptido/MHC Il en la superficie del macréfago puede ser reconocido
por un linfocito T auxiliar (Ty, también llamado T CD4+) a través de su receptor
especifico de antigeno. Dicho receptor es muy similar al fragmento Fab de las
inmunoglobulinas (ver Figura 1.12, seccién 1.3.3.1), ya que esta formado por la unién
de dos cadenas polipeptidicas con una regién constante y otra variable, donde se halla
el sitio de union al antigeno (el complejo péptido/MHC IlI). Existen diversos
mecanismos para generar una enorme variabilidad en dicho sitio de unién, lo que
practicamente posibilita el reconocimiento de cualquier complejo péptido/MHC II.
Cada linfocito Ty expresa un solo tipo de receptor con especificidad por un solo
complejo, de forma que su activaciéon sélo tiene lugar cuando se produce un

reconocimiento eficaz del complejo presentado por un macréofago u otra célula
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presentadora. Una vez activado, el linfocito Ty prolifera (expansién clonal) y se
diferencia en distintos tipos de células, y a su vez activa otros tipos de células
inmunitarias, entre las que destacan especialmente los linfocitos T citotéxicos (Tc,
también llamados T CD8+) y los linfocitos B, ambos especificos de antigeno. Los
linfocitos Tc localizan y eliminan células propias infectadas con el antigeno,
comunicandose con ellas de forma similar a la interaccion con los macréfagos pero
haciendo uso de moléculas de MHC de clase | (respuesta inmunitaria celular). Por su
parte, son precisamente los linfocitos B los encargados, una vez son activados por los
linfocitos Ty, de la generacion de anticuerpos especificos para el antigeno (respuesta

inmunitaria humoral).

Los linfocitos B, al igual que los macrdfagos, tienen la capacidad de invaginar
antigenos, con la diferencia de que en estos casos la endocitosis es mediada por Ig de
membrana que actlan como receptores, y por tanto es especifica. Al igual que los
receptores de los linfocitos T, existen mecanismos para generar una gran variabilidad
en las Ig, lo que posibilita el reconocimiento de practicamente cualquier antigeno. Del
mismo modo, cada linfocito B expresa un solo tipo de Ig de membrana con
especificidad por un solo antigeno. Una vez endocitado, el complejo Ig/antigeno es
degradado igualmente en péptidos de pequefio tamafio, que son capturados y
presentados por una molécula de MHC Il idéntica a la del macréfago. De este modo, si
un linfocito Ty previamente activado por el reconocimiento de un cierto complejo
péptido/MHC 1l, presentado por un macréfago, reconoce el mismo complejo
presentado por un linfocito B, tiene lugar la activacion de éste ultimo. Ello conlleva su
expansion clonal y su diferenciacién en células plasmaticas y linfocitos B de memoria.
Las células plasmaticas estan preparadas para la secrecion masiva de anticuerpos con
idéntica capacidad de reconocimiento de antigeno que las Ig de membrana del
linfocito B original, y solo sobreviven unos pocos dias hasta contener la infeccidn. En
cambio, los linfocitos B de memoria son capaces de perdurar en el tiempo incluso

afios, y constituyen la base de la inmunidad a largo plazo.

Mediante todo este sistema, que producido tras el primer contacto con el antigeno
se denomina respuesta inmunitaria adaptativa primaria o simplemente respuesta
inmunitaria primaria, se genera una defensa especifica frente a un elemento extrafio
tanto a nivel celular (eliminacién de células infectadas por linfocitos T¢, entre otras)
como humoral (marcaje de antigenos con anticuerpos). Por otra parte, la generacién

de células de memoria posibilita una respuesta mucho mas eficiente ante futuros
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contactos con el antigeno, denominada respuesta inmunitaria secundaria, ya que el
organismo estaria previamente enriquecido en linfocitos B especificos para el
antigeno. En estos casos también se producen una serie de mutaciones en los
anticuerpos y en los receptores de los linfocitos T, de manera que se seleccionan
preferentemente aquellos mutantes que desarrollan los receptores con mejor
capacidad de reconocimiento. Es decir, la respuesta inmunitaria secundaria se
caracteriza por ser mucho mas eficaz que la primaria y por dar lugar a un proceso de

maduracion de la afinidad y especificidad de los anticuerpos.

Aunque existen determinados antigenos que inducen la activacion de los linfocitos
B sin necesidad de interaccion con linfocitos Ty activados,la'1 lo mas habitual es que sea
necesaria la activacion previa de estos ultimos, para lo cual es vital el primero paso de
fagocitosis del antigeno por parte del macrofago. En este sentido, el tamano del
antigeno es un factor muy importante, ya que la fagocitosis por parte del macréfago se
produce cuando éste detecta a su alrededor elementos extrafios no solubles o material
particulado, incluyendo bacterias y virus. Las proteinas exdgenas, a pesar de ser
inmunogénicas por su caracter macromolecular, son solubles y ademas demasiado
pequefias como para ser inmediatamente fagocitadas. Lo mismo se puede decir de las
moléculas mas pequeiias, que ademas no son inmunogénicas (ver secciéon 1.3.1). Por
este motivo, cuando se inoculan proteinas o conjugados proteina—hapteno para
generar anticuerpos es necesario emplear adyuvantes, como se ha apuntado al
principio de esta seccién. Un adyuvante es una sustancia o una mezcla de sustancias
capaces de activar elementos de la respuesta inmunitaria innata (inflamacion,
reclutamiento de leucocitos, etc.) y a su vez de favorecer la respuesta inmunitaria
adaptativa frente a antigenos que no cumplen los requisitos para ser eficazmente

presentados al sistema inmunitario.

A lo largo de la historia se han desarrollado distintos tipos de adyuvantes, cada uno
con unas caracteristicas y una efectividad diferentes, algunos destinados
especificamente a la generacion de anticuerpos con fines experimentales.128 En este
caso, los mas conocidos son las sales de aluminio (hidroxido, fosfato, etc.), con
capacidad de formar geles, y los aceites minerales, que sirven para preparar
emulsiones. Dentro de este ultimo grupo se encuentra el adyuvante histéricamente
mas empleado, conocido como adyuvante de Freund. Formulado por primera vez en
1937 por Jules Freund,®? estd compuesto por una mezcla de aceite de parafina y

monooleato de manosa, y en su versidon completa también contiene restos de
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Mycobacterium tuberculosis inactivada. La mezcla vigorosa del antigeno (en medio
acuoso) con el adyuvante (basado en un medio apolar) da lugar a una emulsién, que
tras ser inoculada forma depdsitos insolubles y permite una liberacion lenta del
antigeno. La naturaleza extrafia de esta mezcla y de las bacterias de la version
completa del adyuvante en el lugar de inoculacién atrae la presencia de leucocitos, de
modo que en algin momento el antigeno infiltrado en la emulsidon sera invaginado por
los macrofagos reclutados. A partir de este punto, si el antigeno tiene parte peptidica,
serd procesado por el propio sistema inmunitario tal y como se ha descrito
anteriormente. Por sus excelentes resultados, se han descrito multitud de trabajos en

los que se hace uso de este adyuvante con el fin de generar anticuerpos.**?

Desde la perspectiva de desarrollar métodos alternativos de inmunizacién, y dada
la gran sofisticacion que caracteriza al sistema inmunitario una vez iniciado el proceso
de respuesta adaptativa, la mejor opcién es precisamente favorecer el paso de
fagocitosis por parte del macréfago. Los adyuvantes tradicionales permiten llevar a
cabo esta tarea, pero el principal inconveniente de algunos de ellos es que suelen
tener efectos secundarios en el animal de laboratorio e incluso pueden ser tdxicos
para el propio manipulador. Asi, el adyuvante de Freund suele provocar heridas
considerables en el animal inmunizado, tipicamente necrosis local, inflamacién
granulomatosa o absceso. Por ello, en una sociedad cada vez mds comprometida con
el bienestar animal, es mas necesaria que nunca la busqueda de adyuvantes

128 Otra opcién es la utilizacién de inmundgenos con

alternativos menos agresivos.
caracter autoadyuvante, y en este sentido, una aproximacion cada vez mas estudiada

es llevar a cabo la inmunizacion haciendo uso de nanomateriales.

Los nanomateriales se definen como aquellos materiales cuyo tamafio oscila entre
1 y 1000 nm. Sus particulares propiedades los hacen utiles para un sinfin de
aplicaciones de todo tipo, entre las que se incluyen las asociadas a su relacién con el
sistema inmunitario. Los nanomateriales pueden interaccionar con diversos receptores
celulares y proteinas para inducir la respuesta inmunitaria tanto a nivel humoral como
celular. En funcidn de sus caracteristicas (tamafio, forma, carga superficial, etc.),
diversos tipos de nanoparticulas pueden modular la respuesta inmunitaria, ya sea

134-136

activdndola, inhibiéndola o incluso suprimiéndola. Ademads, pueden ser

fagocitados por células inmunitarias debido a su tamafio, similar al de los elementos

mejor captados como virus o bacterias, y pueden emplearse como vehiculos para el

137,138 139-141

transporte de antigenos y su posterior liberacion controlada. Estas
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caracteristicas los convierten en inmundgenos alternativos con potencial caracter
adyuvante, ya que podrian favorecer la presentacién de los antigenos al sistema

inmunitario.

Existen dos grandes aproximaciones para llevar a cabo el transporte de un antigeno
por parte de un nanomaterial. Un método consiste en el encapsulamiento del antigeno
en el interior de un material biodegradable usualmente de tipo polimérico,**

143,144

destacando el uso de 4acido polilactico-glicélico e hidrogeles basados en

poliacrilatos entrecruzados con puentes disulfuro.®’

Esta estrategia también esta
siendo investigada para emplearse con otras moléculas de interés bioldgico o
biomédico, por ejemplo para el transporte y liberacién controlada de farmacos en el

sitio de accién concreto.**

Otra posibilidad implica el transporte por adsorcion o bien
por unidn covalente del antigeno a la superficie de un nanomaterial. En este caso se ha
estudiado bastante el papel de las nanoparticulas de oro, de las que se sabe bien que

146147 se ha descrito la

son capaces de activar la respuesta inmunitaria adaptativa.
generacion de anticuerpos frente a antigenos soportados sobre este tipo de
nanomaterial, con papel de vehiculo transportador y a la vez de adyuvante, logrando
respuestas comparables o incluso superiores a las obtenidas con adyuvantes

148,149
Del

tradicionales. mismo modo, se esta investigando el uso de otras

nanoestructuras con la misma finalidad, como nanobeads meté\Iicas,150 nanoparticulas

151,152 153,154

basadas en polimeros organicos sintéticos o nanotubos de carbono, entre

otros.

1.3.4.1. Conjugados basados en nanotubos de carbono

No hay duda de que el carbono es uno de los elementos mas versatiles de la
naturaleza, pues en él se basan todas las formas de vida conocidas, la gran familia de
compuestos quimicos denominados genéricamente compuestos organicos, y una
amplia gama de materiales y nanomateriales que con toda seguridad estaran
presentes en nuestra vida cotidiana en un futuro préximo. Uno de los materiales mas
prometedores de la actualidad es el conocido como grafeno, un alétropo del carbono
consistente en una lamina formada por un ndmero indefinido de anillos de benceno
fusionados, lo que da lugar a una red plana de dtomos de carbono con hibridacién sp®.
Esta estructura lo convierte en un material semiconductor, flexible y casi transparente,

por lo que se prevé que tendra un gran nimero de aplicaciones tecnolégicas.
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La manipulaciéon de una lamina de grafeno origina otros alétropos del carbono,
algunos de los cuales se muestran en la Figura 1.16. La apilacién de ldaminas de grafeno
da lugar al grafito, presente en la naturaleza y empleado para fabricar |apices, mientras
gue un plegamiento esférico con pérdida de algunos dtomos de carbono da lugar a los

conocidos fullerenos. Cuando el plegamiento de la |ldmina se produce de forma

cilindrica, se obtienen los llamados nanotubos de carbono, que fueron descritos por
155

primera vez en 1991.

Grafito

Carbono

Grafeno Fullerenos

Figura 1.16. Modelos tridimensionales para algunas formas alotrdpicas del carbono,
entre los que se incluyen los nanotubos de carbono. Las estructuras se han obtenido
con el software ChemBio3D Ultra 13.0.

Los nanotubos de carbono pueden estar formados por una o varias capas de

156 cuando sélo constan

grafeno concéntricas, lo que da lugar a dos grandes subgrupos.
de una ldmina de grafeno enrollada se denominan nanotubos de pared simple (SWNT,

single-walled carbon nanotubes), con un didametro habitualmente de 1-2 nm. En

» 62 «



Introduccion

cambio, si los nanotubos estdn conformados por varias l[dminas de grafeno
concéntricas se denominan nanotubos de pared multiple (MWNT, multi-walled carbon
nanotubes), lo que suele dar lugar a estructuras cilindricas de unos 50-100 nm de
grosor en funcidon del nimero de capas. Ambos tipos de nanotubos pueden alcanzar
longitudes de varias micras, pudiéndose observar su forma caracteristica con claridad

mediante microscopia electrdnica.

Debido a su origen estructural, los nanotubos de carbono presentan unas
propiedades fisicas parecidas a las del grafeno en cuanto a conductividad eléctrica,
flexibilidad y resistencia mecanica. En cuanto a sus propiedades quimicas, la ausencia
de enlaces o grupos funcionales polares en su estructura los hace ser muy insolubles
en disolventes polares como el agua, y su cardcter poliaromdatico los convierte en
especies muy poco reactivas. De hecho, las reacciones tipicas de funcionalizacién de
nanotubos de carbono se suelen caracterizar por condiciones drasticas, tiempos de
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reaccion elevados y rendimientos bajos.”’ Por ello, cada vez es mas usual llevar a cabo

la funcionalizacion de nanotubos de carbono empleando quimica asistida por

microondas,l‘c’s’159

ya que estos nanomateriales han demostrado absober muy
eficientemente este tipo de radiacidn eIectromagnética,160 lo que propicia una
importante reduccion del tiempo de reaccion. Entre las estrategias mas usuales para
introducir un primer grupo funcional sobre los nanotubos, destacan la fragmentacién

oxidativa,™® la insercion radicalaria*®? y la cicloadicion 1,3—dipo|ar.163

En cuanto a sus aplicaciones biologicas y biotecnolégicas, los nanotubos de
carbono parecen ser materiales biocompatibles debido precisamente a su elevada
inercia, y han demostrado ser capaces de ser invaginados por células sin alterar de

1.1%* Ello los convierte en vehiculos adecuados

modo alguno su funcionamiento norma
para el transporte de diversas moléculas de interés tras su union previa por adsorcién
o enlace covalente. Se han descrito ejemplos de conjugados basados en nanotubos de

5

carbono para el transporte de farmacos'® o ADN,'®® pero también de proteinas y

187 En este sentido, los nanotubos de

péptidos con el fin de inmunizar animales.
carbono emulan bien el tamafo y la forma de las bacterias, ademas de ser similares a
éstas en cuanto a su insolubilidad en medio acuoso y su dispersabilidad. Por ello, su
fagocitosis por parte de macréfagos deberia resultar sencilla, lo que favoreceria la

entrega del antigeno al sistema inmunitario.

El uso de nanotubos de carbono también ha permitido la activacion de la respuesta

inmunitaria frente a antigenos de bajo peso molecular. Asi, en nuestro laboratorio se
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han obtenido anticuerpos de elevado titulo y afinidad hacia el fungicida azoxystrobin
empleando complejos obtenidos por union covalente de un conjugado proteina—

hapteno derivado de dicho analito a nanotubos de carbono.'®®

Se prepararon
constructos haciendo uso de nanotubos de diferentes dimensiones, diferenciandose
basicamente en su longitud y grosor, y se encontré que los mejores resultados se
obtenian al emplear nanotubos gruesos y cortos, obtenidos por fragmentacion
oxidativa de nanotubos multicapa. Adema3s, se encontré que los nanotubos ejercian
cierto efecto adyuvante sin causar heridas a los animales inmunizados. Por todo ello, el
uso de este tipo de inmundgenos constituye una alternativa muy prometedora a las

metodologias tradicionales de inmunizacion.

1.4. Desarrollo de inmunoensayos

Una vez se han obtenido anticuerpos especificos para el analito de interés, es
necesario evaluar su capacidad de reconocimiento molecular con el fin de seleccionar
los mas adecuados para desarrollar el método inmunoquimico deseado. Una vez
escogidos los inmunorreactivos y disefiado el inmunoensayo, se debe llevar a cabo una
optimizacion de sus diferentes variables experimentales para completar su desarrollo.
Por ultimo, para verificar que el método es cuantitativo y fiable, se debe proceder a su
validacién analitica frente a una técnica de referencia establecida previamente,

usualmente de tipo cromatografico.

1.4.1. Caracterizacion de anticuerpos y diseiio del inmunoensayo

Las propiedades mas importantes a la hora de caracterizar cualquier anticuerpo
son su afinidad y especificidad hacia el analito de interés. La afinidad corresponde a la
tendencia del anticuerpo a interaccionar con el analito, es decir, a la intensidad con la
gue se forma el complejo anticuerpo/analito. Dado que la afinidad de un anticuerpo es
generalmente elevada, la afinidad suele expresarse en términos de disociacién del
complejo, de modo que un anticuerpo muy afin a su analito no tiende a disociarse de

éste una vez se ha producido el reconocimiento.

Por su parte, la especificidad de un anticuerpo corresponde a su capacidad para
reconocer exclusivamente el analito de interés, es decir, es la selectividad de Ia
interaccion. En principio, es deseable que un anticuerpo sea lo mas especifico posible

para evitar posibles interferencias debidas al reconocimiento de compuestos con
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estructuras similares a las del analito. Sin embargo, en ocasiones interesa el desarrollo
de un método inmunoquimico genérico, capaz de medir la concentracién de varias
formas de un mismo analito o bien de compuestos diferentes pertenecientes a una

misma familia.!®°

La caracterizacion de anticuerpos en términos de afinidad y especificidad puede
llevarse a cabo mediante diferentes técnicas, entre las que se incluiria la propia técnica
inmunoquimica en la que se basa el método que se desea desarrollar. En este sentido,
una de las técnicas inmunoquimicas mas empleadas en el caso de analitos de bajo
peso molecular, como son los fungicidas fluopyram y penthiopyrad, es la modalidad de
ELISA conocida como ELISA competitivo, dada su facilidad de uso y la rapidez en la

obtencidn de resultados.

1.4.1.1. ELISA competitivo y sus distintos formatos

Como se indicd en la seccidon 1.2.2, la técnica de ELISA es una de las mdas empleadas
en inmunoquimica. Se basa en llevar a cabo la reaccion antigeno/anticuerpo tras la
inmovilizacion previa de uno de los componentes sobre un soporte sélido y el marcaje
enzimatico del inmunorreactivo no inmovilizado. Mas tarde, se evalua el grado de
reconocimiento por adicidon de un sustrato de la enzima de marcaje que dé lugar a una
senal interpretable, como absorbancia o luminiscencia. Aunque existen diferentes
soportes, lo mas habitual es que los inmunoensayos enzimaticos se lleven a cabo en
microplacas de poliestireno de 96 pocillos, de modo que la inmovilizacidn inicial se
produce por adsorcidén inespecifica debida a la activacion previa de la superficie

mediante irradiacidn con rayos gamma.

Las enzimas de marcaje mas empleadas para ELISA son la fosfatasa alcalina (AP) y
la peroxidasa de rabano picante (HRP, horseradish peroxidase). Como su propio
nombre indica, la AP cataliza la hidrdlisis de ésteres fosfato en medio basico, y se usa
frecuentemente junto con el fosfato de p-nitrofenilo (PNPP) para generar un producto
de hidrolisis cuantificable por espectrofotometria UV/vis. Por su parte, la HRP
promueve la oxidacién de ciertos sustratos por accién de H,0,, siendo los mas
habituales la 3,3’,5,5’-tetrametilbencidina (TMB), la o-fenilenodiamina (OPD) y el 4cido
2,2’-azino-bis(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonico) (ABTS), todos ellos cromogénicos. Por
ejemplo, la OPD da lugar a una diimina anaranjada cuyo maximo de absorcién en
medio acido se sitia a 492 nm. La utilizacién de HRP también posibilita generar

fluorescencia con acido homovalinico (HVA) o bien quimioluminiscencia con luminol.*”
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Un formato tipico de ELISA para el analisis de macromoléculas o incluso
microorganismos es el conocido como ensayo sandwich, que implica la inmovilizacién
inicial de un anticuerpo, seguida de la adicion de la especie de analisis, y finalmente un
segundo anticuerpo que la reconoce por un epitopo distinto al primero. Este tipo de
ensayos no pueden llevarse a cabo con moléculas pequefias como los fungicidas, ya
gue, como se describid en la seccidén 1.3.1, sdlo pueden unirse simultaneamente a una
molécula de anticuerpo por constituir un Unico epitopo. Por tanto, la caracterizacién
mediante inmunoensayo enzimatico en placa de anticuerpos dirigidos a moléculas de

pequefio tamano debe hacerse mediante ELISA competitivo.

En esta modalidad de ELISA, las moléculas de analito compiten con moléculas de
un conjugado proteina—hapteno por unirse al anticuerpo, y la sefial se genera después
a partir de la cantidad de conjugado que ha interaccionado con el anticuerpo. Este
ultimo debe afadirse en proporcion limitante para que exista una competicion real. En
ausencia de analito se formard la mdaxima cantidad posible de complejo
anticuerpo/conjugado, dando lugar a la sefial maxima del ensayo. En cambio, la
presencia de analito desplaza al conjugado y reduce la seiial, hasta llegar al valor
minimo cuando el primero se halla en exceso. Dado que cuanto mayor sea la cantidad
de analito reconocida menor serd la de conjugado, y viceversa, la sefial generada en un

ELISA competitivo es inversamente proporcional a la concentraciéon de analito.

La representacion de la sefial de un ELISA competitivo en funcion de la
concentracion de analito en escala semilogaritmica proporciona una curva sigmoide
como la que se muestra en la Figura 1.17. Esta representacion suele denominarse
curva de inhibicién, ya que representa el grado de inhibicion de la interaccién entre
anticuerpo y conjugado debida a la presencia del analito. Una curva de inhibicién
generalmente lleva asociados cuatro parametros: la asintota superior, correspondiente
a la sefal maxima del ensayo (Ans); la asintota inferior, que representa la sefial
minima (Ann) o ruido de fondo; la concentracion en el punto de inflexion y la
pendiente de la curva en éste. El punto de inflexion se sitla a una concentracion de
analito tal que reduce la senal del ensayo a la mitad del valor de A, cuando Anin
tiende a valer cero. Por este motivo, la concentracidon en el punto de inflexién se
denomina tradicionalmente ICsq, y generalmente se utiliza como estimacidon numérica
de la sensibilidad del ensayo, siendo ésta mayor cuanto menor es el valor del

parametro. La ICsp también puede emplearse en condiciones limitantes como
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estimacion de la constante de equilibrio de disociacion del complejo

analito/anticuerpo.

50%

Sefia

[Analito]

Figura 1.17. Modelo de curva de inhibicién sigmoide obtenida en un ELISA
competitivo, obtenida como representaciéon de la seial del ensayo (absorbancia,
fluorescencia, etc.) frente a la concentracion de analito en escala semilogaritmica. Se
han resaltado las asintotas maxima (Ams) Y minima (Ani,) de la curva, asi como el rango
de trabajo, el limite de deteccion (LOD) y la concentracion de analito en el punto de

inflexidn de la curva (ICsp).

Desde el punto de vista analitico, la curva de inhibicién se emplea en un ELISA
competitivo como curva de calibrado, de manera que tras obtener ésta a partir de una
serie de patrones de analito, puede deducirse la concentracion de analito en una
muestra por interpolacidon. Se suele aceptar como limite de deteccion (LOD) la
concentracion que reduce la sefial un 10% respecto a Ani, Mientras que el rango o
intervalo de trabajo suele tomarse como el intervalo entre las concentraciones que

dan lugar a reducciones de la sefial del 20% y del 80% respecto a Amay.

Existen diversos formatos para llevar a cabo un ELISA competitivo en funcién de
gué inmunorreactivo se inmoviliza inicialmente, aunque todos ellos tienen en comun
al menos tres etapas: el recubrimiento o tapizado inicial de la superficie de los pocillos,

la competicién entre analito y conjugado por unirse al anticuerpo, y el revelado de la
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actividad enzimatica. Entre cada etapa del ensayo se intercala un lavado de los
pocillos, que tiene como finalidad eliminar todo aquello que no haya quedado

retenido.

Un formato de ELISA competitivo muy frecuente consiste en la inmovilizacién
inicial del anticuerpo, seguida de la competicidn entre el analito libre y un conjugado
enzima—hapteno (trazador enzimatico). Dicho conjugado se prepara previamente
siguiendo las estrategias descritas en la seccidn 1.3.2, siendo deseable que posea una
baja densidad hapténica para llevar a cabo la competicidn de la forma mas equilibrada
posible. Dado que el propio conjugado de competicién ya posee la marca enzimatica,
la sefial se genera directamente tras esta etapa, habiéndose efectuado por tanto un
ensayo en formato de anticuerpo inmovilizado con deteccidn directa, o simplemente
ensayo en formato directo (Figura 1.18). No obstante, la inmovilizacién inicial del
anticuerpo se produce aleatoriamente, lo que puede provocar el bloqueo de las zonas
de unidén a antigeno o incluso la desnaturalizacion parcial o total del anticuerpo. Por
ello, existe una variante de este formato en la que el anticuerpo se adiciona tras el
recubrimiento inicial de los pocillos con otro anticuerpo capaz de unirse
especificamente al primero por su isotipo. Esta modalidad se conoce como ensayo de

captura.

Otro formato muy habitual implica llevar a cabo el tapizado de los pocillos con un
conjugado proteina—hapteno, que debe estar basado en una proteina distinta a la
empleada en el conjugado de inmunizacidén para evitar un posible reconocimiento de
ésta por parte de los anticuerpos. Posteriormente se adicionan el analito y el
anticuerpo, que puede unirse al analito para permanecer en disolucién, o bien al
conjugado para quedar retenido sobre la superficie tapizada. Puesto que tras la
competicidon no existe marca enzimatica, se adiciona después un anticuerpo similar al
empleado en los ensayos de captura pero conjugado a una enzima (anticuerpo
secundario). Tras el marcaje del anticuerpo retenido en la competicién con ayuda del
anticuerpo secundario, se revela la actividad enzimatica. Se efectla asi un ensayo en
formato de conjugado inmovilizado con deteccion indirecta, o sencillamente ensayo en

formato indirecto (Figura 1.19).
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Recubrimiento -
con anticuerpo
y lavado

Microplaca de 96 pocillos
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anticuerpo
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_______________________________
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Sefial maxima Senal minima

Figura 1.18. Representacion esquematica de un ELISA competitivo en formato de

anticuerpo inmovilizado con deteccion directa.
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Figura 1.19. Representacién esquemadtica de un ELISA competitivo en formato de

conjugado inmovilizado con deteccidn indirecta.
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1.4.1.2. Evaluacion cinética y termodindmica

Una forma mas basica de caracterizar la interaccién antigeno/anticuerpo es su
evaluacion desde los puntos de vista cinético y termodinamico. Asi, los parametros de
mayor interés que pueden proporcionar estudios de este tipo son las constantes de
velocidad y de equilibrio asociadas al proceso. Dada la gran diversidad existente de
métodos inmunoquimicos, esta informacién puede ser Gtil para decidir posteriormente
si un anticuerpo es adecuado o no para el método que se desea desarrollar, o si seria
mas adecuado para otra técnica. Por ejemplo, un anticuerpo capaz de unirse de forma
rapida e intensa al antigeno seria muy util para ELISA pero no tanto para el desarrollo
de una columna de inmunoafinidad, puesto que quedaria excesivamente retenido

sobre el lecho cromatografico y no seria facil su posterior elucion.

Como se describid en el apartado 1.3.3, una inmunoglobulina es un reactivo
bivalente, con dos sitios de unidn equivalentes para la interaccion con el antigeno. En
el caso que nos ocupa, el antigeno es una molécula pequefia. Cuando ambas especies
se mezclan, tiene lugar la uniéon reversible de una o dos moléculas de antigeno al
anticuerpo, de modo que una vez se igualan las velocidades de asociaciéon y disociaciéon
se alcanza el equilibrio. La estequiometria de la interaccidon puede controlarse si las
concentraciones de anticuerpo (B) y antigeno (A) son similares y ademas muy
pequefias, considerando la elevada afinidad de los anticuerpos. Ello disminuye la
extension del equilibrio para la segunda unidn de antigeno y por tanto simplifica el
proceso a una interaccion 1:1 (Ecuacion 1.1). Los procesos de asociacion y disociacion
del complejo (AB) son reacciones elementales, por lo que la velocidad es de segundo
orden en sentido directo (v,) y de primer orden en sentido inverso (vg4), siendo las

respectivas constantes de velocidad k, vy k.
A+B=AB v, =k, [A][B] v, =k,[AB] Ecuacion 1.1

En el equilibrio, las velocidades en ambos sentidos se igualan y la constante de
equilibrio de asociacion o constante de afinidad, K4, es igual al cociente de k, y k4. Su
inversa se denomina constante de disociacion, Kp, y corresponde al cociente de ky y k,
(Ecuacidén 1.2).

k28] 1 _k, _[All8]

Ky=—== Kp=—=-%= Ecuacién 1.2
k, [A][8] K, k, [AB]
La caracterizacion cinética y termodinamica de la interaccidén antigeno/anticuerpo

pasa por la determinacién experimental de las constantes kg, ks, Ka ¥ Kp. Se han
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descrito ejemplos para la obtencién de algunos o todos estos parametros mediante
métodos tan diversos como inmunoprecipitacién, transferencia de fluorescencia o
ELISA,Y*™7® pero la técnica clasicamente mas empleada en el caso de moléculas
pequefias es sin duda la didlisis de equilibrio. El procedimiento consiste en introducir
una cantidad constante del anticuerpo en una membrana de dialisis, ponerla en
contacto con disoluciones de antigeno de concentraciones variables hasta alcanzar el
equilibrio (Figura 1.20). A partir de la medida de la concentracion libre de antigeno en
el equilibrio dentro y fuera de la membrana se puede calcular la concentraciéon de
antigeno unida al anticuerpo, y el posterior tratamiento de los datos permite estimar

el valor de la constante de afinidad.

Situacion inicial Equilibrio
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Figura 1.20. Representacion esquematica de un experimento de dialisis de equilibrio.

Una técnica de desarrollo relativamente reciente que permite la determinacién de
todas estas constantes es la resonancia de plasmones superficiales (SPR por sus siglas
en inglés). Este fendmeno fisico fue inicialmente observado a principios del siglo XX
por R. M. Wood,"* y tras varias décadas de investigaciéon fue implementada entre
1980 y 1990 como técnica de analisis. Mediante SPR, es posible seguir en tiempo real
una interaccion entre dos biomoléculas sobre la superficie de un chip sin necesidad de
utilizar ningun tipo de marcaje, lo que la convierte en una técnica analitica de gran

interés.

La Figura 1.21 representa esquematicamente la forma en que se produce el
fendmeno de SPR y cdmo éste se traduce en una seiial procesable. La resonancia
puede tener lugar cuando se sitla una fina capa de un material conductor entre dos
medios de indices de refraccidn distintos. Asi, el sistema consta de un chip formado

por una pelicula metalica, por ejemplo de oro, unida a un soporte de vidrio de indice
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de refraccién relativamente elevado, de manera que la cara metalica se pone en
contacto con una conduccion por la que se hace pasar un flujo de tampdn, con indice
de refraccion menor. Sobre el anverso se hace incidir luz monocromatica polarizada en
condiciones de reflexion total interna, lo que da lugar a la apariciéon de una onda
evanescente. Esta onda se propaga en paralelo a la superficie y por la cara de menor
indice de refraccidn, es decir, la que estd en contacto con el tampdn. La amplitud de la
onda evanescente decae de forma exponencial con la distancia al chip, por lo que sélo
es efectiva en su superficie, aproximadamente en un rango igual a la mitad de la
longitud de onda del haz incidente. A un determinado angulo de incidencia de la luz
polarizada, grupos de electrones de valencia de la pelicula metéalica, denominados
plasmones, pueden absorber energia a través de la onda evanescente, produciéndose
asi la resonancia. La luz reflejada por el chip en funcion del angulo de incidencia se
recoge en un detector de fila de diodos, de modo que la resonancia se detecta como
una pérdida de intensidad de luz al angulo de incidencia al que se produce el

fenédmeno, el cual coincide con el dngulo de reflexién.

A: Estado inicial B: Asociacion C: Disociacion
Fuentg de luz Detector
polarizada
O Prisma O <>
\ : 10
' __—"Vidrio e
_/ oe g 7
00000000000 QOQQ
— o — 0
Flujo
Ireﬂex Ireflex Ireﬂex
0o 0 0p 61 0 0p 61 0
0 /
0 B
8o
A C

Figura 1.21. Generacién del fendmeno de resonancia de plasmones superficiales y su
utilizacion para la monitorizacién de las interacciones producidas en la superficie del
chip en un equipo de SPR de tipo Biacore (abreviaturas: l.qex = intensidad de luz

reflejada, 6 = dngulo de reflexidn).
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El valor concreto del angulo de resonancia depende del indice de refraccién del
medio por el que se propaga la onda evanescente, es decir, la superficie del chip en la
cara por la que discurre el flujo de tampdn. Puesto que la composicion modifica el
indice de refraccién, los cambios de composicidn que se producen en la superficie dan
lugar a pequefias variaciones en el dngulo de resonancia, que son registradas por el
detector a lo largo del tiempo. Para que esto suceda, la superficie de oro se recubre de
una matriz, por ejemplo de dextrano, sobre la que se pueden inmovilizar moléculas
como las proteinas. Un ejemplo se muestra en la Figura 1.21, en la que se tiene un chip
sobre cuya superficie se ha inmovilizado covalentemente un anticuerpo, siendo el
angulo de resonancia inicial €. Cuando se hace pasar un flujo de disolucién que
contienen al antigeno, se produce la asociacién y se modifica la composicién de la
superficie, por lo que el dngulo de resonancia pasa a ser &,. Al volver a pasar tampodn,
el antigeno se disocia gradualmente hasta volver a alcanzarse el angulo de resonancia
inicial. La curva que resulta de representar la respuesta (variacién de angulo de
resonancia) en funcién del tiempo se denomina sensograma, y su analisis permite
determinar las constantes cinéticas y termodinamicas mediante ajuste matematico a

diferentes modelos de interaccion.

La variacion del angulo de resonancia se expresa habitualmente en términos de
unidades de respuesta (RU), siendo 1 RU la diezmilésima parte de un grado
sexagesimal. La respuesta de SPR es directamente proporcional a la masa que se situa
sobre la superficie del chip, y por tanto, a igual nUmero de moléculas, una sustancia de
elevado peso molecular proporciona mdas respuesta que otra de bajo peso
molecular.’”> No obstante, esta limitacién puede eliminarse maximizando la relacién
sefial/ruido, ya sea incrementando la cantidad de molécula que se inmoviliza sobre el
chip o empleando equipos de mayor rendimiento. Otra opcidn existente es la
realizacion de un ensayo competitivo, que permite evaluar la interaccién con una
molécula pequefia por desplazamiento de una molécula parecida pero de mayor peso

molecular, la cual es mucho mas facil de detectar.'’®

1.4.2. Optimizacion de la sensibilidad: Uso de haptenos heterdlogos

La sensibilidad de un inmunoensayo es el umbral de concentracién de analito a
partir del cual se observa un reconocimiento molecular significativo de éste por parte
del anticuerpo. La sensibilidad de un ELISA competitivo estd estrechamente

relacionada con la capacidad que tiene el analito de desplazar al conjugado
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competidor del anticuerpo, y por tanto viene determinada por el balance entre los
equilibrios analito/anticuerpo y conjugado/anticuerpo. Por ello, cualquier limitacion
del equilibrio de reconocimiento molecular anticuerpo/conjugado deberia poder

repercutir en el aumento de la sensibilidad.

Se han descrito diferentes formas de mejorar la sensibilidad de un inmunoensayo
competitivo mediante la modificacion de distintos parametros, como las
concentraciones de inmunorreactivos o las variables fisicoquimicas del ensayo que
pueden afectar al reconocimiento molecular (pH, fuerza idnica, tiempos y

77 No obstante, la estrategia que suele proporcionar

temperaturas de incubacion, etc.).
los mejores resultados es la heterologia, basada en el uso de conjugados competidores

constituidos por los denominados haptenos heterdlogos.

En un ELISA competitivo, la etapa de competicidn puede llevarse a cabo empleando
un conjugado derivado del mismo hapteno que se empled en la inmunizacion, o bien
un conjugado derivado de otro hapteno. En el primer caso se hablaria de ensayo
homoélogo y por extension de conjugado y hapteno homdlogos, mientras que en el
segundo caso se llevaria a cabo un ensayo heterdlogo, aplicdandose la misma
denominacion al conjugado empleado y al hapteno constituyente. Puesto que un
hapteno heterélogo en principio es reconocido en menor medida que el hapteno
homdlogo, en un ensayo heterdlogo habra una mayor cantidad de anticuerpo libre
respecto a un ensayo homologo llevado a cabo en las mismas condiciones. Esta
situacion conlleva la formacién de una mayor cantidad de complejo
anticuerpo/analito, de modo que el aumento aparente de la afinidad del anticuerpo
hacia el analito da lugar a un incremento en la sensibilidad del inmunoensayo (Figura

1.22).

Para que la sensibilidad de un inmunoensayo competitivo pueda ser mejorada por
heterologia, es necesario que el hapteno heterélogo sea reconocido, si bien en menor
medida que el homdlogo. De otro modo no se obtendria sefial inicial. Esto implica que
la estructura del heterdlogo debe ser ligeramente distinta a la del homdlogo, evitando
modificaciones drasticas que podrian conllevar la ausencia de reconocimiento y por
tanto la imposibilidad de llevar a cabo el inmunoensayo. Las heterologias mas
frecuentes implican la introduccion del brazo espaciador en posiciones diferentes

(heterologia de posicién),*”®

179

cambios en la longitud o estructura de éste (heterologia

de brazo espaciador)””” o incluso leves modificaciones en el esqueleto del analito

(generalmente adicién, variacién o eliminacion de sustituyentes).180
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Ensayo homdlogo

N Y

conjugado anticuerpo analito
homdlogo

Ensayo heterdlogo B
Py W —
“ S - -

conjugado anticuerpo analito
heterdlogo

Figura 1.22. Comparacién de los equilibrios de reconocimiento molecular
anticuerpo/analito y anticuerpo/conjugado en inmunoensayos competitivos

homdlogos y heterdlogos.

1.4.3. Validaciéon y aplicacion del inmunoensayo

Tras la seleccion de los inmunorreactivos mas adecuados, es necesario llevar a
cabo un estudio de caracterizacion del propio inmunoensayo con el fin de evaluar su
comportamiento frente a la variacién de pardmetros fisicoquimicos relevantes (pH,
fuerza idnica, temperatura y tiempo de incubacion, presencia de disolventes organicos,
etc.), asi como para optimizar sus valores en caso de ser necesario. Una vez terminado

el estudio, se puede dar por desarrollado el inmunoensayo.

Finalizado el desarrollo del inmunoensayo, se procede a su utilizacion sobre
muestras previamente determinadas con el objetivo de comprobar que el ensayo es
realmente aplicable. Debido a la especificidad de las reacciones antigeno/anticuerpo,
las muestras liquidas pueden analizarse en muchos casos directamente o tras una
simple dilucidon en el tampdn mas adecuado para el ensayo, aunque también cabe la
posibilidad analizar en su lugar un extracto orgdnico derivado de la muestra. La
obtencion de extractos es necesaria para el analisis de muestras solidas y semisdlidas.
En el caso de la extraccion de residuos de plaguicidas en alimentos, el método de
extraccion oficial de la EFSA y de la AOAC International (Association of Analytical
Communities) es el denominado QUEChERS (Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and
Safe),’®7'8 desarrollado en 2003 por Anastassiades y colaboradores y que se

describird con detalle en la seccién 3.8.1. Por otra parte, la aplicacion a muestras
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reales puede conllevar la aparicion de interferencias relacionadas con la propia
naturaleza de la muestra que alteran el resultado final, dando lugar a lo que se conoce
como efecto matriz. En estos casos, se busca la forma de eliminar dicho efecto para
poder llevar a cabo los ensayos correctamente, lo que puede hacerse en muchos casos
mediante simple dilucién o, en el caso de analizar extractos organicos, llevando a cabo

una etapa previa de limpieza del extracto.

Finalmente, debe comprobarse si el inmunoensayo desarrollado proporciona
resultados cuantitativos totalmente fiables, o bien si su cardcter es semicuantitativo o
simplemente cualitativo. Existen diferentes métodos para llevar a cabo la validacion de
un método analitico, uno de los cuales consiste en el andlisis de muestras
suplementadas con una concentracion conocida de analito (muestras dopadas o
fortificadas), lo que permite determinar la exactitud y precision del método
desarrollado. También es muy frecuente validar nuevos métodos mediante el analisis
de muestras de concentracion desconocida y la comparacion estadistica de los
resultados obtenidos con los que proporciona un método analitico de referencia.
Algunas estrategias para la comparacién de métodos analiticos se discutiran con mas

detalle en la seccion 3.8.4.
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2. OBIJETIVOS

La presente Tesis Doctoral tiene como principal objetivo el desarrollo de métodos
inmunoanaliticos para la deteccidon de dos fungicidas de nueva generacion inhibidores
de la succinato deshidrogenasa, fluopyram y penthiopyrad, en muestras de origen
alimentario con elevada sensibilidad y selectividad. Con el propdsito de lograrlo, se han

planteado los siguientes objetivos especificos:

X/

%+ Disefio y sintesis de analogos funcionalizados de fluopyram y penthiopyrad
(haptenos) mediante la introduccién de un brazo espaciador en distintas posiciones
de la molécula original. Con ello se pretende disponer de haptenos con
orientaciones espaciales alternativas para generar anticuerpos frente a un mismo
analito y en su caso incrementar mediante heterologia la sensibilidad de los

métodos inmunoquimicos desarrollados.

X/

+* Preparaciéon de una serie de conjugados proteina—hapteno por unidn covalente de
los haptenos sintetizados a diversas proteinas transportadoras, con o sin actividad
enzimatica, para su uso en el proceso de inmunizacidon o para llevar a cabo la
caracterizacion de dichos anticuerpos y el desarrollo de los inmunoensayos

deseados.

*» Generacion de una coleccidén de anticuerpos de elevada afinidad y especificidad,

tanto policlonales como monoclonales, frente a fluopyram y penthiopyrad.

» 79 «



Objetivos

0

X/
L X4

Caracterizacién de los anticuerpos generados en términos de afinidad vy
especificidad frente a fluopyram y penthiopyrad, empleando para ello la técnica de
ELISA competitivo. En el caso de los anticuerpos monoclonales, determinar
también sus caracteristicas cinéticas y termodinamicas mediante la técnica de

resonancia de plasmones superficiales.

Evaluaciéon de la utilidad de estructuras basadas en nanotubos de carbono para el
proceso de inmunizacién frente a moléculas pequefias como fluopyram vy

penthiopyrad.

Optimizacion de las condiciones de ensayo y evaluacion de la influencia de distintas
variables fisicoquimicas sobre los principales parametros analiticos de los

inmunoensayos seleccionados.

Aplicacion de los inmunoensayos desarrollados al andlisis de fluopyram vy
penthiopyrad en muestras de alimentos. Evaluacion del efecto matriz,
determinacion de la exactitud y precisién de los inmunoensayos, y validacion de los

resultados frente a un método analitico de referencia.

Demostraciéon del interés real de los inmunoensayos desarrollados mediante un
estudio de transferencia de los fungicidas fluopyram y penthiopyrad en un proceso

de transformacion de alimentos como la vinificacion.
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3. RESULTADOS Y DISCUSION

3.1. Sintesis de haptenos para fluopyram

La primera etapa en el desarrollo de cualquier inmunoensayo es la obtencién de
anticuerpos de elevada afinidad y especificidad hacia el analito de interés (en este
caso, los fungicidas fluopyram y penthiopyrad). Esta situacion deberia poder lograrse
presentando al sistema inmunitario de los animales inmunizados un antigeno con
estructura idéntica, o lo mas parecida posible, a la del analito. Por este motivo, el
correcto disefio de los haptenos es fundamental para la obtencién de anticuerpos de
elevada afinidad y especificidad hacia el analito de interés. El caso ideal es aquél en el
gue la introduccién del brazo espaciador modifica minimamente todas las
caracteristicas estéricas, electronicas y conformacionales del analito original.
Légicamente, la preparacion del hapteno mas adecuado en base a estas
consideraciones no siempre es posible a partir del propio analito, por lo que debe
llevarse a cabo la preparacién del mismo a través de una ruta sintética. No obstante, el
esfuerzo sintético requerido suele tener su recompensa en la generaciéon de
anticuerpos de mayor calidad, que eventualmente permiten el desarrollo de un mejor

y mas sensible inmunoensayo.

Por otro lado, la inmunizacién con un Unico hapteno, independientemente de lo
bien disefiado que esté, no garantiza la produccién de los anticuerpos deseados. Por

ello, es habitual la preparacién de una coleccién de haptenos para un mismo analito,
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que suelen diferir entre ellos en la posicion y en ocasiones en la estructura y/o longitud
del brazo espaciador. Esta estrategia permite la exposicién de la estructura del analito
al sistema inmunitario desde orientaciones complementarias, aumentando asi la
probabilidad de generar una mejor respuesta inmunitaria, y a su vez, la disponibilidad
de haptenos heterdlogos para la posterior mejora de la sensibilidad de los

inmunoensayos.

3.1.1. Diseiio y andlisis retrosintético de haptenos para fluopyram

Teniendo en cuenta las premisas generales para el disefio de haptenos y
considerando la conformacién de minima energia de fluopyram (1, Figura 3.1), se
decidiéd en primer lugar preparar dos haptenos, situando en cada uno el brazo
espaciador en posiciones distales de la molécula, y siendo éste en ambos casos una
cadena hidrocarbonada de cinco o seis eslabones finalizada en un grupo carboxilo para
la posterior conjugacién a las correspondientes proteinas transportadoras. En uno de
los haptenos se introduciria el brazo espaciador en el grupo trifluorometilo del anillo
de piridina (hapteno FPa, 34), de modo que se sacrificaria la presencia de uno de los
tres atomos de fluor para minimizar las interacciones estéricas con el resto de
sustituyentes del anillo. En el otro hapteno, el brazo espaciador se situaria unido
directamente al anillo de benceno, reemplazando a un atomo de hidrégeno y
quedando asi alejado del resto de sustituyentes del anillo (hapteno FPb, 35). Estos

haptenos se destinarian a la produccién de anticuerpos.

Ademas de los dos haptenos anteriores, se planted la sintesis de otros dos
haptenos para fluopyram con estructuras similares a las de los dos ya propuestos, pero
sin la presencia de los grupos fluorados junto al anillo donde se situara el brazo
espaciador. De este modo, se decidié preparar un hapteno similar al hapteno FPa en el
que se cambiaria el grupo gem-difluoruro unido al anillo de piridina por un grupo
metileno (hapteno FPha, 36), y otro hapteno derivado del hapteno FPb en el que el
grupo trifluorometilo unido al anillo de benceno fuese sustituido por un atomo de
hidrégeno (hapteno FPhb, 37). Por su menor similitud estructural con el fungicida,
estos dos haptenos, heterdlogos de los anteriores, se destinarian a la preparacion de
conjugados de ensayo potencialmente Utiles para mejorar la sensibilidad de los
inmunoensayos. Las estructuras de todos los haptenos propuestos para fluopyram se

recogen en la Figura 3.2.
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Figura 3.1. Conformacion de minima energia de fluopyram observada desde dos
puntos de vista distintos (izquierda y derecha) y representada tanto con el modelo de
barras (arriba) como en dibujo ChemDraw (abajo). La geometria se calculd
computacionalmente mediante mecdnica molecular (MM3) y posteriormente se refind
con MOPAC empleando parametros PM3. En las estructuras ChemDraw se ha
resaltado un enlace de hidrégeno intramolecular entre el atomo de nitrégeno
piridinico y el atomo de hidrégeno del nitrogeno de amida, enlace que estaria
reforzado por la interaccidon simultanea del mismo hidrégeno con los atomos de fltuor

del grupo CF; espacialmente cercano.'**'®

N O CF

Cl 3
HO,C s O CF |
~ N ”
N N COLH
Hapteno FPa (34) Hapteno FPb (35)
E.C ol Anillo b
ZE | XN O CF,
~
Anillo a
N

Fluopyram (1)

R T

Hapteno FPha (36) Hapteno FPhb (37)

CO,H

Figura 3.2. Haptenos propuestos para fluopyram (1). Las letras a y b hacen referencia
al anillo aromatico en el que se introduce el brazo espaciador, y la letra h a la

naturaleza heterdloga del hapteno.
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Los cuatro haptenos propuestos presentan un esqueleto comun de N-(2-(3-
cloropiridin-2-il)etil)benzamida, que podria prepararse por formacién de un enlace
amida entre los derivados de acido benzoico y de 2-(3-cloropiridin-2-il)etan-1-amina
adecuados para cada hapteno. La preparaciéon de esta ultima agrupacion se podria
llevar a cabo por sustitucidon nucleofilica aromatica a partir de una 3-cloropiridina
adecuada con un buen grupo saliente en posicion C-2, y de un reactivo de dos
carbonos con caracter nucleofilico en uno de ellos y una funcién nitrogenada en el
otro, como lo son los derivados de acido 2-cianoacético o de vinilamina, o bien sus

equivalentes sintéticos.

Por otra parte, la introduccién de los brazos espaciadores se podria llevar a cabo
por union de un precursor adecuado al bloque aromatico correspondiente mediante
metodologias de formacion de enlaces carbono—carbono. La estrategia concreta en
cada caso, incluyendo el orden de ensamblaje de los distintos bloques, condicionaria
por tanto la naturaleza y funcionalizacidn previa de los distintos precursores

empleados.

3.1.2. Sintesis del hapteno FPa

Inicialmente se disefid una primera ruta para la obtencion del hapteno FPa (34) en
la que se pretendia introducir el brazo espaciador tras la formacion del esqueleto
completo del analito. Siguiendo esta estrategia pudo efectuarse el ensamblaje del
cuerpo central del hapteno deseado, pero tras realizar varios intentos no pudo
efectuarse satisfactoriamente la introduccion del brazo espaciador. Por ello, la sintesis
del hapteno FPa se llevé finalmente a cabo mediante una secuencia sintética
convergente en la que se ensambld el esqueleto de fluopyram tras introducir
previamente el brazo espaciador en el bloque piridinico (Figura 3.3). Como sustratos
iniciales se emplearon los compuestos comerciales acido 5,6-dicloronicotinico (38),
5-bromopentanoato de metilo (39), acido 2-(trifluorometil)benzoico (40) vy

2-cianoacetato de terc-butilo (41).

La sintesis del hapteno FPa se inicié a partir del acido 5,6-dicloronicotinico (38),
gue se convirtié de forma casi cuantitativa en su correspondiente cloruro de acido 42

por tratamiento con SOCI, a reflujo (Esquema 3.1).1%¢

Este producto resultd ser
bastante estable, pudiendo ser almacenado durante tiempo prolongado sin

experimentar degradacion.
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acoplamiento
peptldlco

HO,C
2 N\)&(I/\ Fs — HO,C(H,C)4 X(\/Ek/\ )K@

Hapteno FPa (34)

+ sustitucion

O R F
HO C/\/\/x + HO X Cl & HO,C(H,C), X cl _N
2 | | + RO, C._#
N . X N X

acoplamiento
cruzado

Figura 3.3. Analisis retrosintético del hapteno FPa (34). R es un grupo alquilo, y X hace
referencia a una agrupacién con buena aptitud como grupo saliente (haldgeno,

sulfonato, etc.).

0 0
|
N >cl 80°C,4h N~ el
95%
38 42

Esquema 3.1. Formacion del cloruro de acido 42 a partir del dcido 38.

En paralelo, se obtuvo el sustrato precursor del brazo espaciador 43 haciendo
reaccionar el bromoéster comercial 39 con Nal en condiciones estandar de sustitucion

187,188 Ecte intercambio de haldgeno se efectud para mejorar

nucleofilica (Esquema 3.2).
su aptitud como grupo saliente en la siguiente etapa de la sintesis. Por otra parte, el
grupo carboxilo se introdujo protegido como éster metilico para permanecer

inalterado en posteriores etapas en las que se emplearian condiciones ligeramente

acidas.
Br el |
MeO,C~ > >~ MeO,C~ >
acetona
ta.,1.5h
39 93% 43

Esquema 3.2. Reaccién de sustitucion nucleofilica para la obtencién del yodoéster 43.

Una vez obtenidos los compuestos 42 y 43, se llevd a cabo entre ellos una reaccién
de acoplamiento de Negishi en las condiciones descritas por Iwai y colaboradores,*®

gue permiten efectuar el proceso de forma quimioselectiva sobre el cloruro de acido.
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De este modo, se generd in situ el yoduro de alquilzinc 44 por tratamiento del
compuesto 43 con Zn en polvo activado,™® y éste se hizo reaccionar con el compuesto
42. En contraste con el resultado previo obtenido en los intentos fallidos de
acoplamiento andalogo en la secuencia propuesta inicialmente, en este caso si se

obtuvo la cetona 45, aunque con rendimiento moderado (Esquema 3.3).

|
MeOzC/\/\/
43
Zn (activado)
DMI, TMSCI
CH3CN
70 °C, 50-60 min
O O
Cl PdClz(phen) Cl
B CH3CN ~
N Cl ta. 4h N Cl
0,
44 42 63% desde 42 45

Esquema 3.3. Reaccién de acoplamiento de Negishi para la obtencién de la cetona 45.

El ultimo paso antes de completar la funcionalizacién del brazo espaciador fue la
conversién del grupo carbonilo de la cetona obtenida en un difluoruro geminal. Esta
conversion se llevd a cabo por tratamiento de la cetona 45 con trifluoruro de
dietilaminoazufre (DAST) y una pequefia cantidad de etanol (EtOH) para generar una
cantidad catalitica de HF, obteniéndose asi el compuesto buscado 46 con buen

rendimiento (Esquema 3.4).%%

i DAST "\
I Cl
MeOzC | ~N C MBOQC | ~N
_ CH,CI,/EtOH —
N Cl 60°C, 25 h N Cl
839
45 % 46

Esquema 3.4. Obtencidn del compuesto 46 por fluoracién de la cetona 45.

La reaccidn tuvo lugar quimioselectivamente en presencia del éster debido a la
menor electrofilia de su grupo carbonilo, por lo que los iones fluoruro generados en el
transcurso de la reaccion se adicionaron mas rapidamente al grupo carbonilo cetoénico.
También se aisl6 como subproducto una pequeia cantidad del vinilfluoruro 47 (6%),
cuya formacién es habitual en reacciones de este tipo con compuestos carbonilicos
enolizables y se debe a la desprotonacion del carbocatién intermedio formado en el

proceso (Esquema 3.5).
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Adicién del primer atomo de fluor:

i~ F) ‘F
H_F |
.0 . F ./?%—NEQ H,F
ol (oy R OH F F_O-S—NEt,
MeOzC N |I:
|
5
N~ >l

a. H.F \ . F
F O-S-NEt, ——> MeOxC | + HO-S-NEt,

\\\, o —
/\)Q/F 4 N cC a
4 F
bL F F F
1 = Cl
"C‘ . .\ HO—§—NEt2 _c . Meozc/\/%\_)\fj + HF + HO—$—NEt2
N —
HQ) ) F N~ ~Cl F

~--iF (Ez)-47
C

Esquema 3.5. Mecanismo para la conversién de 45 en 46 y formacién del producto
secundario 47 (a: mecanismo de sustitucion nucleofilica bimolecular; b: mecanismo de

sustitucidn nucleofilica unimolecular; c: desprotonacion del carbocation).

La sintesis del hapteno continud con la introduccion del puente entre los anillos
aromaticos, para lo que se empled una adaptacion de la estrategia sintética que se ha
descrito para la sintesis de fluopyram, en la que se emplea un éster del acido 2-
cianoacético para introducir en el anillo de piridina la agrupacion etilamino (CH,CH,N)
requerida.’? De este modo, se traté el compuesto 46 con 2-cianoacetato de terc-butilo
(41) en presencia de Cs,CO3 como base y acelerando el proceso con microondas (MW),
lo que condujo al producto de sustitucion nucleofilica aromatica 48 con un
rendimiento moderado (Esquema 3.6). Las condiciones de reaccion, y en particular el
uso de Cs,CO3 como base, fueron escogidas considerando la experiencia previa en

nuestro grupo con transformaciones similares.*™*

. F F
CO,Bu Cs,CO -
MeOZC | A CI + < 2 2 3 MeozC | D O ><
P CN THF N o)
N- Cl 90°C,5h CN
46 “ (MW a 300 W) 48

62% desde 46
Esquema 3.6. Reaccidn de sustitucion nucleofilica aromatica entre los compuestos 41y

46 para la sintesis del compuesto 48.

En la reaccién anterior, la base arranca con facilidad un protén del grupo metileno
del compuesto 41, que es relativamente acido debido a la estabilizacion del carbanién

resultante por deslocalizacidn electrénica entre el nitrilo y el éster. La sustitucion se
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produce de forma regioselectiva en la posicion C-6 del anillo de piridina de 46 debido a
la estabilidad del complejo carbanidnico intermedio generado tras la adicién del

nucledfilo en dicha posicion.

Si bien en la etapa anterior fue necesaria la presencia del grupo éster para
aumentar la acidez de 41, dicho grupo debia ser eliminado una vez completada la
reaccion de sustitucién. Para ello, el compuesto 7 se calentd a reflujo de tolueno con
una cantidad catalitica de acido para-toluenosulfonico (PTSA), lo que dio lugar al
producto 49 con un 75% de rendimiento (Esquema 3.7). La reaccion es formalmente
una hidrdlisis del éster terc-butilico seguida de una descarboxilacion térmica, pero
dado que el proceso se lleva a cabo en condiciones anhidras, es mas probable la
pérdida del grupo terc-butilo en forma de isobuteno. Este proceso tiene lugar con
facilidad con catdlisis acida, lo que justifica la utilizacidon de un éster terc-butilico y no

otro en la etapa anterior.

FF .
Cl
X PTSA-H,O
MeO,C B o 2 MeO,C | O
N 2BU tolueno _ CN
CN 120°C, 3 h N
75%
48 49

Esquema 3.7. Preparacién del nitrilo 49 por hidrélisis y descarboxilacion de 48.

A continuacién se efectud la hidrogenacién catalitica del nitrilo 49, empleando una
presion de H, relativamente baja para evitar la hidrogenolisis del enlace C—Cl, con la
consiguiente deshalogenacién del anillo de piridina. La reaccion se llevd a cabo bajo 1

1,2 con lo que se

atm de H,, empleando PtO, como catalizador y en presencia de HC
obtuvo el hidrocloruro 50 con un rendimiento aceptable, sin detectarse la presencia de

cantidades apreciables del producto de deshalogenacion (Esquema 3.8).

R F R F
Cl H, (1 atm) Cl
MeO,C | N MeO,C | =
= CN PtO, =
N HCI/MeOH N NH,-HCl
49 ta., 5h 50
54%

Esquema 3.8. Hidrogenacion catalitica del nitrilo 49 para obtener el hidrocloruro 50.

El ultimo paso en el ensamblaje del esqueleto del hapteno fue la formacién del
enlace amida entre la amina obtenida por neutralizacidn del hidrocloruro 50 y acido

2-(trifluorometil)benzoico (40). Este paso se llevd a cabo empleando el reactivo de
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acoplamiento PyAOP [hexafluorofosfato de 7-azabenzotriazol-1-il-oxitris(pirrolidino)-
fosfonio],***** lo que dio lugar con buen rendimiento a la amida 51 (Esquema 3.9).
Varios intentos previos para la formacion de la amida 51 a través de la reaccién del
cloruro del acido 40 y la amina derivada del hidrocloruro 50, tal como esta descrito

para la reaccién analoga en la sintesis del fungicida, resultaron infructuosos.

FF
Cl
MeOZC | N
-
N NH,-HCI FE
50 N Cl
PyAOP MeO,C | O CF,
¥ N” N
CF DIPEA, DMF N
3 ta., 17 h
HO.C 79% desde 50 51
40

Esquema 3.9. Obtencidn de la amida 51 por acoplamiento peptidico entre 50 y 40.

Para finalizar, el hapteno FPa (34) se obtuvo tras la desproteccién del grupo
carboxilo del brazo espaciador. La reaccion de saponificacion se llevd a cabo en
condiciones suaves, haciendo reaccionar el éster metilico con LiOH disuelto en una
mezcla de THF y agua a temperatura ambiente, lo que condujo con rendimiento

practicamente cuantitativo al hapteno deseado (Esquema 3.10).'%°

Por lo tanto,
considerando la ruta completa, el hapteno FPa (34) se prepard en un total de ocho

etapas a partir del acido 5,6-dicloronicotinico (38) con un 8% de rendimiento global.

RF R/ N
cl . N
MeO,C B O CFs LioH  HOC | O CFs
P o
N N THF/H,0 i ﬁ)b
H ta., 16 h
>99%
51 34 (Hapteno FPa)

Esquema 3.10: Hidrélisis del éster metilico 51 para dar lugar al hapteno FPa (34).

3.1.3. Sintesis del hapteno FPb

El hapteno FPb (35) se prepard igualmente mediante una secuencia sintética
convergente, de modo que se construyd el esqueleto completo del hapteno tras la
introduccion del brazo espaciador en el blogue homoaromatico (Figura 3.4). Los

sustratos iniciales empleados en este caso fueron los compuestos comerciales
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2,3-dicloro-5-(trifluorometil)piridina (8), acido 4-nitro-2-(trifluorometil)benzoico (52),

2-cianoacetato de terc-butilo (41), y acido hex-5-inoico (53).

FaC cl
3 /I O CF,

NS
" Nm
H
OH

Hapteno FPb (35)

A
acoplamiento / H

peptidico
O CF,
F5;C = Cl
| + HO 0
N NH,
OH
l/ “
sustitucion : H H » acoplamiento
\ cruzado
O CF
F3C~_Cl \ 3 o
X | * RO2C\/// HO * \/\/U\
N X OH
X

Figura 3.4. Andlisis retrosintético del hapteno FPb (35). R es un grupo alquilo, y X hace
referencia a una agrupacién con buena aptitud como grupo saliente (haldgeno,

sulfonato, etc.).

La sintesis se inicid con la construccién del blogue correspondiente al anillo de
piridina y al puente de unidn con el sistema bencénico. De este modo, partiendo de la
cloropiridina comercial 8, se siguid la misma metodologia que la empleada en la

12111 o5 decir, se llevé a cabo en

conversion de la cloropiridina 46 en el hidrocloruro 50,
primer lugar una reaccién de sustitucion nucleofilica aromatica regioselectiva con
2-cianoacetato de terc-butilo (41). Esta transformacion proporciond el compuesto 54
con excelente rendimiento (Esquema 3.11). Tal y como se observé tanto por RMN-'H
como por RMN-2C, dicho compuesto en disolucién existe como una mezcla
tautomérica en la que predomina el tautomero endlico frente al tautémero cetdnico.
Esta caracteristica se debe probablemente a la conjugacion resultante del doble enlace

del enol tanto con el anillo aromatico como con el grupo nitrilo.

FsC Cl F3C Cl
F3C N Cl CO,'Bu Cs,COs | N (@] | N OH
| + yz + N
N e - THE N O'Bu N O'Bu
920 °C, 2h CN CN
(MW a 300 W) 1 : 2
8 M 94% desde 8 54

Esquema 3.11. Sintesis del compuesto 54 a partir de los reactivos comerciales 8 y 41.
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Posteriormente, se efectud la hidrdlisis y descarboxilacion térmica del derivado 54
con catélisis acida, obteniéndose con buen rendimiento el nitrilo 10 (Esquema 3.12).*?
Para completar la construccion del bloque piridinico, se procedié a la hidrogenacién
catalizada por Pd al 10% sobre carbono (Pd/C) del nitrilo 10 en presencia de HCl para

capturar la amina en forma de hidrocloruro (55), cuya formacion fue practicamente

cuantitativa (Esquema 3.13).">?
FsC cl
B PTSA-H,0 FaCoC
tolueno N/ CN
CN 120°C, 3 h
o
54 82% 10

Esquema 3.12. Hidrélisis formal y descarboxilacidn térmica de 54 para dar el nitrilo 10.

FsC | XY H, (1 atm) Fscm
NZ O Pd/C 10% NG NH,-HCI

HCI/MeOH
ta.,25h
98%

10 55

Esquema 3.13. Hidrogenacién catalitica del nitrilo 10 que origina el hidrocloruro 55.

En paralelo, se inici6 la construccion del bloque correspondiente al anillo
homoaromatico que incorpora el brazo espaciador. De este modo, el acido benzoico
comercial 52 se protegio en primer lugar como éster bencilico mediante una reaccién
de sustitucion nucleofilica con bromuro de bencilo en condiciones estandar y
promovida por microondas, lo que dio lugar cuantitativamente al éster bencilico 56

(Esquema 3.14).

CF, O CFs
HO,C BnBr O
C32C03’ DMF ©/\
NO, 60 °C, 40 min NO2
(MW a 300 W)
52 99% 56

Esquema 3.14. Proteccion del dcido benzoico 52 en forma de éster bencilico 56.

Una vez protegido el grupo carboxilo, fue necesario modificar el sustituyente en
posicion C-4 del anillo aromatico de 56 por otro apto para la reaccion de Sonogashira

gue se pretendia llevar a cabo posteriormente, en concreto por un atomo de yodo. De
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este modo, en primer lugar se efectudé una reduccién con hierro que convirtid el

nitroderivado 56 en la anilina 57 con buen rendimiento (Esquema 3.15).%%

CF3 o CF3
BnO,C Fe, NH,CI go
EtOH/H,0
NO, 80°C, 2.5 h NH,
83%
56 57

Esquema 3.15. Preparacion de la anilina 57 por reduccion del nitroderivado 56.

Posteriormente, la anilina 57 fue convertida eficazmente en el yodobenceno 58 por
tratamiento con nitrito de terc-butilo a reflujo de acetonitrilo en presencia de

diyodometano (Esquema 3.16).%’

En estas condiciones, que fueron descritas por
primera vez por Nair y colaboradores para la modificacién de nucledsidos,*®® se forma
inicialmente una sal de arenodiazonio que tras perder nitrégeno evoluciona a un
radical fenilo. Dicho radical abstrae un atomo de yodo del CH,l, para formar el

producto final.

O CF,
CFs 'BUONO
BnOZC ©/\O
CHaly CHCN |
NH; 80°C, 2.5 h
80%
57 58

Esquema 3.16. Transformacion de la anilina 57 en el yodobenceno 58.

Antes de efectuar la reaccién de introduccién del brazo espaciador, se protegio el
grupo carboxilo de éste en forma de éster terc-butilico. De este modo, el acido
comercial 53 se tratd con isobuteno gas con catalisis acida y en presencia de MgS0O,
anhidro para atrapar la humedad, todo ello en un sistema sellado bajo atmdsfera
inerte. Estas condiciones condujeron a la formacion del éster deseado (59) por adicién
electrofilica de los cationes terc-butilo generados a partir del isobuteno al grupo

carboxilo de 53 (Esquema 3.17).**°

)\ o]
\/\/COZH w ><
H,SO0, 0
MgSO4Y CH2C|2

53 -20°Cata., 12h 59
84%

Esquema 3.17. Sintesis de 59 por reaccidn del acido hex-5-inoico (53) con isobuteno.
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Una vez preparados los compuestos 58 y 59, se procedid a su unién mediante una

0

reaccion de Sonogashira,’® empleando trietilamina como base, PdCly(PPhs), como

precatalizador y Cul como cocatalizador para la generacion in situ del organocuprato

201

intermedio.”"~ Con estas suaves condiciones de reaccion se obtuvo en 2 h el alquino

deseado 60 con excelente rendimiento (Esquema 3.18).

O CF,
CFs
PdCIy(PPh 0
BnO,C + \\\/\/COQ‘BU a o) ©/\ o)
Cul, Et;N, DMF N ><
| ta., 2h (o)
95% desde 58
58 59 60

Esquema 3.18. Preparacién del compuesto 60 mediante una reaccién de Sonogashira.

Completada la construccidn del bloque deseado, se llevé a cabo simultaneamente
la hidrogenacion del triple enlace C=C y la desproteccion selectiva del éster bencilico
por hidrogendlisis. Para ello se empled una presion de 2 atm de H, y Pd/C al 10% como
catalizador, lo que condujo al derivado 61 con muy buen rendimiento (Esquema 3.19).
Esta estrategia, que incluye la eleccidon previa de los grupos protectores para los
grupos carboxilo, permitié llevar a cabo las dos transformaciones citadas en una sola
etapa, ademas de permitir que el grupo carboxilo del brazo espaciador permaneciese

protegido.

CF3 CF3

BnOZC - (2 atm) HOZC\@\/\/\)?\
Pd/C 10% ><
X CO,Bu  AcOEt ta., 3h Q

89%
60 61

Esquema 3.19. Hidrogenacién e hidrogendlisis de 60 para proporcionar el dcido 61.

Una vez preparados los bloques sintéticos 55 y 61, se llevo a cabo el acoplamiento
de ambos por formacion de un enlace amida, empleando de nuevo el reactivo de
acoplamiento peptidico PyAOP en medio basico, lo que dio lugar con rendimiento

moderado a la amida 62 (Esquema 3.20)."*

En estas condiciones se genera in situ un
éster activo de 1-hidroxi-7-azabenzotriazol, reaccion impulsada por la formacion de un
enlace doble P=0 en la fosforamida generada como subproducto. Dicho éster activo
reacciona facilmente con la amina para dar lugar a la amida deseada (Esquema

3.21).1%3
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F3C._~_Cl
T,
N NH,-HCI

55 FsC cl
PyAOP

+

LZ

CFs3 DIPEA, DMF
HOLC ta.,,1.5h
2 52% desde 61
CO,'Bu 62
61

Esquema 3.20. Acoplamiento peptidico entre 55 y 61 para proporcionar la amida 62.

X

Formacion del éster activo de 1-hidroxi-7-azabenzotriazol:

I N :0.__0 [ [ 0
N 9)
L\O CFS +N,/\ 'Tl (0]
. + — CN—;ID—0< — CN—Ezo B
N \- N | N
N 0 _— “
- (CH,)sCO,tBU Q N_ N Q N
e

N U Fosforamida Est ti
pyAOP TDIPEA BN ster activo

61

Formacion de la amida:

0)

FsC Cl )J\/ _
= e S ~ N
N NH; EI N N N + N |
T o " ‘\
DIPEA (CH5)sCO,tBu
55 Ester activo 62

Esquema 3.21. Mecanismo del acoplamiento peptidico que da lugar a la amida 62.

Por ultimo, se efectud la desproteccidon del grupo carboxilo en el brazo espaciador

por tratamiento del éster terc-butilico 62 con acido férmico, lo que condujo en
condiciones suaves y con excelente rendimiento al hapteno FPb (35, Esquema 3.22).°%

Cl F3C Cl

FsC =
= O CF
| Qo  CFs HCO,H | }
~ \S
N N N N
H ta.,3h H CO.H
95% 2
(CH2)5COZIBU °
62 35 (Hapteno FPb)

Esquema 3.22. Hidrélisis del éster terc-butilico 62 para dar lugar al hapteno FPb (35).
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En resumen, considerando el conjunto de la secuencia sintética, el hapteno FPb se
obtuvo en 11 pasos a partir del acido 4-nitro-2-(trifluorometil)benzoico (52) con un

27% de rendimiento global.

3.1.4. Sintesis del hapteno FPha: Obtencion del hapteno FPha’

La estrategia sintética disefiada para la sintesis del hapteno FPha (36) se basé en la
gue se ha descrito anteriormente para la preparacion del hapteno FPa (34). De este
modo, en primer lugar se uniria el brazo espaciador al bloque heteroaromatico, vy

posteriormente se formaria el esqueleto del hapteno deseado (Figura 3.5).

acoplamiento

peptidico
Cl )r” \\\\
HO,C B O CFs HO,C(H,C)s £ ~_-C! O CFs
N/ N .~ | yz * HO
H ’ N™ ¢ NH,
36 (Hapteno FPha) acoplamiento :

sustitucion
cruzado U

]
cl
A N
U + ROZC\///
NG

Figura 3.5. Analisis retrosintético del hapteno FPha (36). R es un grupo alquilo, y X' y X

X
HOCT Ny *

hacen referencia a agrupaciones con buena aptitud como grupo saliente (halégeno,

sulfonato, etc.) diferentes entre si para llevar a cabo reacciones regioselectivas.

En base a esta estrategia, un primer intento de obtener el hapteno deseado se
llevé a cabo de forma similar a los dos haptenos anteriores, es decir, mediante el
acoplamiento inicial del brazo espaciador al anillo de piridina, seguido de la unién de la
agrupacion etilamino que serviria como puente de unién entre los anillos aromaticos.
Sin embargo, siguiendo este orden sdélo fue posible la introduccién del brazo
espaciador, siendo infructuosos todos los intentos de conectar después la agrupacion
etilamino mediante reacciones de sustitucion nucleofilica aromatica analogas a las
descritas para los haptenos FPa (Esquema 3.6) y FPb (Esquema 3.11). Por ello, la
secuencia inicialmente propuesta se redisefié de modo que ambas agrupaciones se
introdujeran paralelamente en lugar de secuencialmente, como se habia intentado sin
éxito.

En primer lugar, y partiendo de 5-bromo-2,3-dicloropiridina (63), se llevé a cabo la

ya descrita sustitucion nucleofilica aromatica regioselectiva con 2-cianoacetato de
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terc-butilo (41).**™! En contraste con el intento inicial, en este caso si se observd
avance de la reaccién, formandose el producto deseado 64 con un 76% de rendimiento

(Esquema 3.23).

Br Cl
Br AN Cl Py CSZCO3 | A o}
| B + NC~ ~CO,Bu NG o><
N~ >cl THF, 90°C, 9 h
(MW a 300 W) CN
63 41 76% desde 63 64

Esquema 3.23. Reaccidén de sustitucién nucleofilica aromatica entre los derivados 41 y

63 que da lugar al compuesto 64.

Esta diferencia de comportamiento probablemente radica en la diferente
estabilizacion del complejo carbanidnico resultante de la adicidn inicial del nucledfilo a
la posicidon C-2 del anillo de piridina. Asi, en el caso de 63, el sustituyente en posicidn
C-5 es un atomo de bromo capaz de estabilizar la carga negativa del complejo por
efecto inductivo atractor. Por el contrario, dicho sustituyente en el correspondiente
sustrato de la secuencia inicial fue la cadena alquilica del brazo espaciador, que
probablemente desestabiliza la carga negativa por efecto inductivo dador. En base a
los resultados obtenidos, dicho efecto, aun siendo débil, parece ser suficiente como
para impedir que se produzca la reaccidén de sustitucion nucleofilica aromatica en la

posicién C-2.

Una vez completada la sustitucion, y siguiendo la estrategia habitual, se calentd el
éster terc-butilico 64 en reflujo de tolueno y en presencia de PTSA en cantidad
catalitica, lo que condujo a la formacién del nitrilo 65 con buen rendimiento (Esquema

3.24).12

Br Cl
I t PTSA-H,0 Br N Cl
~ CO,'Bu
i tolueno N/ CN
CN 125°C, 3 h
>99%
64 65

Esquema 3.24. Hidrdlisis y descarboxilacion de 64 que da lugar al nitrilo 65.

Antes de proceder a la hidrogenacion del nitrilo 65 se llevd a cabo la introduccién
del brazo espaciador mediante una reaccion de Sonogashira empleando las

201
d.

condiciones descritas con anteriorida En este caso el alquino empleado fue

hex-5-inoato de metilo (66), con el grupo carboxilo protegido como éster metilico. De
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este modo, el acoplamiento cruzado entre 65 y 66 proporcioné el producto deseado

67 con excelente rendimiento (Esquema 3.25).

Br Cl PdCl,(PPhs) MeO,C A
A 2 3)2 Cl
MeOC™ N+ mCN ®
N

Cul, EtsN, DMF
t.a,8h N
85% desde 65
66 65 67

\

CN

Esquema 3.25. Preparacion del alquino 67 mediante una reaccién de Sonogashira.

Una vez enlazados el anillo de piridina y el precursor del brazo espaciador, se
pretendia llevar a cabo la hidrogenacion simultanea de los enlaces triples C=C y C=N
presentes en la estructura de 67, simplificando asi la secuencia sintética. La reaccion se
efectud bajo una presion de H, de 2 atm y empleando Pd/C al 10% como catalizador
heterogéneo. Tras 1 h de reaccidon en estas condiciones se observé Unicamente la
reduccion completa del enlace triple C=C. Desafortunadamente, la prolongacién de los
tiempos y/o el aumento de la presién de H, no condujeron a la reduccién del nitrilo,
sino a la hidrogenolisis del enlace C—Cl. Por lo tanto, la hidrogenacién de 67 (que a
nuestro pesar resultd ser quimioselectiva) condujo exclusivamente al producto 68,

aunque con buen rendimiento (Esquema 3.26).

MeO,C
&%z X ! H, (2 atm) MeO,C | O
L en Pd/C 10% NZ ~~CN
N AcOEt, ta., 1h
81%
67 68

Esquema 3.26. Obtencion del compuesto 68 por hidrogenacién catalitica de 67.

La reaccidn anterior evidencid la ineficacia del sistema catalitico empleado para
hidrogenar el nitrilo. Por ello, y teniendo en cuenta la similitud estructural entre los
compuestos 68 y 49 (con el que si habia sido posible la hidrogenacion del nitrilo), se
decidié usar como catalizador PtO; y llevar a cabo el proceso en HCl metandlico para

12,192

obtener el hidrocloruro de la amina. En estas condiciones la reaccion si tuvo lugar,

obteniéndose de esta forma el hidrocloruro 69, aunque con rendimiento moderado.

MeO,C B cl Hp (1 atm) Meozcw
“>CN pio, HCIMeOH N7 NH,-HCI

N
ta.,5h

68 53% 69

Esquema 3.27. Hidrogenacién del nitrilo 68 para proporcionar el hidrocloruro 69.
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Una vez preparado el hidrocloruro 69, se procedié a su acoplamiento peptidico
mediado por PyAOP con el sintén correspondiente al anillo homoaromatico.*** De
acuerdo con el hapteno deseado, el reactivo correspondiente debia ser dacido
2-(trifluorometil)benzoico (40), pero por error se empleé en su lugar el 3cido
3-(trifluorometil)benzoico (70), por lo que se obtuvo la amida de estructura 71 con un

rendimiento bajo (Esquema 3.28).

MeO,C(H5C)s cl

X
L

N NH,-HCI

69
MeO,C | N o)

+ ﬂ; N/ N)K©/CF3
DIPEA, DMF H
HO,C CF3 ta,5h
\©/ 21% desde 69
71

70

Esquema 3.28. Preparacion de la amida 71 por acoplamiento peptidico entre 69 y 70.

Consecuentemente, la estructura de la amida obtenida (71) diferia en la posicion
del grupo trifluorometilo respecto a la estructura inicialmente deseada. No obstante,
en lugar de repetir la reaccidn con el acido inicialmente planteado, y dada la limitada
cantidad del precursor 69 en aquel momento, se decidid continuar con el compuesto
preparado. Esta decision se tomé teniendo en cuenta que la finalidad del hapteno
FPha fue siempre la de utilizarlo como hapteno heterdlogo de ensayo para intentar
mejorar la sensibilidad de los futuros inmunoensayos y no la de producir anticuerpos.
Asi, el cambio casual de posicién de este grupo trifluorometilo con respecto a su
posicidn en el fungicida permitiria evaluar la influencia de esta variable, o incluso dar

lugar a inmunoensayos de mayor sensibilidad.

Por tanto, la hidrdlisis del éster metilico 71 condujo cuantitativamente al hapteno
FPha’ (72), de estructura regioisomérica respecto a la inicialmente prevista (36). En
este caso la reaccidn se llevé a cabo con catdlisis enzimatica heterogénea, empleando
lipasa B de Candida antarctica inmovilizada en un soporte sélido y tampdn fosfato
sédico 100 mM a pH 7.4 (PB) como disolvente (Esquema 3.29). De este modo, y
considerando toda la ruta sintética, el hapteno FPha’ (72) se obtuvo en un total de 7

etapas a partir de 5-bromo-2,3-dicloropiridina (63) con un 8% de rendimiento global.
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N H THF, PB
ta.,48h
>99%
7 72 (hapteno FPha')

Cl
MeO,C(H,C)s | ~C o s HOzCMm 5

Esquema 3.29. Hidrdlisis enzimatica del éster metilico 71 para dar lugar al hapteno
FPha’ (72).

3.1.5. Sintesis del hapteno FPhb

La ruta sintética para la obtencion del hapteno FPhb (37) se disefié de forma
equivalente a la del hapteno FPb (35), puesto que la Unica diferencia estructural entre
ambos reside en la sustitucion del grupo 2-trifluorometilo en el anillo homoaromatico
de FPb por un dtomo de hidrégeno en FPhb. Esto se tradujo en la utilizacidn de acido
4-yodobenzoico comercial (73) para la sintesis del bloque homoaromatico, con
funcionalizacidon adecuada para introducir el brazo espaciador en la posicién C-4

mediante una reaccién de Sonogashira (Figura 3.6).

Hapteno FPhb (37)

acoplamiento; M
peptidico

N NH; COzH

acoplamiento . _ i
“T7°7 cruzado IRREEEE T

0]

FaCo - Cl
» +  ZNH, HO + MCOZH
N~ X X

Figura 3.6. Analisis retrosintético del hapteno FPhb (37). X hace referencia a una

agrupacion con buena aptitud como grupo saliente (halégeno, sulfonato, etc.).

Al igual que sucedié en la secuencia de obtencion del hapteno FPb (35), el bloque
heteroaromatico a emplear seria el hidrocloruro 55, cuya preparacidon a partir de la
cloropiridina 8 ha sido descrita en la seccién 3.1.3. A nivel experimental, la obtencién
del compuesto 55 por hidrogenacién del nitrilo 10 resultd ser problematica, con

resultados poco reproducibles e incluso sin producirse reaccién en algunos intentos.
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Por ello, se explord la posibilidad de preparar el hidrocloruro 55 mediante una
metodologia alternativa con la que se evitara la reaccién de hidrogenacioén. Para ello,
se efectud en primer lugar una reaccidon de acoplamiento de Suzuki—-Miyaura entre
(2-((terc-butoxicarbonil)amino)etil)trifluoroborato de potasio (74) y la cloropiridina 8,

gue condujo con rendimiento moderado al compuesto 75 (Esquema 3.30).203

FsC cl

F3C | - . PdCl,(dppf) | X )OL
+ K+ 3 \/\ _ ><
N el NHBoc Cs,CO5 N N~ 0
tolueno/H,O H
80°C,8h
8 74 53% desde 8 75

Esquema 3.30. Preparacidn del compuesto 75 mediante una reaccién de acoplamiento

de Suzuki—Miyaura.

Con la metodologia anterior fue posible introducir en un solo paso la agrupacion
etilamino protegida como carbamato de terc-butilo, aunque el rendimiento de esta
transformacién fue menor que el observado en la reaccién de sustitucion nucleofilica
aromdtica entre 8 y 41 (Esquema 3.11, 94% frente a 53%). Este descenso de
reactividad, ya descrito para este tipo de reaccién con algunos sustratos derivados de
la 2-cloropiridina, puede estar relacionada con la formacion de un complejo dimérico
de Pd(ll) tras la adicion oxidativa que de algun modo dificulta el acoplamiento
cruzado.’® Otra posible explicacidn para este resultado podria ser la competicién de la
reaccion deseada con la deshalogenacién de la posicién C-2 de 14, como consecuencia
de una eliminacion de hidruro B en el intermedio de transmetalacion, seguida de la
eliminacién reductiva del hidruro de Pd(ll) resultante. No obstante, el producto de

deshalogenacién no fue aislado ni detectado espectroscépicamente.

Una vez introducida exitosamente la agrupacién etilamino, la posterior hidrdlisis

del grupo carbamato por tratamiento de 75 con HClI metandlico proporciond

cuantitativamente el hidrocloruro 55 (Esquema 3.31).>%

F3C ¢ HCl/dioxano FaC X Cl
m | =
N NHBoc THF/MeOH N NH,-HCI
ta., 5h
75 99% 55

Esquema 3.31. Obtencion alternativa del hidrocloruro 55 a partir del carbamato 75.

De este modo, esta estrategia alternativa permitio la conversién de 8 en 55 en dos

pasos con un 52% de rendimiento global. A pesar de que con la estrategia original fue
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posible obtener este compuesto con un rendimiento del 76% en tres pasos, desde el
punto de vista practico la nueva estrategia resultd6 mdas conveniente, dados los
problemas de reproducibilidad observados previamente en la etapa de hidrogenacién
del nitrilo 10 (Esquema 3.13) y ya documentados en las diferentes secuencias

sintéticas descritas en la bibliografia para el propio fluopyram.'?272#

De forma paralela, se efectué una reaccién de Sonogashira entre el yodoareno
comercial 73 y el alquino 59, cuya preparacidon se ha descrito anteriormente (seccién
3.1.3, Esquema 3.17), para obtener con excelente rendimiento el compuesto 76

(Esquema 3.32).°

HO,C
HO.C - PdACIy(PPhs), ?
\©\ ¥ \\/\/COZtBU 0
| Cul, Et;N, DMF X ><
ta,5h o]
95% desde 73
73 59 76

Esquema 3.32. Reaccién de Sonogashira entre 73 y 59 que da lugar al compuesto 76.

Una vez acoplado el brazo espaciador al sintdn homoaromatico, se completd el
esqueleto del hapteno tras preparar la amida 77 por acoplamiento peptidico entre el
acido 76 y el hidrocloruro 55, mediado por el reactivo PyAOP como en los casos

anteriores.**

FsCoCl
| ~
N NH,-HCI
55 FiCu~ | o
PyAOP S

+ ) N N

HOLC DIPEA, DMF 0
2 ta, 15h A ><
84% desde 55 O
% t
C02 Bu 77
76

Esquema 3.33. Preparacién de la amida 77 por acoplamiento peptidico de 55 y 76.

Finalmente, el hapteno FPhb (37) se obtuvo tras la hidrogenacién del enlace triple
C=C de 77 con catalisis heterogénea de Pd/C al 10% (Esquema 3.34), seguida del
tratamiento del compuesto resultante (78) con acido formico en condiciones suaves

202

para lograr la hidrodlisis del éster terc-butilico (Esquema 3.35).”° De este modo,

considerando la estrategia sintética alternativa para la obtencién del hidrocloruro 55,
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el hapteno FPhb fue sintetizado con un 30% de rendimiento global en 7 etapas a partir

de 2,3-dicloro-5-(trifluorometil)piridina (8).

FsC cl

SN N H, (2 atm) |
BuO,C N N (0]
H U2 Pd/C 10% H ><
X AcOEt o)
ta.,25h
77 75% 78

Esquema 3.34. Hidrogenacion del compuesto 77 para dar lugar a 78.

F3C cl FsC Cl
= 3
X X
N N N N
H ta.,,2h H
(CHp)sCOBu  91% =

78 37 (hapteno FPhb)

Esquema 3.35. Obtencién del hapteno FPhb (37) por hidrélisis acida del éster 78.

3.2. Sintesis de haptenos para penthiopyrad

3.2.1. Diseino y analisis retrosintético de haptenos para penthiopyrad

Siguiendo la misma estrategia racional que se llevd a cabo con el fungicida
fluopyram, y considerando igualmente la conformacién de minima energia de
penthiopyrad (16, Figura 3.7), se planed en primer lugar la preparacion de tres
haptenos para este fungicida, en los que los brazos espaciadores finalizados en grupos
carboxilo se introducirian en posiciones opuestas de la estructura del fungicida. Asi, el
brazo espaciador de uno de ellos seria una prolongacién del grupo metilo unido al
anillo de pirazol (hapteno PPa, 79). En los otros dos haptenos se aprovecharia la
existencia previa del grupo 4-metilpentan-2-ilo unido al anillo de tiofeno, de modo que
en uno se reemplazaria dicho grupo por un brazo espaciador de tipo lineal (hapteno
PPb, 80) y en el otro se utilizaria el propio grupo 4-metilpentan-2-ilo como brazo
espaciador tras incorporar un grupo carboxilo terminal (hapteno PPm, 81). Todos estos
haptenos fueron posteriormente destinados a la producciéon de anticuerpos para

penthiopyrad.

La presencia de un estereocentro en el atomo de carbono que enlaza directamente

con el anillo de tiofeno confiere quiralidad a la estructura del fungicida (16). Por ello, y
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dada la generalmente elevada estereoespecificidad de los anticuerpos,?®® resultaria de
gran interés obtener anticuerpos capaces de reconocer indistintamente a los dos
posibles enantiémeros, ya que los formulados comerciales hacen uso del fungicida
racémico y por tanto cabe la posibilidad de hallar residuos de ambos enantiémeros en
los alimentos contaminados. De este modo, se planted inicialmente la sintesis de un
cuarto hapteno en el que dicho carbono estereogénico tuviera dos sustituyentes
metilo (hapteno PPd, 82), quedando asi representados los dos enantidmeros del

fungicida en un solo hapteno.

Figura 3.7. Conformacidon de minima energia de penthiopyrad observada desde dos
puntos de vista distintos. La geometria se calculd computacionalmente mediante
mecanica molecular (MM3) y posteriormente se refind6 con MOPAC empleando

parametros PM3.

Adicionalmente, se empled también como hapteno uno de los intermedios
preparados en la sintesis del hapteno PPm, descrita mas adelante. En este ultimo
hapteno, el carbono estereogénico de penthiopyrad estaria formalmente desmetilado
y oxidado a grupo carbonilo (hapteno PPo, 83). Las estructuras de todos los haptenos

propuestos para el fungicida penthiopyrad se recogen en la Figura 3.8.

A la vista de las estructuras de los cinco haptenos inicialmente propuestos, puede
apreciarse que la formacion de un enlace amida entre derivados adecuados de acido
1-metil-3-(trifluorometil)-1H-pirazol-4-carboxilico 'y de tiofen-3-amina  podria
proporcionar el esqueleto principal comun a los cinco haptenos y al fungicida. Por otra
parte, tanto el fragmento 4-metilpentan-2-ilo del hapteno PPa, presente también en el
propio fungicida, como los precursores adecuados de los brazos espaciadores en el
resto de haptenos, podrian introducirse en la posicion C-2 del anillo de tiofeno
aprovechando su reactividad intrinseca frente a electréfilos y la presencia del

sustituyente nitrogenado en posicién C-3 para controlar la regioselectividad.

» 103 «



Resultados y Discusién

O — (¢} —
HO,C S S
2 WN AN N S \N AN N NS
N= H N= H
CF3 CF3 COzH
Hapteno PPa (79) Hapteno PPb (80)

AW,
.

ﬁ\N\ N\S
\ H

N= &
‘/' aniloa  CF3
Penthiopyrad (16
o _ | pyrad (16) o _
S S
N= CO,H N= CO,H
CFy O o = CF3
Hapteno PPo (83) \N/i)kN NS Hapteno PPd (82)
y={ H
N CO,H
CF3

Hapteno PPm (81)

Figura 3.8. Haptenos inicialmente disefiados para el fungicida penthiopyrad (16). Las
letras a y b hacen referencia a los dos anillos aromaticos del fungicida, la letra m al
grupo metilo del extremo del fragmento alifatico, la letra d a la presencia de dos
grupos metilo geminales en el hapteno PPd (82) y la letra o al &tomo de oxigeno de la

cetona existente en el hapteno PPo (83).

3.2.2. Sintesis del hapteno PPa

Para la preparacion del hapteno PPa (79) se planed una secuencia convergente, en
la cual se formaria el esqueleto principal tras introducir el brazo espaciador en el anillo
de pirazol y el grupo 4-metilpentan-2-ilo en el anillo de tiofeno (Figura 3.9). Los
reactivos de partida empleados para la formaciéon del esqueleto fueron 3-
(trifluorometil)-1H-pirazol-4-carboxilato de etilo (84), 4-metilpentan-2-ona (29) y 3-
aminotiofeno-2-carboxilato de metilo (26). Por otra parte, para la obtencién del brazo

espaciador se partié de bromuro de alilo (85) y de acido but-3-enoico (86).

En el caso de este hapteno fueron empleados dos precursores para ensamblar el
brazo espaciador mediante una metatesis cruzada, una estrategia diferente a
cualquiera de los casos comentados hasta ahora, en los que se empled un solo
precursor con el nimero de dtomos de carbono deseados. En un primer momento se
pretendia seguir la estrategia habitual y efectuar la alquilacién del pirazol 84 con 6-
bromohexanoato de terc-butilo, lo que habria dado lugar a un hapteno con un brazo
espaciador lineal de seis atomos de carbono. Sin embargo, al llevar a cabo esta

reaccion empleando KOH como base y una cantidad catalitica de Kl para generar in situ
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el yoduro de alquilo correspondiente, se obtuvo una mezcla 2:1 de productos de
alquilacion en posiciones N-1 y N-2, los cuales no pudieron separarse mediante los

métodos cromatograficos habituales (Esquema 3.36).

o} —
HOZC\/\/\N AN N xS
N=
CF3
Hapteno PPa (79)

7
formacion ; ﬂ

de amida
(@) —
HO,C
. MNY&OH + HNT Y S
‘7 N
metatesis PR N
/ CF;
cruzada ! N
N “ “ | alquilacién
sustitucion ' .
Yy reduccion
0 ,
S N B i
oo oS o O L
N 2
CF3

Figura 3.9. Andlisis retrosintético del hapteno PPa (79). X hace referencia a una

agrupacion con buena aptitud como grupo saliente (halégeno, sulfonato, etc.).

CO,Et BuO,C(H,C)s- CO,Et CO,Et
NS 2 Br(CH,)sCO,'Bu uO,C(HxC)s NS 2 N\// 2
N= N= * N

CFs KOH, ki CFs BUO,C(HC)s  CFs
84 75°C,4h 2:1
53% '

Esquema 3.36. Alquilacidn del pirazol 84 con 6-bromohexanoato de terc-butilo.

La formacién del producto alquilado en la posicion N-2 puede explicarse por la
isomerizaciéon del anillo de pirazol en medio basico (Esquema 3.37). La baja
regioselectividad observada, que no se modifico de manera sustancial al utilizar otras
bases, sugirid que la isomerizacién en las condiciones de reacciéon empleadas era mas
rapida que la reaccion de sustitucion nucleofilica deseada. Por este motivo, y ante las
posibles dificultades que pudieran sugir en la hidrdlisis quimioselectiva del éster
etilico, cuya presencia fue necesaria para evitar una alquilaciéon indeseada en el grupo

carboxilo, se modificé la estrategia inicial tal y como se describe a continuacién.
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)

H.: CO,Et - CO,Et CO,Et
H-0f AN T 0 NN N7
. N= NS “N K
K CF, CF, < CF,
84 ~
R—I J-Kl R J'K'
R\.. Et N2 COgEt
N= N
CFs3 R CF;
Alquilacién Alquilacion
en N-1 en N-2

Esquema 3.37. Mecanismo de formacién de los dos isomeros de alquilacidn del pirazol
84 con RBr empleando KOH como base, siendo R = (CH,)sCO,'Bu.

En primer lugar, se llevo a cabo la alquilacion del pirazol 84 con bromuro de alilo

207 En este caso, la reaccién de alquilacién condujo a

(85) y utilizando K,CO3 como base.
una mezcla 40:1 del derivado alilico 87 y de su isémero de alquilacién en N-2, siendo
por tanto una transformacion mucho mas regioselectiva (Esquema 3.38).
Aparentemente, en estas condiciones, y dada la mayor reactividad del haluro alilico,
existe un mayor control cinético de la reaccion de alquilacidon que favorece la misma
por la posicién nitrogenada mas reactiva. Aunque esta reaccion ya habia sido descrita
con anterioridad,?®” en nuestro caso el producto deseado 87 se obtuvo con mayor

regioselectividad disminuyendo el tiempo de reaccién a 4 h.

CO,Et H 0
AN 2

\/\Br + N -
CF, acetona N
ta.,4h CF3
85 84 86% desde 84 87

Esquema 3.38. Alilacion regioselectiva del pirazol 84 que origina el compueto 87.

Ademas de solucionar el problema de la regioselectividad, la reaccién anterior
permitié la incorporacion de un punto de anclaje para el resto del brazo espaciador,
pero sin incorporar el grupo carboxilato terminal. Por este motivo, la hidrdlisis alcalina
del éster etilico de 87 para dar 88 pudo llevarse a cabo de forma practicamente

cuantitativa (Esquema 3.39).2%®

H
A N N CO,Et NaOH
N a
q EtOH/H,0 HMNTCOZH
t -
CF 2 N
3 80 °C, 40 min oF
96% .
87 88

Esquema 3.39. Preparacion del 4cido 88 por saponificacién del éster etilico 87.
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En paralelo, se prepard el blogue sintético correspondiente al anillo de tiofeno
mediante una estrategia similar a la que se ha descrito para la sintesis de
penthiopyrad, es decir, partiendo del compuesto 26.%8 Este precursor contaba con un
grupo metoxicarbonilo en la misma posicién donde se debia introducir el fragmento
4-metilpentan-2-ilo, por lo que a priori podria haber resultado mas conveniente partir
de tiofen-3-amina, sin dicho grupo. Sin embargo, se han descrito dificultades a la hora
de aislar y manipular dicho compuesto, que por ello sélo puede encontrarse

comercialmente en forma de sales.”®

La utilizacion del compuesto 26, que ademas
resultd ser mds asequible econdmicamente que la tiofen-3-amina, evitd estos
problemas. A ello se sumd la existencia de condiciones de reaccion suaves para la

eliminacién por descarboxilacién en medio acido del grupo metoxicarbonilo.’*

En primer lugar, se llevd a cabo la proteccion del grupo amino, tanto para evitar
posibles adiciones electrofilicas a dicho grupo en etapas posteriores como para
controlar el estado de activaciéon del anillo aromatico frente a sustituciones
electrofilicas. Para ello, se decidid imitar la estrategia descrita en la sintesis del
fungicida y protegerlo en forma de amida, para lo que se tratd el compuesto 26 con

211

cloruro de benzoilo en condiciones suaves.”~ La reaccién proporcioné de forma

cuantitativa el producto benzoilado 30 (Esquema 3.40).

— 0 —
[ BzCl
S /
H2N X —_— N N S
Et;N, CH,CI H
M 3N, 2vi2
COzMe ta.3h

97%
26 30

Esquema 3.40. Proteccién del grupo amino de 26 en forma de benzamida.

Posteriormente se procedié a la eliminacion del grupo metoxicarbonilo de la
posicion C-2 del anillo de tiofeno mediante una reaccién de descarboxilacion. La
transformacién se llevd a cabo haciendo reaccionar el éster 30 con cloruro de piridinio
(Py-HCl) en piridina a reflujo, lo que dio lugar cuantitativamente al producto 31
(Esquema 3.41). La reaccion, formalmente una hidrélisis seguida de descarboxilacion y
descrita inicialmente por Coutts y colaboradores,”® tiene lugar en condiciones
relativamente suaves y requiere de la presencia de un dador protico en posicidon
contigua al grupo metoxicarbonilo, funcidn que al parecer puede desempefiar en este

caso el atomo de hidrégeno de la amida a pesar de su reducida acidez.
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_ 0 =
Py-HCI S
BzHN" \;S g \;

N
CO,Me piridina H
130°C, 48 h

979
30 t 31

Esquema 3.41. Obtencién del compuesto 31 a partir del éster metilico 30.

Una vez eliminado el sustituyente en la posicion C-2 del anillo de tiofeno en el
derivado 31, ya era posible la introducciéon del grupo alifatico deseado. Para ello, se
hizo reaccionar dicho compuesto con 4-metilpentan-2-ona (29) en reflujo de tolueno
con catalisis acida, lo que propicié una reaccién de sustitucion electrofilica aromatica
(SeAr) regioselectiva para formar el enlace simple C—C buscado. En estas condiciones el
alcohol formado se deshidraté para proporcionar una mezcla 7:3 de los isdmeros
geométricos E/Z del alqueniltiofeno 89 y una pequefia cantidad (=6%) del ismero 90
(Esquema 3.42),%® un resultado consistente con un control termodinamico del proceso

de eliminacion.

O — O —
— 0 PTSA-H,O S .S
A I : + :
BzHN tolueno Ho k H
130°C,5.5h
61% desde 31
31 29 89 90

(7:3 ElIZ) (minoritario)

Esquema 3.42. Reaccién de alquilaciéon en medio acido del tiofeno 31 con la cetona 29.

Es bien sabido que la estructura electrénica de los anillos de tiofeno hace que sean
altamente reactivos frente a electrofilos en posiciones C-2 y C-5. Ademas, en el caso
del compuesto 31, la presencia del grupo benzamido en posicién C-3 aporta densidad
electrénica adicional a la posicién C-2, y por tanto dirige a dicha posicidn la adicidon
inicial del electrofilo 90. Estas caracteristicas justifican la regioselectividad de Ia

transformacion anterior.

Para completar la introduccién del grupo 4-metilpentan-2-ilo, se efectud la
hidrogenacion catalitica del enlace doble C=C formado con catdlisis heterogénea de
Pd/C. La utilizacion de condiciones habituales y tiempos cortos de reaccion condujo a
hidrogenaciones incompletas, por lo que fue necesario llevar a cabo el proceso a una
presiéon de H, de 5 atm durante 3 dias para lograr la transformacion total de 89 en el
derivado 32 (Esquema 3.43).
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— (@] —
H, (5 bar)
BzHNT NS NS
“ k Pd/C 10% H
MeOH, t.a., 3 d
95%
89 32

Esquema 3.43. Preparacién del compuesto 32 por hidrogenacién catalitica de 89.

La causa mads probable de la dificultad observada en la hidrogenacién del doble
enlace es la congestion estérica existente en el entorno del mismo, a la que se suma la
conjugacioén con el anillo aromatico. De hecho, se observd una variacion importante en
los desplazamientos quimicos de RMN para algunos nucleos pertenecientes al anillo en
el compuesto 89 respecto a los valores observados en otros productos de la secuencia
sintética, lo que probablemente se debid a la combinacion de la conjugacién con la
influencia de la anisotropia magnética en el entorno del enlace C=C. A modo de
ejemplo, el desplazamiento quimico de 'H para el hidrégeno en posicidon C-4 del anillo
de tiofeno, con un valor de 7.94 ppm en el compuesto 89, paso a ser de 7.41 ppm en
32, y con excepcion del compuesto 24, se mantuvo en un valor similar en las

posteriores etapas de la secuencia.

Para terminar la preparacion del bloque sintético correspondiente al anillo de
tiofeno, se procedié a la desproteccion del grupo amino derivatizado inicialmente a
benzamida. En un primer momento se ensayaron las condiciones descritas en la
bibliografia para llevar a cabo la hidrdlisis acida de 32 en una mezcla a reflujo de HCl y
acido acético durante 27 h.*® El resultado fue una mezcla carbonizada con una
cantidad minima del producto buscado. Nuevos intentos con otras condiciones
habituales de hidrdlisis acida para amidas proporcionaron resultados similares, por lo

que se decidié tratar de llevar a cabo el proceso mediante hidrdlisis alcalina.

Un primer intento de hidrdlisis basica en el que se tratd la amida 32 con NaOH al
20% a reflujo durante 22 h no dio lugar al producto deseado,**? pero a diferencia de lo
que sucedid en los diversos intentos de hidrdlisis acida, tampoco se produjo la
descomposicion del material de partida. Ante esta situacién, se decidid repetir la
reaccion empleando como fuente de calor la irradiacion con microondas durante 3 h,
lo que provocé la formacién de una pequefia cantidad de la amina buscada 24. De este
modo, tras un proceso de optimizacidn, la hidrdlisis alcalina de 32 pudo llevarse a cabo

de forma practicamente cuantitativa en tan solo 20 min con un gran exceso de KOH y
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empleando como disolvente dietilenglicol (DEG), cuyo elevado punto de ebullicion

permitio realizar el proceso a 185 °C (Esquema 3.44).

KOH
BzHN” NS N NS
DEG
185 °C, 20 min
(MW a 300 W)
32 >99% 24

Esquema 3.44. Obtencién del aminotiofeno 24 por hidrdlisis alcalina de 32.

En este punto, con los dos bloques sintéticos ya preparados, se procedid a su
acoplamiento por formacion de un enlace amida. Para ello, en primer lugar se prepard
el cloruro de acido 91 por tratamiento del acido 87 con PCls,” y éste se hizo
reaccionar posteriormente con el aminotiofeno 24 en presencia de piridina para
neutralizar el HCI formado en la reaccién.®® De este modo, la amida deseada 92 se
obtuvo con rendimiento moderado en dos etapas (Esquema 3.45).

\/\N X CO2H
=
CF;,
87

PCls, Et,0
ta,2h

- H (0] —
N, C0C! oy THE
S Y:
@/ + HoN N _ H)\AN AN N NS
CFs ta.,25h N— H
64% desde 24 CF3

91 24 92

Esquema 3.45. Reaccién de formacion de la amida 92.

Con este ultimo paso se completd la sintesis del esqueleto del hapteno, por lo que
se retomd el ensamblaje del brazo espaciador a partir del doble enlace C=C
introducido en la etapa de alilacién inicial de la secuencia (Esquema 3.38). Como se ha
adelantado previamente, para hacerlo se llevd a cabo una reaccién de metatesis
cruzada entre el compuesto 92 y el acido but-3-enoico (86), empleando para ello el
sistema catalitico propuesto por Lipshutz y colaboradores. Este sistema se compone de
catalizador de Grubbs de 22 generacion [abreviadamente Grubbs-2, cuyo nombre
completo es (1,3-bis(2,4,6-trimetilfenil)-2-imidazolidiniliden)dicloro(fenilmetilen)(trici-

clohexilfosfina)rutenio(ll)] y Cul, que acelera la reaccién tanto por la estabilizacion del
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rutenio por parte del anién yoduro como por el efecto secuestrante de fosfinas del
Cu(1).?* La reaccién llevada a cabo en estas condiciones dio lugar al producto de
metatesis 93, una mezcla 5:1 de los isémeros E/Z, con un rendimiento del 65% en base

al material de partida recuperado (92, 15%) (Esquema 3.46).

(0] — (0] —
™ S Grubbs-2
HOZC\/\ N \/\N AN H N e HOZC\HJ‘\/\N AN N XS
N= Cul, Et,0 n={ H

CF3 60°C,6h CF3
(MW a 300 W)
86 92 65% desde 92 93
(5:1 EIZ)

Esquema 3.46. Reaccion de metdtesis cruzada entre los compuestos 86 y 92 para

proporcionar el alqueno 93.

Por ultimo, y una vez completada la construccién de todo el esqueleto carbonado
del hapteno, se efectud la hidrogenacién catalitica del enlace doble C=C de 93, dando
lugar con buen rendimiento al hapteno PPa (79, Esquema 3.47). Haciendo balance de
toda la secuencia, el hapteno se prepard a partir de 3-aminotiofeno-2-carboxilato de

metilo (26) con un 19% de rendimiento global para 11 etapas.

HOZC\MN N 2 (3 atm) HOZC\/\/\N N
Pd/C 10%

AcOEt
ta.,3.5h

93 83% 79 (hapteno PPa)

Esquema 3.47. Preparacién del hapteno PPa (79) por hidrogenacién catalitica de 93.

3.2.3. Sintesis del hapteno PPb

Teniendo en cuenta los antecedentes bibliograficos para la preparacion de
penthiopyrad,®® las rutas sintéticas para la preparacién de los restantes haptenos
planeados para este fungicida se disefiaron de forma lineal. De este modo, en primer
lugar se obtendria el esqueleto bianular del fungicida por formacidon de un enlace
amida, empleando como precursores iniciales el acido 1-metil-3-(trifluorometil)-1H-
pirazol-4-carboxilico (22) para el anillo de pirazol y el 3-aminotiofeno-2-carboxilato de
metilo (26) para el anillo de tiofeno, éste ultimo ya utilizado para la preparacién del
hapteno PPa. Dicha unidén, seguida de la posterior eliminacién del grupo
metoxicarbonilo del anillo de tiofeno, daria lugar al intermedio clave 28, similar al

compuesto 31. A partir de este intermedio, cada uno de los haptenos se obtendria
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mediante una secuencia divergente en la que se introduciria el brazo espaciador
adecuado en cada caso. El plan general de obtencion de esta familia de haptenos se

resume en la Figura 3.10.

= = (CHsCOH ~~~= S
N ! A o

CF3 : (CH)3COH
| Hapteno PPb (80)
22

O —
...... - ST /[\ S _ e
N‘Q)J\” ' COZH CO,H
N H H O
CF3

Hapteno PPo (83) Hapteno PPm (81)
HoN S (intermedio clave)
CO,Me : Oy OR'
FTTTTTTmmmees U Para PPo: R' = O, R? = Me
&5 ' . ParaPPd:R' = (Me,Me), R? = H
R
CO,H

Hapteno PPd (82)

Figura 3.10. Propuesta sintética resumida para la obtencion de los haptenos PPb (80),
PPm (81), PPd (82) y PPo (83).

En el caso concreto del hapteno PPb (80), el brazo espaciador seria introducido
mediante una reaccién de Sonogashira con hex-5-inoato de terc-butilo (59), ya
empleado en la sintesis de la mayoria de haptenos de fluopyram. Tras este paso, el
hapteno se obtendria tras la reduccién del enlace triple C=C y la hidrélisis del éster

terc-butilico del brazo espaciador.

N_
CF3
22
PCls, Et,0
ta.,2h
— 0 —
~ COcClI
N™ Py, THF s
SGE NS \N\YLHI\ ﬁ‘
CF3 CO,Me ta,3h N= CO,Me
93% desde 22 CF3
33 26 27

Esquema 3.48. Formacién de un enlace amida entre 33 y 26 para proporcionar 27.
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De este modo, el primer paso fue la preparacién del intermedio clave 28, para lo
gue se formd un enlace amida entre los reactivos comerciales 22 y 26 siguiendo la
misma estrategia que se empled en la sintesis del hapteno PPa.*® Asi, la reaccién entre
la amina 26 y el cloruro de acido 33, recién preparado por tratamiento del 4cido 22 con

PCls,”* proporciond la amida 27 con excelente rendimiento (Esquema 3.48).

Al igual que en la preparaciéon del hapteno PPa, la eliminacién del grupo
metoxicarbonilo de 27, que en este caso dio lugar al intermedio clave 28, se llevo a

cabo en condiciones suaves y con buen rendimiento por tratamiento de 27 con cloruro

de piridinio en reflujo de piridina durante 3 dias (Esquema 1-3.49).38’210
(0] —
NN IS _ PyHCI z 5
N= H CO,Me plrldlna
CF3 130°C, 72 h
74%
27 28

Esquema 3.49. Obtencién del intermedio clave 28 a partir del compuesto 27.

Una vez disponible el intermedio 28, se inicié la sintesis propiamente dicha del
hapteno PPb. Teniendo en cuenta que el brazo espaciador se introduciria
posteriormente mediante una reaccién de Sonogashira, era necesario introducir un
buen grupo saliente en la posicion C-2 del anillo de tiofeno de forma regioselectiva. De
este modo, y de acuerdo con la literatura, se llevo a cabo en primer lugar la bromacién

209215 | 5 formacién del

de dicha posicion promovida por N-bromosuccinimida (NBS).
producto deseado se evidencié por la considerable disminucién del desplazamiento
quimico de RMN-3C del carbono en posicién C-2 del anillo, que pasé de 111.4 ppm en

28 2 95.9 ppm en el producto de bromacion.

Desafortunadamente, cuando se tratd de llevar a cabo la reaccién de Sonogashira
entre el producto de bromacion derivado de 28 y el alquino 59 no se observo avance
del proceso, ni tan siquiera incrementando la temperatura o aumentando los tiempos
de reaccién. Ante la posibilidad de que el derivado bromado no fuera lo
suficientemente reactivo en la adicion oxidativa inicial, se decidié preparar en su lugar
el derivado yodado equivalente. Para ello, siguiendo la misma estrategia, se traté el
compuesto 28 con N-yodosuccinimida (NIS) en condiciones similares a las empleadas
en la bromacion con NBS, lo que dio lugar al producto de yodacién 94 con buen

rendimiento (Esquema 3.50).%*°
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0] — O —
SN N/l\ :S NIS S /[\ :S

\ H \ N
N= CH,Cl, N= "
CF; 60 °C, 40 min CF,
70%
28 94

Esquema 3.50. Preparacion del derivado 94 a partir del compuesto 28.

Una vez preparado el derivado 94, se procedid a su acoplamiento con el alquino
59, tal y como se habia intentado anteriormente con el derivado bromado. En este
caso la reaccion de Sonogashira deseada si se produjo satisfactoriamente,
conduciendo a la formacién del alquino 95 con excelente rendimiento (Esquema

3.51).°

0 — O ¢ s
N?Au’ ; + N~ 00y —— 2 ONYTNTTN N
N | Cul, Et;N, DMF N 0
CF3 ta.,6h CFs3
) 94
94 59 90% desde 95

Esquema 3.51. Sintesis del compuesto 95 por acoplamiento de Sonogashira de 94 y 59.

Para completar la sintesis del hapteno PPb (80), se procedid primero a la
hidrogenacion catalitica del triple enlace C=C de 95. La reaccidn se llevé a cabo bajo
una presion de H, de 3 bar, y como en otras ocasiones con catalisis heterogénea de
Pd/C, obteniéndose el producto de hidrogenacién 96 con excelente rendimiento
(Esquema 3.52).

0o s \

N= H COBU  byc 10% N - 07<
CFs AcOEt 3 I
ta.,5h
95 94% 96

Esquema 3.52. Hidrogenacidn catalitica del alquino 95 para dar lugar al compuesto 96.

Por ultimo, la desproteccion del grupo carboxilo del brazo espaciador se efectud
mediante la hidrélisis del éster terc-butilico de 96 con acido férmico, reaccidén que
proporciond de forma practicamente cuantitativa el hapteno PPb (80, Esquema
3.53).292 Cconsiderando el conjunto de la secuencia sintética, este hapteno se preparé

con un 36% de rendimiento en 8 etapas.
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0 — 0 —
\N\E)KH S HCO,H \’\! N H S
N= 0°Cata,1h N=
CF, CO,Bu 89% CF; CO,H
96 80 (hapteno PPb)

Esquema 3.53. Obtencion del hapteno PPb (80) tras la hidrdlisis del éster 96.

3.2.4. Sintesis de los haptenos PPmy PPo

Segun lo expuesto en la Figura 3.10 y partiendo del intermedio 28, cuya sintesis se
ha detallado en la seccion anterior, se prepard el hapteno PPm (81) mediante una
acilacion de Friedel-Crafts regioselectiva con anhidrido 3-metilglutdrico (97) seguida

de la adicién nucleofilica de metilo y la reduccién del alcohol terciario resultante.

Asi, el tratamiento del compuesto 28 con el anhidrido comercial 97 a temperatura
ambiente en presencia del acido de Lewis AICl; condujo a la cetona 83 (Esquema
3.54).%"” Dada la similitud estructural de 83 con el hapteno PPm, se decidié utilizar este
compuesto no solo como intermedio en la preparacién de éste, sino también como
hapteno heterdlogo (hapteno PPo) para la preparacion de conjugados de ensayo
adicionales, potencialmente adecuados para la mejora de la sensibilidad de los
inmunoensayos basados en los anticuerpos derivados tanto del hapteno PPm como del

resto de haptenos inmunogénicos preparados.

i /Z_S O O ¢° AICI
N— H
N DCE COzH
CF;

ta., 5h
74% desde 28
28 97 83 (hapteno PPo)

Esquema 3.54. Sintesis del hapteno PPo (83) a partir de los compuestos 28 y 97.

Como es bien sabido, en estas condiciones el acido de Lewis forma un complejo
con uno de los grupos carbonilo del anhidrido 97, lo que incrementa su electrofilia y
permite el ataque nucleofilico del anillo de tiofeno de 28, bien de forma directa o bien
tras la apertura del anillo y formacién de un catién acilio intermedio. Por otra parte,
como ya sucedio en la reaccién entre el compuesto 31 y la cetona 29 (Esquema 3.42),
la SeAr se produjo de forma regioselectiva en la posicién C-2 del anillo de tiofeno
debido a la combinacién de los efectos electrénicos convergentes del propio anillo de

tiofeno y del sustituyente carboxamido en la posicion C-3.
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Una vez obtenido el compuesto 83 (hapteno PPo), la sintesis del hapteno PPm
requeria la sustituciéon del grupo carbonilo del mismo por un grupo metilo. En un
primer momento, se intentd introducir el nuevo atomo de carbono requerido
mediante una reaccion de Wittig de 83 con el iluro de fésforo derivado del bromuro de
metiltrifenilfosfonio, formado in situ por desprotonacion de éste con terc-butoxido de
potasio,’*® de modo que el hapteno PPm se obtendria tras la reduccién del enlace
doble C=C formado. Desafortunadamente, en estas condiciones la reaccién de Wittig
buscada no tuvo lugar, ni siquiera tras la proteccion del grupo carboxilo en forma de

éster metilico.

En vista de los resultados obtenidos, se planted una estrategia alternativa basada
en la reaccion del compuesto 83 con metil litio (MeLi) o bromuro de metilmagnesio
(equivalentes sintéticos del anidén metilo), seguida de la reduccién del enlace C-O del
alcohol resultante. De este modo, siguiendo una adaptacion de un procedimiento
descrito para el proceso,”*’ la cetona 83 se hizo reaccionar con 2 equivalentes de Meli

en tetrahidrofurano con el objetivo de formar el hidroxiacido 98 (Esquema 3.55).

o) _
\N AN H N
N= CO,H
CF; O
83
MeLi, THF
-60 °C a t.a.
55h
B o) — ] 0 ¢ s
= $0__0
N= CO,H CH,Cl, N=
CF; HO 50 °C, 10 min CF3
(MW a 300 W)
98 41% 99

- - (dr3:1)

Esquema 3.55. Reaccion de la cetona 83 con Meli para dar el hidroxiacido 98, seguida

de su transformacion en la lactona 99.

La reaccidn proporciond una mezcla del producto deseado, el hidroxiacido 98, y de
otro compuesto, cuya caracterizacion espectroscopica llevo a asignarle la estructura
99. Este producto se formd por lactonizacion intramolecular del hidroxiacido 98,
probablemente catalizada por el medio acido utilizado en el procesado acuoso del

medio de reaccion. Del mismo modo, tras la purificaciéon cromatografica de 98, un
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analisis rapido mediante cromatografia en capa fina mostro la reaparicion de la lactona
99, presumiblemente formada debido al caracter débilmente acido del gel de silice.
Por ello, para facilitar el proceso de purificacién, el crudo de la reaccion de 83 con Meli
se calentd brevemente con irradiaciéon con microondas en presencia de una cantidad
catalitica de para-toluenosulfonato de piridinio (PPTS). Se produjo asi la lactonizaciéon
completa de 98 a 99, que tras la correspondiente purificacién cromatografica se aisld

como una mezcla 3:1 de diastereoisdmeros sin y anti.

Por ultimo, se procedid a la reduccién de la posicion pseudo-bencilica de la lactona
99, para lo que se hizo reaccionar ésta en condiciones suaves con trietilsilano (Et3SiH) y
acido trifluoroacético (TFA). Mediante este tratamiento se produce la protonacién del
grupo carboxilico lacténico, lo que favorece la ruptura del enlace C-O y con ella la
generacién de un centro pseudo-bencilico catidnico. Dicho centro, cuya carga es
estabilizada tanto por conjugacion con el anillo de tiofeno como por efecto inductivo
dador de los dos sustituyentes alquilicos, es reducido después por un agente reductor

suave como es el trietilsilano.3?%°

De este modo, la conversion de la lactona 99 en el
hapteno PPm (81), obtenido como una mezcla equimolar de diastereoisémeros,

transcurrio con excelente rendimiento (Esquema 3.56).

o =
TFA Nn=( H COH
ta,15h CF,

85%
81 (hapteno PPm)
(dr1:1)

Esquema 3.56. Sintesis del hapteno PPm (81) por reduccién de la lactona 99.
Por tanto, considerando la secuencia completa, el hapteno PPm (81) se obtuvo en
6 etapas a partir de acido 1-metil-3-(trifluorometil)-1H-pirazol-4-carboxilico (22) con un
rendimiento global del 18%. Como intermedio de su sintesis se obtuvo también el

compuesto 83 (hapteno PPo), preparado en las 4 primeras etapas a partir del mismo

precursor con un 51% de rendimiento global.

3.2.5. Sintesis del hapteno PPd: Obtencion del hapteno PPd’

Como se expuso previamente, y siguiendo el mismo razonamiento que en el caso

de los haptenos PPb, PPm y PPo, la preparacion del hapteno PPd (82) se llevaria a cabo
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mediante una reaccién de alquilacion de Friedel-Crafts del compuesto 28 con la
5,5-dimetilvalerolactona (100, cuyo nombre sistemdatico es 6,6-dimetiltetrahidro-2H-
piran-2-ona). Para ello, el primer paso fue la obtenciéon de dicha lactona, cuya
preparacion estd descrita en la literatura, entre otros métodos, mediante una
oxidacion de Baeyer—Villiger a partir de la 2,2-dimetilciclopentan-1-ona (101),
disponible comercialmente. La reaccién se llevd a cabo empleando como agente
oxidante acido trifluoroperacético, generado in situ a partir de perdxido de hidrégeno
y anhidrido 2,2,2-trifluoroacético (TFAA).?*! La lactona deseada 100 se obtuvo sin

complicaciones, aunque con rendimiento moderado (Esquema 3.57).

O
o H,0,
(e
éé TFAA
ta., 18 h
54%
101 100

Esquema 3.57. Preparacion de la lactona 100 por oxidacién de Baeyer—Villiger de la

cetona 101.

Posteriormente, se llevd a cabo la alquilacidn de Friedel-Crafts del compuesto 28
con el precursor del brazo espaciador recién preparado (100), con el propdsito de
introducir la nueva agrupacién de forma regioselectiva en la posicién C-2 del anillo de
tiofeno. Para ello, se emplearon las mismas condiciones de reaccidn que en la
preparacion del hapteno PPo, es decir, se efectud el proceso a temperatura ambiente
utilizando AICl; para activar al electréfilo.”*’ La reaccién entre el tiofeno 28 y la lactona
100 se produjo sin dificultad para proporcionar, después de la purificacién
cromatografica, el correspondiente producto de acilacion de Friedel-Crafts. No
obstante, y contrariamente a lo inicialmente esperado en base a las reacciones de SgAr
analogas efectuadas previamente para la preparacion de los haptenos PPa (Esquema
3.42) y PPm (Esquema 3.54), los datos espectroscépicos del producto formado
revelaron que la reaccion de acilacion no se produjo por la posiciéon C-2 del anillo de
tiofeno de 28, sino por la posicion C-5 del mismo, conduciendo por lo tanto al
compuesto de estructura 102 (Esquema 3.58). El dato espectroscépico mas relevante
gue permitiod asignar de manera inequivoca la estructura 102 al compuesto obtenido
fue la constante de acoplamiento entre los dos atomos de hidrégeno del anillo de
tiofeno en RMN-"H, cuyo valor fue de 1.5 Hz. Este valor corresponde al acoplamiento

escalar entre los atomos de hidrogeno H-2 y H-4, y es muy diferente a los valores
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usuales en torno a 5.5 Hz, propios del acoplamiento entre H-4 y H-5, observados para
dicha constante de acoplamiento en el resto de compuestos con anillos de tiofeno

2,3-disustituidos que se sintetizaron en este trabajo.

o = o]
COzH
e A A AICIy o = ’
N N + ) S

N= DCE \ N
CF3 ta,4h N=
73% desde 28 CF3
28 100 102

Esquema 3.58. Reaccién de Friedel-Crafts entre 28 y 100 para proporcionar el

compuesto 102.

El cambio de regioselectividad de esta reaccion de acilacion del anillo de tiofeno
con la lactona 100 respecto a la observada en las reacciones anteriores de SgAr
utilizando la cetona 29 o el anhidrido 97 como electrofilos, es decir, de C-2 a C-5, es
atribuible a la propia naturaleza del electréfilo utilizado en este caso. Teniendo en
cuenta que las condiciones empleadas en todos los casos son de control cinético, la
explicacion mas plausible a esta diferencia de comportamiento es el mayor
impedimento estérico en la reaccion con la lactona 100 debido a la presencia de los
dos grupos metilo, que ralentizarian la adicién inicial del electréfilo a la posiciéon C-2

respecto a la adiciéon a la posicién C-5.

A pesar de que la preparacién del compuesto 102 no era la inicialmente planeada,
una vez obtenido se decidid emplearlo como hapteno en lugar del compuesto 82
(hapteno PPd), renombrandolo consecuentemente como hapteno PPd’ (Figura 3.11).
Aunque légicamente este hapteno no permitiria lograr el objetivo para el que
inicialmente se habia disefiado el hapteno PPd, la introduccidon fortuita del brazo
espaciador en la posicion C-5 del anillo de tiofeno brindaba la posibilidad de investigar
la influencia de una mayor heterologia del hapteno, tanto en lo que respectaba a la
posicidon del brazo espaciador como al tamafio de su parte mds proximal al esqueleto

del analito.

En resumen, la preparacion del derivado funcionalizado de penthiopyrad
nombrado como PPd’ (102) se llevd a cabo a partir de acido 1-metil-3-(trifluorometil)-
1H-pirazol-4-carboxilico (22) a través de una secuencia sintética de 4 etapas con un

50% de rendimiento global.
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(hapteno PPd, (hapteno PPd’,
inicialmente disefiado) obtenido)

Figura 3.11. Comparacién de las estructuras moleculares del fungicida penthiopyrad
(16), el hapteno PPd originalmente disefiado (82) y el hapteno PPd’ finalmente
obtenido (102).

3.3. Preparacion de conjugados proteina—hapteno

Una vez obtenidos los derivados funcionalizados de fluopyram y penthiopyrad, el
siguiente paso en la preparacion de inmunorreactivos fue la conjugacién covalente de
los haptenos sintetizados a diversas proteinas transportadoras para obtener una
coleccién de conjugados proteina—hapteno, que servirian para la generacion de
anticuerpos y/o para efectuar los inmunoensayos. Entre las diferentes estrategias de
conjugacién descritas en la bibliograﬁa,108 y teniendo en cuenta tanto la
funcionalizacién introducida en el extremo del brazo espaciador de todos los haptenos
preparados como el requerimiento de medio acuoso para garantizar la estabilidad de
las proteinas, se escogidé el método del éster activo,** cuyo nombre se debe a la
transformacién de los haptenos en derivados de mayor reactividad previamente al

acoplamiento deseado.

3.3.1. Preparacion de ésteres activos

Todos los haptenos fueron disenados y sintetizados con un grupo carboxilato en el
extremo del brazo espaciador, de modo que su conjugacidn a las proteinas se haria
mediante la formacion de enlaces amida con los grupos e-amino de los residuos de
lisina de la proteina. Para poder llevar a cabo el acoplamiento fue necesaria la
activacién previa de dichos grupos carboxilato mediante derivatizacidn, pero de tal
modo que el producto resultante no afectase a la naturaleza de las proteinas durante
la reaccion de conjugacion, como si podria suceder si el proceso se efectuase a través

de los correspondientes cloruros de dacido. La estrategia empleada, descrita
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originalmente en 1982 y ampliamente utilizada en quimica de bioconjugados y de

péptidos, se conoce como método del éster activo.'*

La forma mas habitual de preparar un éster activo es el tratamiento del
componente carboxilico (el hapteno) con una carbodiimida, como por ejemplo la
N,N’-diciclohexilcarbodiimida (DCC) o el hidrocloruro de 1-etil-3-(3,3-dimetil-
aminopropil)carbodiimida (EDC-HCl), y un reactivo nucleofilico capaz de activar el
grupo carboxilo frente a otros nucledfilos y que determina el tipo de éster activo,
como son la N-hidroxisuccinimida (NHS) o el 1-hidroxibenzotriazol (HOBt). En estas
condiciones, la adicion nucleofilica del acido a la carbodiimida da lugar a una
O-acilisourea intermedia, que es atacada después por el reactivo nucleofilico,
formdandose el éster activo y liberandose una urea como subproducto. Una de las
reacciones mas frecuentes es la que utiliza la combinacion de DCC y NHS, con la que se
obtiene un éster activo de N-hidroxisuccinimidilo y N,N’-diciclohexilurea como
subproducto. También es muy habitual la utilizacién de EDC-HCI en lugar de DCC por
dar lugar a una urea soluble en agua.”?® Un ejemplo de reaccién de este tipo se

muestra mas adelante en el Esquema 3.65 (seccidn 3.6.1).

Las reacciones de conjugacion que hacen uso de esta estrategia se efectuan
habitualmente sin purificar previamente el éster activo, e incluso en ocasiones tienen
lugar mediante su generacién in situ en presencia de la proteina. Ambas opciones
permiten reducir el esfuerzo sintético, pero pueden implicar procesos secundarios no
deseados, como son la conjugaciéon de especies diferentes al hapteno, el
entrecruzamiento de varias moléculas de proteina, o la competicién entre los grupos
amino de la proteina y los grupos carboxilato del hapteno por reaccionar con la
carbodiimida. Ademas, este tipo de estrategia requiere preparar los conjugados de
inmunizacion y de ensayo mediante métodos de conjugacioén diferentes. En cambio, la
purificaciéon previa de los ésteres activos permite, ademdas de evitar todos los
problemas anteriores, la reduccién del gasto de hapteno, la mejora del rendimiento de
conjugacién, un mayor control de la densidad hapténica final del conjugado y la
utilizacién de un solo procedimiento para la obtencion de todos los conjugados, tanto
de inmunizacién como de ensayo. Por ello, para este trabajo se decidid purificar todos
los ésteres activos que se preparasen. En este sentido, la formacién de
N,N’-diciclohexilurea al emplear la combinacion DCC/NHS constituye un problema, ya
gue su eliminacion total suele ser complicada, mientras que la purificacion del éster

activo es mas sencilla cuando se emplea EDC-HCI/NHS en medio organico, puesto que
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la correspondiente urea puede eliminarse con facilidad mediante lavado con

disoluciones acuosas.

En 1979, Ogura y colaboradores describieron una metodologia que emplea
carbonato de N,N’-disuccinimidilo (DSC) y una base débil como trietilamina para
preparar ésteres activos de N-hidroxisuccinimidilo.*?® La ventaja mas relevante de esta
estrategia estriba en que los subproductos de esta reaccion son unicamente CO; y
NHS, ésta ultima soluble en agua y por tanto facilmente separable por extraccién
liguido—liquido en el procesado de la reaccion, lo cual posibilita una purificacién
sencilla del éster activo. El mecanismo de reaccién para este proceso se resume en el

Esquema 3.59.

Formacion del carbonato mixto:

Et3N H
Et3N H o (0]
(0] -Et3N (0]
- /*\o -N )J\ N + HO-N
R Q 0" O
(@) (0]
DSC Carbonato mixto NHS
Formacion del éster activo:
Et3N H
( Et3N H
(0] B -EtzN
)L NS+ O (;I\A )J\ )J\ \\':\> HO-N
R O (0) -CO,
Ester activo N

Esquema 3.59. Mecanismo de formacién de ésteres activos de N-hidroxisuccinimidilo a

partir de acidos carboxilicos empleando DSC vy trietilamina.

Con el objetivo de simplificar al maximo la purificacién de los haptenos activados,
su activacion se llevo a cabo siguiendo esta ultima metodologia. De este modo, las
reacciones se efectuaron en acetonitrilo en condiciones suaves, lo que dio lugar en
todos los casos a los correspondientes haptenos activados en tiempos de 1 a 4 h
(Esquema 3.60). El método empleado permitio la facil purificacion cromatografica de
los ésteres activos, que se obtuvieron con elevada pureza y con rendimientos
superiores al 80% en la mayoria de los casos, lo que facilité el control preciso de las
relaciones molares de hapteno enlazado a la proteina en los posteriores procesos de
conjugacién. Debido a su elevada pureza, todos los haptenos activados pudieron ser
caracterizados mediante RMN-'H, observandose en sus respectivos espectros la
aparicion de un singlete caracteristico en torno a 6 2.80 ppm asociado a los cuatro

nucleos homotdpicos procedentes de la NHS.
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0
f DSC 0
N.
HO Et;N, CHsCN o)
0°Cat.a. (0]
Hapteno Hapteno activado

Esquema 3.60. Preparacion de los ésteres de N-hidroxisuccinimidilo de los haptenos.

3.3.2. Conjugacion de haptenos activados a proteinas

A partir de los haptenos activados se prepararon diversos conjugados con
proteinas, con o sin actividad enzimatica. Por una parte, se obtuvieron conjugados
destinados a la generacién de anticuerpos. Por otra parte, se prepararon conjugados
gue se emplearian posteriormente en los inmunoensayos, en concreto un tipo de
conjugado para cada uno de los dos formatos de ELISA competitivo propuestos
(anticuerpo inmovilizado con deteccién directa y conjugado inmovilizado con
deteccion indirecta). La proteina empleada en cada caso se escogidé en base a la

finalidad del conjugado.

Un conjugado de inmunizacién ideal debe soportar una carga hapténica
suficientemente elevada para asegurar la exposicion del hapteno al sistema
inmunitario del animal pero no tanto como para dar lugar a anticuerpos de baja
afinidad, y simultdneamente debe presentar una buena solubilidad en medio acuoso.
Por ello, para la preparaciéon de conjugados de inmunizacién se escogid la
seroalbumina bovina (BSA), una proteina globular de aproximadamente 66 kDa de
cadena simple procedente del suero bovino. La estructura primaria de esta proteina
cuenta con un gran numero de aminodcidos de cadena lateral ionizable, destacando la
presencia de 40 residuos de aspartato, 59 residuos de glutamato y 59 residuos de
lisina, de modo que su punto isoeléctrico es de 5.1 (carga global negativa a pH neutro).
De los 59 grupos €-amino de los residuos de lisina, se estima que entre 30 y 35 son

accesibles para su derivatizacion.””****

De este modo, los ésteres activos de los haptenos FPa (103), FPb (104), PPa (105),
PPb (106) y PPm (107) se hicieron reaccionar con BSA para dar lugar a los
correspondientes conjugados BSA—hapteno (Esquema 3.61). La reaccion se efectud a
pH 9.6 para aumentar la proporcidon de grupos amino no protonados y elevar asi la

eficiencia de la conjugacion. En todos los casos se empleé una relacion molar
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hapteno/proteina (RM) inicial de 24:1 para lograr una carga hapténica adecuada,

teniendo en cuenta los requisitos anteriormente descritos.

(0] tampon
o carbonato
+ N,
o ta,2h
Proteina Hapteno activado Conjugado Proteina-Hapteno

(BSA, OVA o HRP)

Esquema 3.61. Preparacién de conjugados proteina—hapteno a partir de haptenos

activados como ésteres de N-hidroxisuccinimidilo.

En cuanto a los conjugados de ensayo para el formato indirecto (conjugados de
tapizado), es deseable que presenten caracteristicas similares de solubilidad a las del
conjugado de inmunizacidn, pero con una carga hapténica mas bien reducida para
evitar una unién excesiva de los anticuerpos al conjugado, que se traduciria en una
menor afinidad aparente de éstos por el analito, pero suficiente para obtener sefiales
elevadas con concentraciones moderadas de anticuerpo. Ademas, es importante que
la proteina sea distinta a la del conjugado de inmunizacién, de lo contrario los
anticuerpos podrian reconocer a la proteina en lugar del hapteno. Todos estos
requisitos llevaron a la seleccién de ovoalbumina (OVA) como proteina para la
obtencién de conjugados de tapizado. La OVA es una albdmina de aproximadamente
44.3 kDa de cadena simple con alta presencia en la clara de huevo de gallina, que
presenta un punto isoeléctrico de 4.63 (carga neta negativa a pH neutro) debido, como
en el caso de la BSA, al gran nimero de residuos de glutamato y aspartato en su
estructura primaria (33 y 14, respectivamente). Ademas, en lo que respecta a la

conjugacién, la cadena polipeptidica de OVA contiene 20 residuos de lisina.?23%%

La preparacion de conjugados de tapizado OVA-hapteno se efectud siguiendo la
misma metodologia utilizada para los conjugados de inmunizacion, partiendo para ello
de los mismos haptenos activados que en el caso anterior y también de los ésteres
activos de los haptenos FPha’ (108), FPhb (109), PPd’ (110) y PPo (111). Sin embargo,
en este caso la RM inicial fue de 8:1 con el fin de lograr una carga hapténica mas

reducida (Esquema 3.61).

Finalmente, se prepararon los conjugados que se emplearian en los ensayos en
formato directo, con funcion de trazadores enzimaticos. Como sucede en el formato

indirecto, es conveniente que el trazador posea una carga hapténica reducida para
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lograr un reconocimiento suficiente pero no excesivo del conjugado por parte de los
anticuerpos. Ademas, es esencial que la actividad enzimatica no se vea disminuida tras
la conjugacion. La enzima escogida para la preparacién de los trazadores enzimaticos
fue la peroxidasa de rabano picante (HRP), una glicoproteina de aproximadamente 44
kDa procedente de Armoracia rusticana que contiene 6 residuos de lisina, de los cuales

4 son accesibles.?%®

Esta enzima presenta una elevada actividad especifica, es muy
resistente y econdmica, y es utilizada habitualmente con la misma finalidad en otras
técnicas que hacen uso de anticuerpos, como inmunohistoquimica y Western Blot, por
su capacidad de catalizar la oxidacién con H,0, de ciertos sustratos para generar color

o luminiscencia.

De este modo, la preparacion de trazadores enzimaticos HRP—hapteno se llevd a
cabo con todos los haptenos sintetizados para fluopyram y penthiopyrad siguiendo la
metodologia descrita para los otros dos tipos de conjugados, pero utilizando en este

caso una RM inicial de 10:1 (Esquema 3.61).

100 - " | BSA
/ Wy ";‘ BSA-PPa
a ,/ \ A BSA-PPb
80 - ' [ !

A —— BSA-PPm

Intensidad relativa (%)

m/z (x10°)

Figura 3.12. Espectros de masas superpuestos de la proteina BSA y de los conjugados
BSA-PPa, BSA-PPb y BSA-PPm obtenidos mediante MALDI-TOF en un mismo
experimento. La conjugacidén puede apreciarse por el incremento del promedio de la

distribucién de valores de m/z respecto a la de la BSA.
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Una vez finalizados los acoplamientos, todos los conjugados preparados fueron
purificados mediante cromatografia de exclusion molecular. Posteriormente, se
cuantifico la densidad hapténica de los conjugados mediante espectrometria de masas
de desorcidn-ionizacién laser asistida por matriz con detector de tiempo de vuelo,
método mas conocido como MALDI-TOF, por sus siglas en inglés. Los valores se
calcularon a partir del peso molecular del hapteno y del incremento de peso del
conjugado respecto a la correspondiente proteina sin derivatizar usada como control
en la misma determinacion. Dicho incremento es claramente visible al superponer los
diferentes espectros, como se muestra a modo de ejemplo en la Figura 3.12 para
algunos conjugados derivados de haptenos de penthiopyrad. El procedimiento de
calculo se detalla en la seccidén 5.5.3, los espectros se pueden consultar en el Anexo |l,

y los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 3.1.

Tabla 3.1. Valores promedio de las relaciones molares
hapteno/proteina de conjugados preparados con haptenos de
fluopyram y penthiopyrad.?

Proteina de conjugacion®

Hapteno BSA HRP (0)V/.Y
FPa 16 (23) 1(5) 3.5 (17)
FPb 16.5 (16) 1.5 (6) 1.5 (11)
FPha’ b 1.5 4.5
FPhb . 1.5 4.5

PPa 19.5(19) 3 (4) 1(9)
PPb 15 (19) 3(5) 2 (20)
PPm 18 (18) 1(3) 4 (15)
PPd’ - 2(5) 8 (13)
PPo . 2.5 (5) 8 (10)

® Los valores se determinaron mediante MALDI-TOF. Entre paréntesis se
incluyen los valores determinados mediante espectroscopia UV/vis. ® No
se prepard conjugado para esta combinacién de proteina y hapteno.

Todos los conjugados presentaron densidades hapténicas coherentes con la
proporcién de hapteno afiadida inicialmente y con la cantidad de residuos de lisina
accesibles en cada proteina. Los conjugados BSA—hapteno presentaron valores de RM
en torno a 17, siendo por tanto valores adecuados para desempenar la funcién de
conjugados de inmunizacién. En cuanto a los conjugados HRP—hapteno, en ningun caso
presentaron mds de 3 moléculas de hapteno por molécula de enzima, y como se

discutira mds adelante, todos ellos mantuvieron la actividad enzimatica
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correctamente. Por ultimo, la mayoria de los conjugados OVA—hapteno presentaron
valores de RM inferiores a 5, siendo por tanto adecuados para los ensayos
competitivos. Segun se desprende de los resultados de MALDI-TOF, los conjugados
OVA-PPd’ y OVA-PPo incorporaron la mayor parte del hapteno utilizado inicialmente,
dando lugar asi a una carga hapténica algo superior a lo deseable. En cualquier caso,
todos los resultados indicaron que las conjugaciones se llevaron a cabo exitosamente

con valores éptimos de RM.

Adicionalmente, la carga de hapteno de la mayor parte de los conjugados fue
estimada mediante un método espectrofotométrico, haciendo uso de los espectros
UV/vis de haptenos, proteinas y conjugados. En este método, se asume que la
conjugaciéon no modifica significativamente los coeficientes de extincion de hapteno y
proteina, por lo que la absorbancia del conjugado proteina—hapteno a una longitud de
onda dada puede considerarse como la suma de las absorbancias de ambas especies
sin enlazar (ver Figura 3.13). Mediante esta aproximacion, y conociendo previamente
los coeficientes de extincion de los dos componentes, se puede plantear un sistema de
ecuaciones para obtener las concentraciones de proteina y hapteno en el conjugado, y
a partir de ellas el valor de RM. El procedimiento de calculo se detalla en la secciéon

5.5.3, y los resultados obtenidos se incluyen en la Tabla 3.1.
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Figura 3.13. Espectros de absorcion UV/vis superpuestos del hapteno PPm (linea
continua), la proteina OVA (linea punteada) y el conjugado OVA-PPm (linea
discontinua), en los que puede apreciarse la modificacién del espectro de la proteina
tras la conjugacion. Los espectros se han representado como variacion del coeficiente

de extincion molar con la longitud de onda para facilitar su comparacion.
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Los resultados obtenidos mediante el método espectrofotométrico para los
conjugados BSA-hapteno y la mayoria de conjugados HRP—hapteno fueron bastante
similares a los que proporciond MALDI-TOF. Sin embargo, los valores hallados para el
resto de los trazadores enzimaticos y para gran parte de los conjugados OVA-hapteno
discreparon significativamente de los valores determinados mediante espectrometria
de masas. Si se tiene en cuenta la proporcion inicial de hapteno en las reacciones de
conjugacién (8 equivalentes), ninguno de los valores estimados para los conjugados
basados en OVA tuvieron sentido fisico. Resultados de este tipo son habituales cuando
se emplea esta técnica, puesto que constituye un método aproximado y no se tiene la
certeza de que los coeficientes de extincidn no se vean afectados por la conjugacion,
ademas del hecho de que los haptenos presentaron muy baja o nula absorcién a las
longitudes de onda estudiadas (260 y 280 nm). En cualquier caso, el método
espectrofotométrico constituye una forma rapida de comprobar cualitativamente si la

conjugacién ha tenido o no lugar.

3.4. Generacion y evaluacion de anticuerpos policlonales

Con los conjugados BSA-hapteno preparados se abordd la generacion de
anticuerpos policlonales (pAbs) especificos para los fungicidas fluopyram vy
penthiopyrad mediante inmunizacion de conejos de laboratorio. Esta tarea se
considerd conveniente dado que, ademas de que su obtencidn es sencilla, constituyen
un reflejo directo de la respuesta inmunitaria del animal a un determinado
inmunogeno, lo que permite establecer una correlacion entre la estructura del
hapteno y las caracteristicas de los anticuerpos generados. En particular, para esta
Tesis Doctoral los pAbs se obtuvieron con el objetivo de estudiar la influencia de la
posicion del brazo espaciador de los haptenos de fluopyram y penthiopyrad en la

obtencion de anticuerpos de elevada afinidad y especificidad para dichas moléculas.

3.4.1. Generacion de anticuerpos policlonales

Dado que un pAb es un reactivo limitado vy dificil de reproducir, es conveniente
emplear un sistema animal que permita obtener una cantidad importante de suero, y
por tanto que posea una volemia elevada. Por ello, se escogio al conejo como sistema
animal, en particular los de raza New Zealand de pelo blanco, que se caracteriza por

producir elevadas respuestas a inmundgenos y anticuerpos de elevada afinidad hacia
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haptenos. Ademas, son animales déciles y faciles de manipular, y el coste de la

estabulacién es aceptable.

La inmunizacion de los conejos se llevd a cabo por inyeccién subcutdnea de los
conjugados BSA-hapteno a dosis fijas cada 3 semanas, administrando un total de 4
dosis a cada animal. Transcurridos diez dias desde la Ultima inmunizacién, los animales
fueron exsanguinados, recogiendo cerca de 100 mL de sangre de cada animal, y tras
separar el suero del codgulo por centrifugacion y posteriormente purificar
parcialmente las inmunoglobulinas presentes por fraccionamiento salino, se
obtuvieron los pAbs deseados. Del mismo modo, diez dias después de la tercera
inmunizacién se extrajeron muestras de 5-10 mL de sangre de cada animal y se
analizaron mediante ELISA competitivo para asegurar la correcta evolucidon de la

respuesta inmunitaria (resultados no mostrados).

Para la generacion de este tipo de anticuerpos se emplearon todos los conjugados
BSA—hapteno preparados, dos de fluopyram y tres de penthiopyrad, de modo que cada
uno fue inoculado en dos animales. Por tanto, se obtuvo un total de 4 pAbs para
fluopyram y 6 para penthiopyrad, enumerados en la Tabla 3.2. Cada anticuerpo fue
nombrado de acuerdo con el hapteno del conjugado empleado como inmundgeno,

seguido de una cifra para diferenciarlos asignada arbitrariamente (#1 o #2).

Tabla 3.2. Anticuerpos policlonales para fluopyram
y penthiopyrad obtenidos tras la inmunizacién de
conejos con conjugados BSA—hapteno.

Inmunégeno Anticuerpos obtenidos

BSA-FPa FPa#1, FPa#2
BSA-FPb FPb#1, FPb#2
BSA-PPa PPa#l, PPa#2
BSA-PPb PPb#1, PPb#2
BSA-PPm PPm#1, PPm#2

3.4.2. Evaluacion de la afinidad de los anticuerpos policlonales

La estimacion de la afinidad de los pAbs generados hacia sus respectivos analitos,
es decir, la tendencia a la formacién de complejos anticuerpo/analito, se evalud
mediante ensayos de tipo ELISA competitivo en dos formatos distintos. Por una parte,
se efectuaron ensayos en formato de anticuerpo inmovilizado con deteccién directa,

en los que el reconocimiento del analito se produjo sobre la superficie del soporte
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solido recubierta por el anticuerpo, y el conjugado de competicion del ensayo
incorpord la marca enzimatica. Por otra parte, se efectuaron ensayos en formato de
conjugado inmovilizado con deteccion indirecta, en los que la interaccidon
anticuerpo/analito tuvo lugar en disolucidon y la marca enzimatica se introdujo por
adicion de un anticuerpo secundario, capaz de reconocer el anticuerpo especifico
retenido en la superficie del pocillo tras la etapa de competicidén. La afinidad de los
anticuerpos por el analito en ambos casos se estimé como el valor de ICsq, que
corresponde a la concentracidn de analito que reduce a la mitad la sefial maxima del
ensayo (Amsx) mediante la  inhibicion de la formacién del complejo

anticuerpo/conjugado.

Dado que las reacciones en equilibrio de reconocimiento molecular con
anticuerpos se caracterizan generalmente por constantes de asociacion muy elevadas,
la determinacion de la afinidad debe llevarse a cabo con concentraciones pequefias de
anticuerpo, conjugado y analito. En un principio no se conocen los valores idoneos, por
lo que es habitual llevar a cabo una optimizacidon inicial de las concentraciones de
anticuerpo y analito mediante ensayos de titulacion sin analito y después evaluar la
afinidad frente al analito en las condiciones optimizadas. Para aunar ambos pasos en
un solo ensayo, se llevaron a cabo ELISA competitivos bidimensionales, en los que se
varié simultdneamente la concentracidon de anticuerpo y de conjugado, y para cada
combinacidn de inmunorreactivos se determiné la ICso empleando una curva estandar
completa de analito. Ademas, los ensayos se llevaron a cabo empleando conjugados
tanto homodlogos (derivados del mismo hapteno que se habia empleado en la
inmunizacion) como heterdlogos (derivados de un hapteno diferente), lo que permitié
en el primer caso establecer correlaciones entre la respuesta inmunitaria y las
estructuras de los haptenos, y en el segundo caso estudiar los grupos funcionales
inmunodeterminantes en la interaccidn anticuerpo/conjugado y sobretodo propiciar el

aumento de la sensibilidad de los inmunoensayos.

3.4.2.1. Formato de anticuerpo inmovilizado con deteccion directa

Los ensayos se llevaron a cabo en microplacas de poliestireno de 96 pocillos (8x12),
empleando diluciones 1/3-10%, 1/10% y 1/3-10* de pAb para el recubrimiento inicial de
las superficies de los pocillos y concentraciones de trazador enzimatico de 10, 30, 100
y 300 ng/mL para la competicién con el analito. Las 12 combinaciones resultantes se

situaron en cada una de las 12 columnas de la placa, y en todas ellas se ensayd una
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curva estandar de analito compuesta por 7 patrones (preparados por dilucidn en serie
del primer patrén a 10 uM con un factor de dilucién de 10) y un blanco. Entre las 12
curvas obtenidas para cada par anticuerpo/conjugado, se escogid aquella con el menor
valor de ICsg y cuyo valor de Ansx fuese superior a 0.8 y lo mas cercano posible a la

unidad.

De este modo, en primer lugar se llevd a cabo la caracterizacion de los pAbs
generados para fluopyram frente a los trazadores enzimaticos basados en los cuatro
haptenos preparados (HRP—FPa, HRP—-FPb, HRP—FPha’ y HRP—FPhb). Las condiciones
Optimas de inmunorreactivos y los valores de ICso obtenidos para cada par

anticuerpo/trazador se muestran en la Tabla 3.3.

Tabla 3.3. Caracterizacién de los anticuerpos policlonales obtenidos para fluopyram mediante
ELISA competitivo bidimensional en formato directo con conjugados homdlogos y
heterélogos.?

Trazador enzimatico

HRP-FPa HRP-FPb HRP-FPha’ HRP-FPhb
RF

.\/\)\(icl O CF, FaC i \’ cl O CF3 .V\/m (0] FsC [ \, @ (0]
Lathe T . e Roak N .
H H H

H

pAb  [pAb]° [HRP]° ICs," [pAb] [HRP] ICs, [pAb] [HRP] ICs, [pAb] [HRP] ICso

FPa#l 10 100 6.53 3 300 - 3 300 - 3 300 -
FPa#2 10 30 3.62 3 300 - 3 300 1.77 3 300 -
FPb#1 3 300 - 10 30 5.67 3 300 - 10 100  1.69
FPb#2 3 300 - 10 10 6.10 3 300 - 10 30 1.59

® Los valores de ICs, son la media de tres determinaciones independientes. Los valores de Anix
estuvieron entre 0.8 y 1.5. Las combinaciones homodlogas se han resaltado en negrita. ® Factor de
dilucién del anticuerpo x107. € Concentracién de conjugado de HRP expresada en ng/mL. ¢ Valores
expresados en nM.  No se obtuvo sefial.

El primer resultado destacable es que todos los anticuerpos generados fueron
capaces de reconocer al menos su conjugado homdlogo, y por tanto que los dos
inmundgenos utilizados fueron capaces de inducir respuesta inmunitaria. Para los
cuatro pAbs, los titulos obtenidos (dilucién éptima de los anticuerpos) fueron iguales
en este caso. Ademas, los valores de ICso de los anticuerpos preparados con el mismo
inmundgeno fueron similares, lo que indica que la respuesta inmunitaria fue
reproducible. Todos los valores de ICso observados se situaron en el rango nanomolar
de unidades, lo que refleja una elevada afinidad hacia fluopyram. Por otra parte, al
comparar la ICso de los anticuerpos obtenidos con inmundgenos distintos no se

observd una diferencia significativa en la afinidad, a pesar de que en teoria cada uno
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de ellos expuso la estructura del fungicida desde una orientacién opuesta a la del otro
(Figura 3.2, seccion 3.1.1). Estos resultados sugieren que ambos inmundgenos serian
en principio igualmente idéneos para inducir una buena respuesta inmunitaria y
obtener anticuerpos de elevada afinidad hacia fluopyram. Las posiciones del brazo
espaciador escogidas en el diseiio de los haptenos (en posicién para respecto al mayor
sustituyente de cada anillo) parecen ser equivalentes para una molécula como
fluopyram, cuyos determinantes antigénicos mads importantes (dos agrupaciones
aromaticas: un grupo carbamoilfenilo y un anillo de cloropiridina) estan situados en los

extremos de un puente de etileno.

En cuanto al uso de conjugados heterdlogos, éstos no fueron generalmente
reconocidos por los pAbs generados, como es habitual en este formato de ensayo. Los
anticuerpos derivados del hapteno FPa no reconocieron los haptenos con el brazo
espaciador en posicion opuesta (FPb y FPhb), y tan solo uno de ellos (combinacion
FPa#2/HRP—-FPha’) reconocié el hapteno heterélogo con posicion homdéloga del
espaciador. Sin embargo, fue necesario utilizar elevadas concentraciones de
inmunorreactivos (dilucién 1/3-10° de anticuerpo y 300 ng/mL de trazador), lo que
refleja un reconocimiento limitado del conjugado. Teniendo en cuenta la estructura
del hapteno FPha’ (72, Esquema 3.29), con el grupo trifluorometilo del anillo
homoaromatico (anillo b) en una posicion distinta a la de fluopyram (1), estos
resultados indican que la posicién de dicho grupo es esencial para el reconocimiento
del fungicida, en coherencia con el principio de Landsteiner. Ademas, la eliminacién de
los atomos de fluor en la posicion de anclaje del brazo espaciador altera la densidad
electronica del anillo de piridina (anillo a), lo que también podria contribuir a la falta

de reconocimiento.

Como era de esperar, los anticuerpos derivados del hapteno FPb tampoco
reconocieron los trazadores con posicidon heterdloga del brazo espaciador del hapteno
(FPa y FPha’). En cambio, ambos anticuerpos si fueron capaces de reconocer
eficazmente el conjugado heterdlogo con posicién homdloga del brazo espaciador
(HRP—FPhb), siendo posible mantener la dilucion de anticuerpo a cambio de
incrementar ligeramente las concentraciones de trazador respecto a los ensayos
homodlogos. Es decir, la eliminacién del grupo trifluorometilo del anillo b (Figura 3.2,
seccién 3.1.1) redujo ligeramente la afinidad de estos anticuerpos hacia el trazador,

probablemente a causa de la modificacién en la densidad electrénica de dicho anillo
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gue supone la eliminacidn del grupo trifluorometilo. Este resultado evidencia de nuevo

la importancia de este grupo funcional en el reconocimiento molecular.

En todos los casos en los que hubo reconocimiento de trazadores heterélogos fue
posible lograr una mejora de la sensibilidad de los ensayos homodlogos. Asi, la
sensibilidad observada con el pAb FPa#2 se duplicd cuando se utilizd el conjugado
heterdlogo HRP—FPha’, mientras que el aumento de sensibilidad fue de 3 a 4 veces en
el caso de los pAbs FPb#1 y FPb#2 frente al trazador HRP—FPhb. De este modo, el
ensayo mas sensible para fluopyram resulté de combinar el pAb FPb#2 diluido 10
veces y el trazador HRP—-FPhb a 30 ng/mL, y se caracterizd por un valor de 1Cso de 1.59

nM.

Tabla 3.4. Caracterizacién de los anticuerpos policlonales obtenidos para penthiopyrad
mediante ELISA competitivo bidimensional en formato directo con conjugados homélogos y
heterélogos.?

Trazador enzimatico

HRP-PPa HRP-PPb HRP-PPm HRP-PPd’ HRP-PPo

B Ty W

[HRP]°  1Cs° [HRP] 1Cso [HRP] 1Cs [HRP] ICso

PPa#1 10 4.39 300 . 100" 1.44 300 - 300 -
PPa#?2 10 4.73 3000 1.22 100" 1.01 300 - 300 -
PPb#1 1007 13.79 1000 5.00 300 . 300 - 300 -
PPb#2 100" 6.74 307 2.55 300 - 300 - 3000 834
PPmi#1 10 2.39 100  0.83 30 137 300 - 300 -
PPM#2 10 1.97 30 044 30 133 300 - 100 1.06

® Los valores de ICs, son la media de tres determinaciones independientes. Los valores de Ams
estuvieron entre 0.8 y 1.5. Las combinaciones homdlogas se han resaltado en negrita. ® Salvo que se
indique otro valor, en el tapizado se empled un factor de dilucidn de anticuerpo de 10, € Concentracion
de conjugado de HRP expresada en ng/mL. 4 Valores expresados en nM. ° No se obtuvo sefial. fse
emple6 un factor de dilucién de anticuerpo de 3-10°.

De igual modo, se caracterizaron los pAbs generados para penthiopyrad mediante
ELISA competitivo bidimensional frente a los cinco trazadores preparados (HRP-PPa,
HRP-PPb, HRP—PPm, HRP—PPd’ y HRP—PPo). Los resultados, que se muestran en la
Tabla 3.4, indican que los inmundgenos basados en los haptenos PPa, PPb y PPm
cumplieron el propdsito de generar anticuerpos de elevada afinidad para
penthiopyrad, observdandose un buen reconocimiento del conjugado homdlogo en

todos ellos (titulos de 10* para los anticuerpos de tipos PPa y PPm y de 3.10° para los
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de tipo PPb) y excelentes valores de ICs para la interacciéon con el fungicida, inferiores
a 5 nM. De nuevo, la variabilidad entre animales inmunizados con el mismo
inmundgeno fue minima, observandose Unicamente una cierta disparidad entre los
dos conejos inmunizados con el conjugado BSA—PPb. En cuanto a la relacion de la
respuesta inmunitaria con la estructura del hapteno inmunizante, se observé una
afinidad mayor en los anticuerpos derivados del hapteno PPm. Esta observaciéon puede
explicarse teniendo en cuenta la mayor similitud estructural de este hapteno con
penthiopyrad (Figura 3.8, seccién 3.2.1), ya que el fragmento 4-metilpentan-2-ilo del
fungicida hace las veces de brazo espaciador en el hapteno, lo que indica que la parte
del brazo espaciador mas cercana al anillo de tiofeno es importante en la interaccion

con estos anticuerpos.

En cuanto al uso de conjugados heterdlogos, todos los anticuerpos fueron capaces
de reconocer al menos un conjugado heterdlogo. Ningun anticuerpo respondié al
trazador HRP—PPd’, que presentaba heterologia de posicidon del brazo espaciador y
heterologia de posicidn de los sustituyentes metilo de |la cadena alifatica caracteristica
de penthiopyrad (Figura 3.11, seccidon 3.2.5). Probablemente esta ausencia de
reconocimiento se debe a que la conformacion del hapteno PPd’ debe de ser distinta a
la de los haptenos inmunizantes debido a la posicion del brazo espaciador sobre el
anillo de tiofeno. Por su parte, el trazador HRP—PPo unicamente fue reconocido por los
pAbs PPb#2 y PPm#2, siendo necesario aumentar la concentracién de uno de los
inmunorreactivos. En este caso el hapteno presenta una densidad electrénica en el
anillo de tiofeno claramente diferente a la de los tres haptenos inmunizantes. Por otro
lado, todos los pAbs reconocieron el conjugado HRP-PPa, incluso los anticuerpos de
tipos PPb y PPm, cuyos haptenos homalogos presentan el brazo espaciador en posicion
opuesta, y casi todos reconocieron el trazador HRP—PPb. Del mismo modo, el trazador
HRP—PPm fue reconocido por los pAbs de tipo PPa, si bien a costa de incrementar diez
veces la concentracion de trazador y tres veces la concentracion de anticuerpo
respecto a los ensayos homadlogos. Estos resultados parecen indicar que la localizacién
del brazo espaciador en una posicién opuesta con respecto a la homdloga es un
impedimento menor para el reconocimiento que si la posicion es homdloga o
heterdloga proximal pero con alteraciones adicionales causadas por el espaciador,

como cambios en la conformacion o en la densidad electrdnica.

Por otro lado, los anticuerpos derivados del hapteno PPm aparentemente

reconocen al menos la parte del brazo espaciador mas cercana al anillo de tiofeno, de
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modo que la eliminacién de la ramificacion de la cadena en el hapteno PPb propiciaria
un reconocimiento posible pero menos intenso del conjugado HRP—PPb. Siguiendo
este mismo razonamiento, la ausencia de reconocimiento del trazador HRP—PPm por
parte de los anticuerpos derivados del hapteno PPb se explicaria por la existencia de
ramificacién en el brazo espaciador del hapteno PPm, de manera que la cavidad de los
anticuerpos no estaria preparada para albergar los grupos metilo adicionales,

inexistentes durante la inmunizacion con el hapteno PPb.

Con los anticuerpos derivados del hapteno PPa se observd una mejora de la
sensibilidad del ensayo de entre 3 y 5 veces utilizando el trazador HRP—PPm. Sin
embargo, el uso de conjugados heterdlogos no permitié mejorar la sensibilidad de los
inmunoensayos con anticuerpos obtenidos por inmunizacién con el conjugado
BSA—PPb. Finalmente, los ensayos mas sensibles, con valores de ICso excelentes de
orden subnanomolar, se obtuvieron con los anticuerpos de tipo PPm en combinacion
con el trazador HRP-PPb, indicando la importancia de la cadena alifatica para el
reconocimiento de penthiopyrad. En definitiva, el ensayo mas sensible para
penthiopyrad resulté de combinar el pAb PPm#2 diluido 3-10% veces y el trazador

HRP—PPb a 30 ng/mL, con el que se obtuvo un excelente valor de ICsq de 0.44 nM.

En la Tabla 3.5 se muestran los diferentes parametros de los mejores ensayos
obtenidos para todos los pAbs generados para los dos fungicidas de estudio. Las
concentraciones de inmunorreactivos se fijaron para obtener valores de A €n torno
a la unidad. Con la excepcion del anticuerpo FPa#l, todos los inmunoensayos
seleccionados mostraron excelentes valores de ICsq inferiores a 5 nM, y en algunos
casos incluso por debajo de 1 nM. En la Tabla 3.5 se indican también los valores de la
pendiente de la curva en el punto de inflexion (ver Figura 1.17, seccién 1.4.1.1).
Considerando la finalidad de la curva estandar en los inmunoensayos, en la practica se
suele considerar éptimo un valor de pendiente préoximo a la unidad, de modo que sea
lo suficientemente elevada como para facilitar determinaciones precisas pero no tanto
como para dar lugar a un rango de trabajo demasiado estrecho. En los inmunoensayos
seleccionados, la mayoria de las pendientes se situaron entre -0.6 y -0.8, valores
tipicos para pAbs que reflejaron su respuesta promediada frente al analito. No
obstante, la pendiente fue algo superior en los ensayos con anticuerpos derivados de
los haptenos PPa y PPm, y en especial en el inmunoensayo mas sensible para

penthiopyrad, con un valor de -1.31.
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Tabla 3.5. Concentraciones dptimas de inmunorreactivos y parametros de las curvas de

los mejores ensayos en formato directo obtenidas con cada anticuerpo policlonal de

fluopyram y penthiopyrad.?

Parametros de la curva®

Trazador

pAb [pAb]° enzimatico [HRP]® Anix Pendiente® 1C5o (NM)

FPa#l 10 HRP-FPa 100 0.99+0.11 -0.62+0.06 6.53+1.80
FPa#2 10 HRP-FPa 30 0.87+0.13 -0.78+0.04 3.62+0.31
FPb#1 10 HRP-FPhb 100 0.82+0.08 -0.79+£0.05 1.69%+0.30
FPb#2 10 HRP-FPhb 30 1.01+0.11 -0.68+0.02 1.59*0.02
PPa#1 3 HRP—PPm 100 0.89+0.23 -1.06x0.21 1.44+0.26
PPa#2 3 HRP-PPm 100 1.03+0.17 -1.07+£0.30 1.01+0.32
PPb#1 3 HRP—PPb 100 1.02+0.35 -0.72+0.06 5.00+1.13
PPb#2 3 HRP—-PPb 30 1.02+0.34 -0.76+0.03 2.55%+0.09
PPm#l 10 HRP-PPb 100 0.89+£0.04 -0.92+0.11 0.83+0.09
PPm#2 10 HRP-PPb 30 0.92+0.18 -1.31+0.46 0.44*0.17

% En negrita se ha resaltado el ensayo mas sensible para cada fungicida. ® Los valores se expresan
como media y desviacion estdndar de tres determinaciones independientes. Los valores de
absorbancia minima (An,) fueron siempre inferiores a 0.05. © Factor de dilucién del anticuerpo
x107°. ¢ Concentracién de conjugado de HRP expresada en ng/mL. ¢ Pendiente de la curva en el
punto de inflexion.

3.4.2.2. Formato de conjugado inmovilizado con deteccion indirecta

En este formato de ensayo, efectuado igualmente en microplacas de poliestireno
de 96 pocillos, se ensayaron concentraciones de conjugado OVA-—hapteno de 100 y
1000 ng/mL para el recubrimiento de los pocillos y diluciones 1/10° 1/3-10°, 1/10%
1/3-10*, 1/10° y 1/3-10° de pAb para la competicién con el analito. Esto dio lugar
igualmente a 12 combinaciones de concentraciones de inmunorreactivos para evaluar
la afinidad de los anticuerpos frente a sus respectivos analitos, lo cual se llevd a cabo
del mismo modo que en el formato directo. En primer lugar, se evalud la afinidad de
los pAbs para fluopyram frente a los cuatro conjugados de tapizado preparados
(OVA-FPa, OVA-FPb, OVA-FPha’ y OVA-FPhb), obteniéndose los resultados recogidos
en la Tabla 3.6.

Al igual que sucedié en el formato directo, todos los anticuerpos generados fueron
capaces de reconocer el conjugado homadlogo con elevados titulos y de dar lugar a
ensayos con valores de ICsq en el rango nanomolar, indicando de nuevo la idoneidad
de los haptenos utilizados. Sin embargo, en este formato se aprecid una mayor

sensibilidad en los ensayos homadlogos con anticuerpos derivados del hapteno FPb,
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reflejada en valores de ICsq de 2 a 6 veces menores respecto a los ensayos homaélogos
con anticuerpos generados a partir del conjugado BSA-FPa. Ademas, estos ultimos
anticuerpos mostraron una cierta disparidad en el reconocimiento del fungicida, como
ya se observo en el formato directo, cosa que no sucedié con los anticuerpos derivados

del hapteno FPb.

Tabla 3.6. Caracterizacién de los anticuerpos policlonales obtenidos para fluopyram mediante
ELISA competitivo bidimensional en formato indirecto con conjugados homdlogos y
heterélogos.?

Conjugado de tapizado

OVA-FPa OVA-FPb OVA-FPha’ OVA-FPhb
RF

F3C Cl Cl F3C Cl
~-Cl 0 CF ) i N O CF3 .\/\/m fo) ) i N [o)
H H H

H

pAb  [pAb° [OVAI ICy° [pAb] [OVA] ICy, [pAb] [OVA] ICs, [pAb] [OVA] ICs

FPa#1 30 100 26.03 3 1000 42.85 3 100 4.30 1 1000 -
FPa#2 30 100 11.96 1 100 4.59 3 100 5.63 1 1000 -
FPb#1 1 100 10.28 30 100 4.55 3 100 1.72 10 100 1.04

FPb#2 3 100 11.61 10 100 4.06 3 1000  n.if 30 100 4.23

® Los valores de ICs, son la media de tres determinaciones independientes. Los valores de Ams
estuvieron entre 0.8 y 1.5. Las combinaciones homdlogas se han resaltado en negrita. ® Factor de
dilucion del anticuerpo x10~. © Concentracién de conjugado de OVA expresada en ng/mL. 4 Valores
expresados en nM. © No se obtuvo sefial. "No se observé reduccién de la sefial en presencia de analito.
Una diferencia significativa respecto a los resultados obtenidos en el formato
directo fue el reconocimiento de conjugados heterdlogos en casi todas las
combinaciones, como es usual en este formato de ensayo. Asi, los anticuerpos
derivados del hapteno FPa reconocieron al conjugado OVA-FPb, con el brazo
espaciador en posicién opuesta al del homdlogo, mientras que no reconocieron el
conjugado OVA-FPhb, que ademds carecia del grupo trifluorometilo del anillo
homoaromatico. Por otra parte, y en contraste con lo sucedido en el formato directo,
estos mismos anticuerpos si reconocieron al conjugado OVA-FPha’, con el brazo
espaciador en posicion homéloga pero sin grupo difluoruro geminal y con el grupo
trifluorometilo en posicion diferente a la de fluopyram, aunque a cambio de emplear
diluciones menores de los anticuerpos. Estos resultados refuerzan la idea de que tanto
la posicién de dicho grupo funcional como la variacion en la densidad electrénica del
anillo de piridina son claves en el reconocimiento de haptenos de fluopyram por parte

de estos anticuerpos.
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En cuanto a los pAbs derivados del hapteno FPb, ambos fueron capaces de
reconocer todos los conjugados de tapizado disponibles, incluido el del hapteno con
heterologia multiple (OVA-FPha’). En la gran mayoria de casos fue necesario
incrementar la concentracion de pAb para lograr una sefial maxima similar,
especialmente para el reconocimiento de los conjugados con el brazo espaciador en
posicion opuesta a la homdloga (OVA-FPa y OVA—FPha) por parte del pAb FPb#1. No
obstante, para la interaccidon del pAb FPb#2 con el conjugado OVA-FPhb, con el
espaciador en posicion homdloga, fue posible emplear una menor concentracién de

anticuerpo, lo que sugiere una mayor afinidad de éste hacia el conjugado heterdlogo.

7

La combinacién de los pAbs de tipo FPa con el conjugado heterélogo OVA-FPha
permitid mejorar considerablemente la sensibilidad de los ensayos homdlogos,
alcanzandose en ambos casos valores de ICsg en torno a 5 nM. En cambio, cuando se
utilizé el conjugado heterdlogo OVA-FPb, la sensibilidad se duplicé para el pAb FPa#2,
mientras que esta situacion no se produjo en el caso del pAb FPa#l. Esta diferencia
incremento la disparidad entre ambos pAbs citada anteriormente para los respectivos
ensayos con conjugado homoélogo. Por su parte, con el pAb FPb#1 se observd un
aumento de sensibilidad cuando se emplearon los conjugados heterélogos OVA—-FPha’
y OVA—FPhb, en cualquier caso menos acusado que el observado en el formato directo
al reemplazar el trazador homadlogo por el trazador heterélogo HRP—FPhb. Todos estos
resultados indican una cierta ventaja del hapteno FPb para desarrollar ensayos de
elevada sensibilidad hacia fluopyram. El ensayo mas sensible para fluopyram obtenido

en formato directo fue el conformado por el conjugado OVA-FPhb a 100 ng/mL y el

anticuerpo FPb#1 diluido 10" veces, con un valor de ICsy de 1.04 nM.

Una vez evaluada la afinidad de los pAbs para fluopyram, se repitié el proceso con
los pAbs para penthiopyrad. Los ensayos se llevaron a cabo frente a los conjugados de
tapizado preparados a partir de los cinco haptenos sintetizados (OVA-PPa, OVA-PPb,
OVA-PPm, OVA-PPd’ y OVA—PPo0), y los resultados obtenidos se recogen en la Tabla
3.7.

Tal y como sucedid en el formato directo, todos los anticuerpos dieron lugar a
ensayos con buen reconocimiento del conjugado homodlogo y muy buena sensibilidad,
con valores de ICso de orden nanomolar, indicando por tanto una elevada afinidad de
los anticuerpos hacia penthiopyrad. En cuanto a la variabilidad segun el animal
inmunizado, sélo se observé una cierta diferencia entre las respuestas de los

anticuerpos PPmi#l y PPm#2, no observada en el formato directo. En este formato de
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ensayo se observd una mayor sensibilidad en los ensayos homdlogos con los
anticuerpos generados a partir de los haptenos PPa y PPm. Los ensayos homélogos con
anticuerpos derivados del hapteno PPb fueron mucho menos sensibles. Este resultado
posiblemente refleja la menor similitud del hapteno PPb con respecto a penthiopyrad,
ya que el brazo espaciador del primero es lineal, mientras que el fragmento alifatico

del fungicida contiene ramificaciones (Figura 3.11, seccién 3.2.5).

Tabla 3.7. Caracterizacién de los anticuerpos policlonales obtenidos para penthiopyrad
mediante ELISA competitivo bidimensional en formato indirecto con conjugados homélogos y
heterélogos.?

Conjugado de tapizadob

OVA-PPa OVA-PPb OVA-PPm OVA-PPd’ OVA-PPo

PPa#1l 100 3.25 30 3.29 30 8.73 3¢ 5.92 30° 1.20
PPa#2 100 2.23 30 1.83 30 5.92 10° 1.31 10° 1.14
PPb#1 3 6.05 30 22.37 10 17.89 30°¢ 6.28 10 13.65
PPb#2 10 9.27 100 24.48 30 11.99 10 3.17 30 9.31
PPm#1 30 1.85 100 1.81 100 6.68 10° 1.47 10 2.23
PPm#2 100 0.53 100 0.64 100 1.69 30°¢ 0.62 30 0.49

? Los valores de IC5, son la media de tres determinaciones independientes. Los valores de A;, estuvieron
entre 0.8 y 1.5. Las combinaciones homdlogas se han resaltado en negrita. ® salvo que se indique otro
valor, en el tapizado se empled una concentracién de conjugado de OVA de 100 ng/mL. © Factor de
dilucion del anticuerpo x107. ¢ Valores expresados en nM. ¢ Se empled una concentracién de conjugado
de OVA de 1000 ng/mL.

En contraste con lo sucedido en el formato directo, y en sintonia con lo observado
para el fungicida fluopyram, todos los pAbs fueron capaces de reconocer a los cinco
conjugados de tapizado empleados, lo que puso de manifiesto la menor restriccién del
formato indirecto de cara al reconocimiento de conjugados heterdlogos. En este
sentido, el resultado mas destacable fue el reconocimiento del conjugado OVA-PPo y
sobretodo el del conjugado OVA-PPd’, aunque fue necesario en todos los casos

emplear una menor dilucién de anticuerpo o bien una mayor concentracion de

conjugado de tapizado.

En gran parte de los casos fue posible mejorar la sensibilidad de los ensayos
homdlogos mediante heterologia. Asi, en el caso de los pAbs generados a partir del

hapteno PPa, fue posible alcanzar valores de ICsg préximos a 1 nM cuando se utilizé el
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conjugado heterdlogo OVA-PPo. Por su parte, la sensibilidad de los ensayos con
anticuerpos derivados del hapteno PPb en combinacidn con cualquiera de los
conjugados heterdlogos indujo un aumento de sensibilidad, destacando la mejora de
entre 3 y 8 veces observada con el conjugado heterdlogo OVA-PPd’. No obstante, el
uso de conjugados heterdlogos fue de especial interés en los ensayos con anticuerpos
derivados del hapteno PPm, ya que todos ellos indujeron un aumento de sensibilidad
respecto a los ensayos con el conjugado homdlogo. El caso mds remarcable es el del
anticuerpo PPm#2, que ya habia mostrado un buen comportamiento en los ensayos en
formato directo. En el formato indirecto, el excelente valor de ICsg de 1.69 nM
obtenido en el ensayo homodlogo fue mejorado con todos los conjugados heterdlogos
para dar ensayos con sensibilidades de orden subnanomolar. Estos resultados
reflejaron de nuevo la idoneidad del hapteno PPm para la generacién de anticuerpos
de elevada afinidad hacia penthiopyrad. De este modo, el ensayo mas sensible para
este fungicida en formato indirecto se obtuvo con el conjugado heterélogo OVA—-PPo a
100 ng/mL y el pAb PPm#2 diluido 3-10* veces, lo que proporciond un valor de ICsg de
0.49 nM.

Tabla 3.8. Concentraciones dptimas de inmunorreactivos y parametros de las curvas de
los mejores ensayos en formato indirecto obtenidas con cada anticuerpo policlonal de
fluopyram y penthiopyrad.®

Pardmetros de la curva®

Conjugado

pAb [PAb]° detapizado [OVA]° Anmix Pendiente® 1C50 (nM)

FPa#1 3 OVA-FPha’ 100 0.93+0.26 -0.76+0.05 4.30+0.81
FPa#2 1 OVA-FPb 100 0.99+0.28 -0.91+0.07 4.59+0.83
FPb#1 10 OVA-FPhb 100 0.83+0.23 -0.88+0.11 1.04+0.19
FPb#2 10 OVA-FPb 100 0.91+£0.25 -0.68+0.04 4.06+0.52
PPa#l 30 OVA-PPo 1000 0.97+0.24 -1.06+0.08 1.20+0.25
PPa#2 10 OVA-PPo 1000 1.40+0.44 -1.22+0.20 1.14+0.12
PPb#1 3 OVA-PPa 100 1.30+0.03 -0.83+0.04 6.05+1.06
PPb#2 10 OVA-PPd’ 100 0.93+0.11 -0.70£0.07 3.17+1.11
PPm#1l 10 OVA-PPd’ 1000 0.88+0.13 -094+0.18 1.47%0.39
PPm#2 30 OVA-PPo 100 0.88+0.24 -1.24%+0.12 0.49+0.08

® En negrita se ha resaltado el ensayo mas sensible para cada fungicida. ® Los valores se expresan
como media y desviacion estandar de tres determinaciones independientes. Los valores de A.in
fueron siempre inferiores a 0.05. © Factor de dilucién del anticuerpo x107. ¢ Concentracién de
conjugado de OVA expresada en ng/mL. € Pendiente de la curva en el punto de inflexién.
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En la Tabla 3.8 se recopilan las caracteristicas mas importantes de los mejores
inmunoensayos en formato indirecto obtenidos con cada uno de los pAbs generados
para fluopyram y penthiopyrad, incluyendo los valores promedio de las curvas
estdndar obtenidas en cada caso. Todos los inmunoensayos seleccionados mostraron
sensibilidades excelentes hacia sus correspondientes analitos, reflejadas en los valores
de ICso de escala nanomolar o incluso subnanomolar obtenidos. La mayoria de las
pendientes obtenidas se situaron en el intervalo habitual, observandose valores algo
superiores a lo normal en los ensayos seleccionados para los anticuerpos PPa#2 y
PPm#2. El valor de pendiente mas alto, 1.24, fue nuevamente el del ensayo mas
sensible para penthiopyrad, situacién que también se observé en el formato directo.
Por ultimo, destaca que los conjugados OVA—-FPha’, OVA-PPd’ y OVA—PPo dieron lugar
a algunos de los ensayos mas sensibles del formato indirecto, en contraste con la
ausencia de reconocimiento de los correspondientes trazadores enzimaticos en el

formato directo.

La comparacion global de resultados en ambos formatos y para ambos fungicidas
permite concluir que fue posible generar una coleccién de pAbs de elevada afinidad
hacia los fungicidas fluopyram y penthiopyrad, siendo posible desarrollar
inmunoensayos con excelentes sensibilidades, de orden nanomolar o incluso
subnanomolar. Por otra parte, el formato directo resultd ser mas restrictivo en cuanto
al reconocimiento de conjugados heterdlogos que el formato indirecto, pero a cambio
dio lugar a inmunoensayos de mayor sensibilidad. Probablemente, uno de los factores
que puede influir en estas diferencias de comportamiento es la diferente forma de
interaccionar el anticuerpo y el analito en cada formato, puesto que en formato
directo el reconocimiento tiene lugar en fase heterogénea y en formato indirecto dicha
interaccidon tiene lugar en disolucién. Finalmente, los dos haptenos de fluopyram
usados para la obtencion de anticuerpos (FPa y FPb) proporcionaron resultados
semejantes, mientras que de los tres de penthiopyrad empleados con este fin (PPg,

PPby PPm), PPb dio lugar claramente a anticuerpos de menor afinidad.

3.4.3. Estudio de la especificidad de los anticuerpos policlonales

A la hora de llevar a cabo un inmunoensayo, y desde un punto de vista analitico, el
reconocimiento no deseado de compuestos diferentes al analito por parte de los
anticuerpos constituye una interferencia potencial en el ensayo y por tanto una fuente

de errores en la cuantificacién del analito. Por ello, es necesario asegurar que el
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anticuerpo reconoce exclusivamente la molécula de interés, incluso en presencia de
compuestos estructuralmente semejantes. De este modo, una vez evaluada la afinidad
de los pAbs generados frente a los fungicidas de estudio, se procedié a determinar la
capacidad de dichos anticuerpos de reconocer exclusivamente a sus respectivos

analitos, es decir, su especificidad.

Una forma de estimar cuantitativamente el grado de reconocimiento de un
anticuerpo hacia un compuesto distinto al analito especifico consiste en llevar a cabo
un inmunoensayo competitivo frente al analito y otro frente al compuesto de estudio
en las mismas condiciones para obtener los correspondientes valores de ICsg, y
después calcular el cociente entre el valor del analito y el valor del compuesto a
evaluar. Este cociente, usualmente expresado como porcentaje, se denomina
reactividad cruzada relativa al analito (RC), y su valor es tanto mas alto cuanto mayor
es el reconocimiento del compuesto estudiado por parte del anticuerpo, siendo un 0%

el valor minimo correspondiente a un reconocimiento nulo de dicho compuesto.

El primer paso para la evaluacion de la especificidad fue la seleccion de un
conjunto de compuestos potencialmente reconocibles por los anticuerpos. Por una
parte, se considerd la naturaleza y origen de las futuras muestras a las que se podrian
aplicar los inmunoensayos. Teniendo en cuenta el mas que probable origen agricola de
las muestras, seria razonable hallar en ellas residuos de plaguicidas pertenecientes a
otras familias, ya que es frecuente someter los cultivos a tratamientos combinados, ya
sea aplicando fumigaciones sucesivas con diferentes principios activos o empleando
formulados con mas de un principio activo. Por otra parte, los fungicidas pueden ser
degradados en el medio ambiente o metabolizados por el organismo receptor para dar
lugar a compuestos de estructura similar, que pueden estar igualmente presentes en
las muestras analizadas. Por todo ello, se consideré conveniente evaluar la
especificidad de los anticuerpos frente a un total de 12 fungicidas, pertenecientes
tanto a la misma familia como a otros grupos de principios activos, y se hizo especial
hincapié en incluir compuestos con motivos estructurales similares a los existentes en
fluopyram y penthiopyrad. Del mismo modo, se estudid el grado de reconocimiento de
los anticuerpos de fluopyram frente al metabolito fluopyram-benzamida o M25 (2,

21,24

Esquema 1.1, seccion 1.1.1.2). Las estructuras de todos los compuestos ensayados

se recogen en la Figura 3.14.

Una vez escogidos los compuestos a estudiar, se evalué el grado de

reconocimiento de los anticuerpos mediante ELISA competitivo indirecto con el

» 142 «



Resultados y Discusién

conjugado OVA-hapteno homadlogo, empleando para ello las condiciones de ensayo
optimizadas en cada caso (concentracién de conjugado y dilucion de anticuerpo). Se
ensayaron en la misma placa una curva estdndar de analito (fluopyram o
penthiopyrad, segun el anticuerpo empleado) y una curva estandar del compuesto a
evaluar, con el fin de hallar en el mismo experimento los valores de ICsg para cada uno
de los dos compuestos. Con ellos, se obtuvieron los respectivos valores de RC segln se

ha descrito anteriormente, los cuales se recopilan en la Tabla 3.9.

Inhibidores de la succinato deshidrogenasa

Fluopyram Fluxapyroxad Penthiopyrad Boscalid
(FP) (FX) (PP) (BL)
Metabolitos Anilidas Anilinopirimidinas
O CFs 0 OoH NN NN
N N
. N Y
2 H Cl N~ N~
Cl
FP-Benzamida Fenhexamid Cyprodinil Pyrimethanil
(M25) (FH) (CD) (PM)

N7 N
|
; ‘o)\/ko

Estrobilurinas

o Dhey t

CN X OMe
MeO,C MeO,C MeO,C~ OMe
Azoxystrobin Trifloxystrobin Pyraclostrobin
(AZ) (TF) (PY)
Fenilpirroles Triazoles Otros fungicidas
c FsCCl Cl
HNTS o) AN J_ N
= o oY N
DF N o ¢
Fludioxonil Tebuconazole Fluopicolide
(FD) (TE) (FC)

Figura 3.14. Estructuras quimicas de los diferentes fungicidas y metabolitos empleados

en los ensayos de especificidad, agrupados segun familias estructurales de principios

activos.

» 143 «




Resultados y Discusién

Los pAbs de fluopyram resultaron ser altamente especificos hacia el fungicida
frente a la bateria de compuestos estudiados. Unicamente los anticuerpos derivados
del hapteno FPa mostraron un ligero reconocimiento del fungicida fluopicolide (FC),
claramente atribuible a la presencia del anillo de piridina con idéntica sustitucion en
ambos fungicidas. Curiosamente, los anticuerpos de tipo FPb (hapteno con el brazo
espaciador en posicion distal respecto al anillo de piridina) no mostraron
reconocimiento alguno de fluopicolide. No obstante, los valores de RC de los
anticuerpos de tipo FPa no alcanzaron el 0.05%, por lo que el grado de reconocimiento
fue practicamente despreciable. El metabolito M25 tampoco fue reconocido por
ninguno de los anticuerpos de fluopyram, a pesar de compartir ambos compuestos la

estructura del anillo homoaromatico.

Tabla 3.9. Reactividad cruzada de los anticuerpos policlonales de fluopyram (FP) vy
penthiopyrad (PP).

Reactividad cruzada (%)°

pAb FP PP FX M25 FC BL FH CD PM FD AZ TF

-
m

FPa#1 100 0° O 0 004 O 0 0 - 0 0 0 - 0
FPa#2 100 0 0 003 O 0 0 - 0 0 0 - 0
FPb#1 100 0 0 0 0 0 0 - 0 0 0 - 0
FPb#2 100 0 0 0 0 0 0 - 0 0 0 - 0
PPa#l 0 100 O - 0 0 0 0 0 0 0 - 0 0
PPa#2 0 100 O - 0 0 0 0 0 0 0 - 0 0
PPb#1 0 100 0.23 - 0 0 0 0 0 0 0 - 0 0
PPb#2 0 100 0.26 - 0 0 0 0 0 0 0 - 0 0
PPm#1 0 100 O - 0 0 0 0 0 0 0 - 0 0
PPm#2 0 100 O - 0 0 0 0 0 0 0 - 0 0

® Los valores corresponden a la media de tres determinaciones independientes. Las abreviaturas de los
compuestos ensayados son las que aparecen en la Figura 3.14. ® No se observé reduccién de la sefial a
una concentracién de 10° nM o bien la reactividad cruzada fue inferior a 0.01%. © Ensayo no realizado.
Por su parte, los anticuerpos generados para penthiopyrad mostraron igualmente
una elevada especificidad hacia su analito, ya que ninguno de ellos reconocié
significativamente ninguno de los compuestos estudiados. Sin embargo, con los
anticuerpos de tipo PPb se observd un cierto reconocimiento del fungicida
fluxapyroxad (FX), también perteneciente al grupo de los inhibidores de la succinato
deshidrogenasa. Este resultado no fue de extrafiar, ya que ambos contienen un anillo
de pirazol con un sustituyente fluorado muy similar y un esqueleto formado por dos

anillos aromaticos unidos a través de un enlace amida. Afortunadamente, el grado de
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reconocimiento fue relativamente bajo, con valores de RC inferiores al 0.3%. En un
principio resulta sorprendente que los anticuerpos obtenidos con el conjugado BSA—
PPb reconozcan ligeramente fluxapyroxad y que no lo hagan los de tipo PPm. No
obstante, esto se debe al menor valor de ICsg hacia penthiopyrad de estos ultimos

anticuerpos.

3.5. Generacion y evaluacion de anticuerpos monoclonales

3.5.1. Generacion, cuantificacion e isotipacion de anticuerpos

La obtencidon de anticuerpos monoclonales (mAbs) pasa por la generacién de
hibridomas a partir de los linfocitos B del bazo de un animal inmunizado. Desde un
punto de vista practico, para esta finalidad es conveniente emplear sistemas animales
de pequefio tamano, ya que por lo general permiten la generacién de una cantidad
suficiente pero no excesiva de hibridomas de interés, que posteriormente pueden
cultivarse tanto como se considere necesario. Por ello, se decidié obtener mAbs a

partir de ratones blancos BALB/c.

La generacion de mAbs es un proceso que requiere una mayor inversion de tiempo
y dinero que la obtencién de pAbs, ya que se hacen necesarias una serie de etapas de
cultivo y seleccién de lineas celulares posteriores a la inmunizacién. Por ello, es
importante una seleccién previa de los inmundgenos con mayor probabilidad de
generar una buena respuesta inmunitaria, para lo que pueden servir los resultados
obtenidos en la caracterizacién de policlonales generados a partir de los mismos
inmundgenos. De este modo, de cara a la obtencién de mAbs para penthiopyrad sélo
se emplearon los conjugados BSA—PPa y BSA—PPm, descartando para este fin BSA—PPb,
ya que los pAbs generados a partir de los dos primeros dieron lugar a los ensayos mas
sensibles en los dos formatos de ELISA competitivo estudiados. En cuanto a fluopyram,
las inmunizaciones se llevaron a cabo con los dos conjugados BSA-hapteno
preparados. Cada inmundgeno fue inoculado en cuatro ratones, es decir, se inmunizé

un total de 16 animales.

Los ratones fueron inmunizados recibiendo dosis fijas de los conjugados
BSA—hapteno mediante inyeccion intraperitoneal cada 3 semanas hasta alcanzar un
total de 4 inoculaciones. Diez dias después de la tercera inmunizacidén se extrajeron

muestras de sangre y se analizaron mediante ELISA competitivo para verificar que la
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inmunizacion se estaba produciendo adecuadamente (resultados no incluidos). Pocos
dias después de la ultima inmunizacién, los animales fueron sacrificados y se
extrajeron los linfocitos B de sus bazos, que fueron fusionados con células de mieloma
mezclandolos en proporcion linfocito/mieloma 4:1 en presencia de polietilenglicol
(PEG1500) como agente fusionante. Ello dio lugar a un conjunto de clones de
hibridomas, con capacidad simultanea de producir anticuerpos y de replicarse
indefinidamente. Los hibridomas generados fueron sometidos varios dias después de
la fusidn celular a un proceso de cribado, basado en el analisis de los sobrenadantes de
cultivo mediante ELISA competitivo en formato indirecto con conjugado homalogo,
para seleccionar aquellos que producian anticuerpos de elevada afinidad hacia los

fungicidas de interés.

La seleccion de hibridomas se llevd a cabo en dos etapas de cribado. En la primera,
se determind simultdneamente qué pocillos contenian anticuerpos capaces de
reconocer al conjugado de tapizado, siendo por tanto positivos, y de entre los positivos
cuales mostraban ademas interaccién con el analito, es decir, cudles eran también

competitivos (ELISA diferencial).**®

Una vez identificados los sobrenadantes positivos y
competitivos, éstos se reevaluaron en una segunda etapa mediante ELISA competitivo
bidimensional indirecto a dos concentraciones del conjugado de tapizado (10 y 100
ng/mL), ensayando en cada una 4 diluciones de sobrenadante frente a un blanco y dos
patrones de analito (10 y 100 nM). Esta segunda etapa permiti6 obtener mas
informacién sobre la afinidad de los anticuerpos preseleccionados hacia sus
respectivos analitos, y permitid llevar a cabo la seleccidén definitiva de los hibridomas
productores de los mejores anticuerpos. Los resultados obtenidos en las diversas

fusiones realizadas se recogen en la Tabla 3.10.

Todas las fusiones celulares dieron lugar con éxito a la generacidn de hibridomas,
siendo el proceso especialmente eficiente cuando se utilizaron los bazos de los ratones
inmunizados con el inmundgeno BSA-PPa. En cuanto a la induccion de respuesta
inmunitaria, con los cuatro conjugados fue posible generar hibridomas con resultado
positivo, y por tanto generadores de anticuerpos con capacidad de reconocer al
conjugado de tapizado homodlogo. En algunos de ellos se observd ademas un
comportamiento competitivo reflejado en la reduccion de sefial en presencia de
analito, de modo que la proporcion de pocillos con resultado competitivo respecto al
total de pocillos cultivados estuvo siempre en el intervalo 0.1-2%. Tras la reevaluacion

de los pocillos con resultado positivo y competitivo, se selecciond un total de 24
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hibridomas generadores de anticuerpos de elevada afinidad hacia los fungicidas de
estudio. De ellos, 5 procedieron de ratones inmunizados con el conjugado BSA-FPa y
otros 5 se obtuvieron a partir del conjugado BSA-FPb, todos ellos secretores de
anticuerpos con gran capacidad de reconocer fluopyram. Por otra parte, la
inmunizacién con los conjugados BSA—PPa y BSA—PPm dio lugar a la seleccién de 8 y 6
hibridomas, respectivamente, productores de anticuerpos altamente afines a

penthiopyrad.

Tabla 3.10. Fusiones celulares realizadas a partir de ratones inmunizados con conjugados BSA—
hapteno y resumen de los resultados obtenidos.

Resultados (nimero de pocillos)

Fusion  Eficiencia Hibridomas
Inmundégeno n2 fusién (%)° Cultivados Positivos® Competitivos* aislados®
BSA-FPa 1 64 1056 28 7 2
2 50 1056 7 6 1
3¢ 65 1824 58 15 2
BSA-FPb 1 68 1056 20 5
83 1440 152 26 2
3¢ 36 1824 10 6
BSA-PPa 1 98 1152 14 2 1
2 94 1632 52 21
3¢ 90 2016 178 23 2
BSA-PPm 1 69 1440 4 4 2
2 76 1248 187 13 0
3 77 960 3 1 0
4 68 1440 75 11 4

® Porcentaje de pocillos que presentaron al menos un clon claramente visible al microscopio 10-12 dias
después de la fusion celular. ® Numero de pocillos que proporcionaron una sefal superior a 0.5 en
ausencia de analito obtenida mediante ELISA competitivo. © Nimero de pocillos en los que la presencia
de analito indujo una reduccién de la sefial igual o superior al 80% respecto al correspondiente pocillo
sin analito obtenida mediante ELISA competitivo. ¢ Ndmero de hibridomas productores de anticuerpos
de elevada afinidad hacia su analito seleccionados entre todos los presentes en los pocillos con
resultado competitivo. ® La fusién se llevé a cabo mezclando los linfocitos de los bazos de dos ratones
inmunizados de igual forma.

La presencia de anticuerpos de interés en el sobrenadante de un pocillo de cultivo
no implica que éste contenga un solo tipo de hibridomas. De hecho, suele haber una
mezcla de dos o mas lineas celulares de hibridomas productores o no de anticuerpos

de interés. Por ello, cada hibridoma seleccionado fue clonado mediante el método de

la dilucién limite (ver seccion 1.3.3.3) hasta aislar una sola linea celular. Para asegurar
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la monoclonalidad del hibridoma, el proceso de clonaje se llevd a cabo dos veces. A
continuacion, los hibridomas clonados se estabilizaron y se expandieron, y los mAbs se
purificaron a partir de los sobrenadantes de cultivo mediante precipitacidén salina y
cromatografia de afinidad. Una vez purificados, la concentracidon de inmunoglobulina
se cuantificé de forma espectrofotométrica y se determind su isotipo mediante ELISA

haciendo uso de anticuerpos especificos. Los resultados se recogen en la Tabla 3.11.

Tabla 3.11. Anticuerpos monoclonales para fluopyram y penthiopyrad obtenidos a partir de

los hibridomas aislados y tipos de cadenas pesadas (H) y ligeras (L) que los componen.

Inmunégeno Anticuerpo [mAb]® Cantidad (mg) CadenaH Cadenal Isotipo
BSA—FPa FPa#11 104 10.4 V2b K 18G2b(k)
FPa#12 41 4.1 Vi A 1gG;(A)
FPa#21 66 6.6 Vi K 18Ga(x)
FPa#31 71 7.1 Vs K 18G2a(K)
FPa#37 48 4.8 Vi K 18G4 (k)
BSA—FPb FPb#12 38 5.8 V2b K 18G2b(K)
FPb#220 65 9.7 V1 K 1g8G4(K)
FPb#223 72 10.7 Vi A 1gG;(A)
FPb#32 45 5.9 Vaa K 1gGaa(K)
FPb#36 38 5.0 V1 K 1gG4(K)
BSA-PPa PPa#12 32 3.2 Vi K 1gGi (k)
PPa#21 64 6.4 Vi K 18Ga()
PPa#27 60 6.0 Vb K 18G2b(K)
PPa#28 54 5.4 Vi K 18Ga(x)
PPa#210 50 5.0 A K 1gG4(K)
PPa#216 39 3.9 V1 K 1g8G4(K)
PPa#311 30 3.0 Ya2a K 12G,a(K)
PPa#323 65 6.5 Vaa A 18G4 (M)
BSA-PPm PPm#i11 38 5.6 V1 K 1g8G4(K)
PPm#13 55 8.3 Vi K 18Ga(x)
PPm#43 28 2.8 Vaa K 18G,,(K)
PPm#47 26 2.6 Vaa K 18G,,(K)
PPm#410 51 5.1 Vab K 18Gab(K)
PPm#412 68 6.8 V1 K 1g8G4(K)

® Concentracién de anticuerpo monoclonal en el sobrenadante de cultivo expresada en pg/mL,
calculada a partir de la concentracién y el volumen de la disolucién de anticuerpo purificado y del
volumen de sobrenadante.
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La mayoria de los hibridomas tuvieron una productividad estandar, reflejada en
valores de concentracién de anticuerpo en el sobrenadante de cultivo entre 35 y 65
pug/mL, o lo que es lo mismo, hibridomas capaces de producir de 3.5 a 6.5 mg de
inmunoglobulina por cada 100 mL de cultivo. El hibridoma secretor del mAb FPa#11
destacé por presentar aproximadamente el doble de productividad de lo habitual,
mientras que este parametro fue ligeramente inferior a lo normal para los hibridomas
que dieron lugar a los anticuerpos PPm#43 y PPm#47. No obstante, con los cultivos
celulares realizados fue posible obtener al menos 2 mg de todos los anticuerpos
monoclonales deseados, cantidad mas que suficiente para poder llevar a cabo su

posterior caracterizacion.

En cuanto al isotipo de los anticuerpos generados, todos ellos fueron
inmunoglobulinas de tipo G, en mas de la mitad de los casos del subtipo y; y el resto
repartido entre los subtipos y2a Y Y2b. POr su parte, casi la totalidad de las cadenas
ligeras fueron de tipo Kk, observdndose el tipo A sélo en los anticuerpos FPa#12,
FPb#223 y PPa#323. De este modo, el isotipo mayoritario fue 1gG; con cadena ligera k,
si bien hubo un nimero importante de inmunoglobulinas de los isotipos 1gG,, e 1g8Gap

con cadena ligera k, con 5 y 4 casos respectivamente.

3.5.2. Evaluacidn de la afinidad de los anticuerpos monoclonales

Al igual que se hizo con los policlonales, la afinidad de los mAbs hacia sus
respectivos analitos se evalud mediante ELISA competitivo bidimensional en dos
formatos (anticuerpo inmovilizado con deteccidn directa y conjugado inmovilizado con
deteccion indirecta) frente a conjugados de ensayo homdlogos y heterdlogos,
empleando microplacas de poliestireno de 96 pocillos. La afinidad se evalué de nuevo
en base a los valores de ICso y para cada pareja anticuerpo/conjugado se determinaron
las condiciones O&ptimas siguiendo el mismo criterio que en la evaluacidon de
anticuerpos policlonales. Sin embargo, y aunque se buscaron correlaciones entre los
resultados y la estructura de los haptenos de inmunizacion, el propdsito de este
estudio con mAbs se enfocd principalmente a la busqueda de condiciones para el
desarrollo de inmunoensayos de elevada sensibilidad y no tanto a la evaluacion de la
respuesta inmunitaria, como si se hizo con policlonales. El motivo de este distinto
enfoque se debe a que la seleccion de hibridomas en el proceso de generacidn de los

mAbs implica un sesgo de la respuesta promedio del sistema inmunitario del animal,
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llegando al final del proceso sélo aquellos con mayor afinidad por el analito y siendo

descartados otros con menor afinidad.

3.5.2.1. Formato de anticuerpo inmovilizado con deteccion directa

En este formato de ensayo, se emplearon concentraciones de mAb de 300 y 1000
ng/mL para el recubrimiento inicial de las superficies, mientras que la competicién se
efectud con concentraciones de trazador enzimatico de 1, 3, 10, 30, 100 y 300 ng/mL.
Cada una de las 12 combinaciones resultantes se enfrentd a una curva estandar de
analito de 7 patrones (preparados por dilucién en serie del primer patrén a 10 uM con
un factor de diluciéon de 10) y un blanco, y la informaciéon obtenida de todas ellas
permitid establecer las condiciones de ensayo para lograr la mayor sensibilidad,
relacionada con la afinidad del anticuerpo hacia el analito. De este modo, en primer
lugar se evaluaron los mAbs generados para fluopyram, obteniéndose los resultados

recogidos en la Tabla 3.12.

Tabla 3.12. Caracterizacién de los anticuerpos monoclonales obtenidos para fluopyram
mediante ELISA competitivo bidimensional en formato directo con conjugados homélogos y
heterélogos.?

Trazador enzimatico

HRP-FPa HRP-FPb HRP-FPha’ HRP-FPhb
F

H

F
.\/\)\(ﬂOCF;; Fsc‘\Cl 0 CFs .\/\/\(\j\CLO Fsc‘\CI o

mAb [mAb]° [HRP]° ICs," [mAb] [HRP] IC;, [mAb] [HRP] ICs, [mAb] [HRP]
FPa#11 1000 300 - 1000 300 - 1000 300 - 1000 300 -
FPo#12 1000 300 2.86 1000 300 - 1000 30 3.84 1000 300 -
FPa#21 1000 300 - 1000 300 - 1000 300 - 1000 300 -
FPa#31 1000 300 - 1000 300 - 1000 300 - 1000 300 -
FPa#37 1000 300 - 1000 300 - 1000 300 - 1000 300 -
FPb#12 1000 300 - 1000 30 075 1000 300 - 1000 300 -
FPb#220 1000 300 - 300 10 242 1000 300 - 1000 30 2.83
FPb#223 1000 300 - 300 30 590 1000 300 - 300 100 1.54
FPb#32 1000 300 - 1000 30 9.67 1000 300 - 1000 300 4.68
FPb#36 1000 300 - 1000 30 317 1000 300 - 1000 300 -

® Los valores de ICs, son la media de tres determinaciones independientes. Los valores de Anix
estuvieron entre 0.8 y 1.5. Las combinaciones homoélogas se han resaltado en negrita. ® Concentracién
de anticuerpo expresada en ng/mL. © Concentracién de conjugado de HRP expresada en ng/mL. Valores
expresados en nM.  No se obtuvo sefial.

En este formato de ensayo, la mayoria de anticuerpos derivados del hapteno FPa

fueron incapaces de reconocer ningln trazador, ni tan siquiera el homdlogo. Este
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resultado sugiere que dichos anticuerpos son altamente susceptibles a
desnaturalizarse tras la adsorcidn pasiva a la superficie de los pocillos. En cambio, el
anticuerpo FPa#12 reconocio débilmente al conjugado homdlogo y en mayor medida
al conjugado heterélogo HRP-FPha’ (con homologia en la posicién del brazo
espaciador), dando lugar a ensayos de una sensibilidad igualmente elevada. En lo que
respecta a los anticuerpos derivados del hapteno FPb, todos ellos reconocieron al
trazador homdlogo de forma eficaz, a la vista de los reducidos valores de las
concentraciones 6ptimas de inmunorreactivos, y dieron lugar a ensayos de muy buena
sensibilidad, reflejada en los valores de ICsg de orden nanomolar o incluso inferior. Este
fue el caso del mAb FPb#12 a 1000 ng/mL ensayado frente al trazador homdlogo a 30
ng/mL, con un excelente valor de ICso de 0.75 nM e indicativo de una elevada afinidad
del anticuerpo hacia fluopyram. Este fue claramente el inmunoensayo mas sensible
desarrollado en este formato con anticuerpos monoclonales para fluopyram. Ademas,
los anticuerpos FPb#220, FPb#223 y FPb#32 también reconocieron al conjugado
heterdlogo HRP—FPhb (con homologia en la posicién del brazo espaciador), y en el caso
de los dos ultimos fue posible mejorar la sensibilidad respecto a los ensayos
homdlogos a cambio de emplear una mayor concentracion de trazador enzimatico.
Estas tendencias en el reconocimiento de conjugados homadlogos y heterdlogos son
similares a las observadas con pAbs (seccién 3.4.2.1), y ponen de manifiesto
nuevamente la importancia de la posicion del brazo espaciador en el proceso de
reconocimiento molecular. Del mismo modo, la mayor limitacién en la respuesta a
conjugados heterdlogos con mAbs respecto a lo observado con policlonales podria
estar relacionada con el hecho de que los primeros sélo reconocen un epitopo,
mientras que los segundos pueden reconocer varios debido a que estan formados por

una mezcla de inmunoglobulinas con diferentes afinidades y especificidades.

La evaluacién de la afinidad de los mAbs generados para penthiopyrad arrojé los
resultados que se muestran en la Tabla 3.13. La gran mayoria de anticuerpos de esta
familia reconocieron a sus respectivos trazadores homdlogos con mayor o menor
afinidad, siendo ésta especialmente elevada en el caso del anticuerpo PPa#311, con el
gue se obtuvo sefial incluso empleando 10 ng/mL de trazador en pocillos tapizados a
300 ng/mL de mAb. Las Unicas excepciones a este comportamiento fueron los
anticuerpos PPa#21 y PPm#412, ya que ninguno de ellos reconocié el conjugado
homoélogo. De hecho, este ultimo anticuerpo no reconocid ninguno de los trazadores

ensayados, mientras que el anticuerpo PPa#21 sélo reconocié débilmente al trazador
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heterdlogo HRP-PPb, dando lugar a un ensayo de sensibilidad moderada hacia
penthiopyrad. Esto indica de nuevo una cierta tendencia de ambos mAbs a
desnaturalizarse en el proceso de adsorcidon pasiva previo a la realizaciéon del
inmunoensayo. Por otra parte, la concentracién de trazador homdlogo necesaria para
lograr una sefal maxima adecuada fue generalmente inferior para anticuerpos de la
familia PPa, indicando que éstos reconocieron en mayor medida al trazador homdlogo

que los anticuerpos derivados del hapteno PPm.

Tabla 3.13. Caracterizacion de los anticuerpos monoclonales obtenidos para penthiopyrad
mediante ELISA competitivo bidimensional en formato directo con conjugados homélogos y
heterélogos.?

Trazador enzimatico

HRP-PPa HRP-PPb HRP-PPm HRP-PPd’ HRP-PPo

© = o = 0O = o — 0O —
s Nﬁs/k \NYN\S NSNS NSNS NN S
N _H N _H N=(_H 'LYH N=C__H
CF3 CF3 CFy CF, CF; O

LN IC50d [HRP] 1Cs [HRP] ICs [HRP] 1Cso [HRP] 1Cso

PPa#12 10 4.07 300 - 300 - 300 - 300 -
PPa#21 300 - 100 15.76 300 - 300 - 300 -
PPa#27 10 58.76 300 - 300 - 300 - 300 -
PPa#28 30 2.62 100 2.56 300 - 300 - 300 -
PPa#210 100 5.38 300 - 300 - 300 - 300 -
PPa#216 100 3.24 300 - 300 - 300 - 300 -
PPa#311 10 5.61' 300 - 300 - 300 - 300 -
PPa#323 10 1.16 300 - 300 - 300 - 300 -
PPm#11 300 - 30 0.78 300 0.64 300 - 300 -
PPm#13 300 - 300 2.27 100 2.29 300 - 300 -
PPm#43 300 - 100 0.61" 300 0.57' 300 1.32 10 1.77
PPm#47 300 - 30 0.74 30 1.17 300 - 300 0.78
PPm#410 300 - 100 0.46 100 0.32 300 - 300 -
PPm#412 300 - 300 - 300 - 300 - 300 -

® Los valores de ICs, son la media de tres determinaciones independientes. Los valores de Ams
estuvieron entre 0.8 y 1.5. Las combinaciones homélogas se han resaltado en negrita. ® Salvo que se
indique otro valor, en el tapizado se empled una concentracién de anticuerpo de 1000 ng/mL. ©
Concentracion de conjugado de HRP expresada en ng/mL. 4 Valores expresados en nM. © No se obtuvo
sefial. "En el tapizado se empled una concentracion de anticuerpo de 300 ng/mL.

En cuanto al reconocimiento de penthiopyrad en ensayos con conjugado
homdlogo, el mAb PPa#27 mostré una afinidad moderada hacia el fungicida, mientras
que ésta fue elevada o muy elevada en el resto de los casos, caracteristica reflejada en
valores de ICsq inferiores a 10 nM o incluso a 1 nM. Asi, sin necesidad de emplear

conjugados heterdlogos, los ensayos con los anticuerpos PPm#11, PPm#43 y PPm#410
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frente al trazador HRP-PPm presentaron una extraordinaria sensibilidad hacia
penthiopyrad. Esta tendencia, ya intuida en la caracterizacién de anticuerpos
policlonales (seccion 3.4.2.1), pone de manifiesto la mayor idoneidad del hapteno PPm
para la obtencion de anticuerpos de muy elevada afinidad hacia penthiopyrad,

probablemente debido a la gran similitud estructural que guarda con el fungicida.

Respecto al reconocimiento de conjugados heterdlogos, ninguno de los mAbs
derivados del hapteno PPa reconocid al trazador HRP—PPm, al igual que sucedid con
los mAbs de tipo PPm hacia el trazador HRP—PPa. Por su parte, el conjugado HRP—PPb
(con brazo espaciador lineal) proporcioné sefial con todos los mAbs de la familia PPm
(con espaciador ramificado en posicion homdloga) excepto con PPm#412, e incluso
con alguno de los anticuerpos derivados de PPa (con espaciador en el anillo opuesto al
homodlogo). Mientras que en el caso del mAb PPm#13 fue necesario incrementar la
concentracion de trazador, ésta pudo mantenerse igual a la del ensayo homélogo con
los mAbs PPm#47 y PPm#410. En cambio, con los anticuerpos PPm#11 y PPm#43 se
observé un resultado atipico, ya que se obtuvo una sefial maxima similar empleando
una menor concentracion de trazador. Esto sugiere que dichos mAbs reconocen

ligeramente mejor el conjugado heterélogo HRP—PPb que el homdlogo.

En sintonia con los resultados observados con pAbs (seccion 3.4.2.1), el trazador
HRP—PPd’ practicamente no fue reconocido, probablemente debido a los cambios
conformacionales que induce el cambio de posicion del brazo espaciador y su diferente
ramificacion. Por ultimo, el conjugado HRP—PPo Unicamente mostré interaccion con los
anticuerpos PPm#43 y PPm#47, siendo la unidn relativamente intensa con el primero,
ya que se obtuvo sefial empleando 10 ng/mL de conjugado, mientras que con el
segundo fue necesario incrementar la concentracién de trazador respecto al ensayo

homoélogo para lograr una sefial maxima similar.

El uso de conjugados heterdlogos permitié en algunos casos una mejora adicional
de la sensibilidad respecto a los ensayos homologos. Asi, el anticuerpo PPm#47 dio
lugar a ensayos con valores de ICso inferiores a 1 nM al enfrentarse a los conjugados
heterdlogos HRP—PPb y HRP—PPo. Sin embargo, ninguna combinacion dio lugar a un
ensayo mas sensible hacia penthiopyrad que el resultante de utilizar el mAb PPm#410
a 1000 ng/mL junto con el trazador homadlogo a 100 ng/mL, con un valor de ICso de
0.32 nM.
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Una vez caracterizados todos los mAbs generados hacia los dos fungicidas de
estudio, se puso el foco en las combinaciones de anticuerpos y conjugados que dieron
lugar a los ensayos mas sensibles empleando el formato directo. En este sentido, en la
Tabla 3.14 se recogen los parametros de las curvas estandar y las concentraciones de

inmunorreactivos para las combinaciones mas destacables.

Tabla 3.14. Concentraciones dptimas de inmunorreactivos y pardmetros de las curvas

estandar de los mejores ensayos en formato directo obtenidas con los anticuerpos

monoclonales seleccionados para fluopyram y penthiopyrad.?

Parametros de la curva®

Trazador

[mAb]°  enzimatico  [HRP)" Anmix Pendiente®  1Cso (nM)
FPb#12 1000 HRP-FPb 30 1.38+0.31 -1.38+0.20 0.75%0.10
FPb#220 300 HRP-FPb 10 0.86+0.01 -0.75+0.08 2.42+0.71
1000 HRP-FPhb 30 1.49+0.04 -133+0.06 2.83%+0.29
FPb#223 300 HRP—-FPhb 100 091+0.11 -0.81+0.05 1.54+0.62
PPm#11 1000 HRP-PPb 30 0.88+0.27 -1.35+0.18 0.78+0.04
1000 HRP—PPmM 300 1.44+0.20 -0.97+0.05 0.64+0.13
PPm#43 300 HRP-PPb 100 1.02+0.13 -0.93+0.03 0.61+0.09
300 HRP—PPmM 300 0.87+0.13 -1.13+0.14 0.57+0.05
PPm#47 1000 HRP-PPb 30 0.81+0.11 -1.19+0.15 0.74+0.09
1000 HRP-PPo 300 1.06+£0.06 -1.18+0.28 0.78+0.02
PPm#410 1000 HRP-PPb 100 0.92+0.23 -1.84+043 0.46+0.05
1000 HRP-PPmM 100 0.95+0.24 -1.67+0.08 0.32+0.06

a . s o . . b

En negrita se ha resaltado el ensayo mas sensible para cada fungicida. = Los valores se expresan
como media y desviacién estandar de tres determinaciones independientes. Los valores de A,
fueron siempre inferiores a 0.05. € Concentracién de anticuerpo monoclonal expresada en ng/mL.
4 Concentracién de conjugado de HRP expresada en ng/mL. ¢ Pendiente de la curva en el punto de
inflexion.

Se escogieron concentraciones de inmunorreactivos que proporcionaban sefiales
maximas en torno a la unidad. Los valores de ICsy de los ensayos seleccionados
muestran que es posible desarrollar inmunoensayos de elevada sensibilidad para los
dos fungicidas estudiados. Los valores de la pendiente de las curvas estandar para
mAbs resultaron ser ligeramente superiores a los observados con policlonales, como es
habitual, con valores tipicos entre -0.9 y -1.2 en la mayoria de los casos. Sin embargo,

los anticuerpos FPb#12 y PPm#410, que aportaron los valores de ICsy mas bajos,

presentaron curvas con pendientes relativamente elevadas. A pesar del inconveniente
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gue podria suponer una pendiente tan elevada en la amplitud del rango de trabajo, los
ensayos de los anticuerpos FPb#12 y PPm#410 frente a sus conjugados homodlogos
resultaron ser altamente prometedores para el desarrollo de inmunoensayos de

elevada sensibilidad para los fungicidas de estudio.

3.5.2.2. Formato de conjugado inmovilizado con deteccion indirecta

Para la caracterizacion de mAbs mediante ELISA competitivo en formato indirecto,
las superficies de los pocillos de las microplacas se recubrieron inicialmente con
conjugado OVA-hapteno a partir de disoluciones a dos concentraciones (100 y 1000
ng/mL), y la competicion se llevd a cabo evaluando la curva estandar de analito frente
a seis concentraciones de anticuerpo (1, 3, 10, 30, 100 y 300 ng/mL). Los resultados
obtenidos a partir del estudio de los mAbs generados para el fungicida fluopyram

frente a los cuatro conjugados de tapizado preparados se resumen en la Tabla 3.15.

Tabla 3.15. Caracterizacién de los anticuerpos monoclonales obtenidos para fluopyram
mediante ELISA competitivo bidimensional en formato indirecto con conjugados homdlogos y
heterélogos.?

Conjugado de tapizado

OVA-FPa OVA-FPb OVA-FPha’ OVA-FPhb
F

F
.\/\)\(\LCLOCF:«J Fsc‘\CI O CFs .\/\/\(ﬁo Fac‘\CI 0
NN VO e LA &AL
H H H H

[mAb]° [OVA]° IC,,® [mAb] [OVA] ICs, [mAb] [OVA] ICy, [mAb] [OVA]

FPa#11 30 1000 19.31 300 1000 - 300 1000 3.79 300 1000 -
FPa#12 300 100 5.40 300 1000 - 300 100 6.81 300 1000 -
FPa#21 100 1000 31.00 300 1000 - 300 1000 - 300 1000 -
FPa#31 300 100 28.26 300 1000 - 300 1000 - 300 1000 -
FPa#37 100 1000 4.63 300 1000 - 300 1000 - 300 1000 -
FPb#12 300 1000 - 30 1000 148 300 1000 - 30 1000 0.53
FPb#220 300 1000 - 30 100 3.62 300 1000 - 100 100 2.07
FPb#223 300 1000 - 100 100 4.77 300 1000 - 30 100 221
FPb#32 300 1000 - 100 100 1281 300 100 3.14 100 100 5.29
FPb#36 300 1000 - 300 100 7.33 300 1000 - 300 1000 -

® Los valores de ICs, son la media de tres determinaciones independientes. Los valores de Anix
. . . P . b .z
estuvieron entre 0.8 y 1.5. Las combinaciones homdlogas se han resaltado en negrita. = Concentracién
del anticuerpo expresada en ng/mL. ¢ Concentracién de conjugado de OVA expresada en ng/mL. ¢
Valores expresados en nM. ¢ No se obtuvo sefial.
Todos los anticuerpos generados respondieron en mayor o menor medida a la
presencia del conjugado homdlogo para lograr una sefial maxima adecuada en los

ensayos. La ausencia de reconocimiento del conjugado homdélogo no fue de esperar,
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teniendo en cuenta que la seleccidn de sus respectivos hibridomas productores se
habia realizado previamente mediante la evaluacion de los sobrenadantes de cultivo
con este mismo formato. La afinidad de los mAbs hacia fluopyram fue elevada, ya que
los valores de ICso obtenidos con el conjugado homdlogo fueron en todos los casos de
orden nanomolar. Por otra parte, la afinidad de los anticuerpos de la familia FPb fue
generalmente superior, una tendencia que ya se habia observado en la evaluacién de
los pAbs en este formato (3.4.2.2), lo que indicaria que el hapteno FPb es ligeramente
mas idoneo para la generacidon de anticuerpos adecuados para el desarrollo de
inmunoensayos de elevada sensibilidad hacia fluopyram. De nuevo, el
comportamiento del anticuerpo FPb#12 destacd sobre el resto, ya que dio lugar al

ensayo mas sensible con conjugado homologo.

El reconocimiento de conjugados heterdlogos fue relativamente limitado, lo que es
habitual con mAbs. En general, los anticuerpos de tipo FPa no reconocieron los
conjugados heterdlogos OVA-FPb ni OVA-FPhb (con el brazo espaciador en el anillo
opuesto respecto al homodlogo), y sélo algunos de ellos mostraron reconocimiento del
conjugado heterélogo OVA—-FPha’ (con el brazo espaciador en posicion homadloga). Del
mismo modo, los anticuerpos derivados del hapteno FPb no reconocieron los
conjugados OVA-FPa ni OVA—FPha’, pero la mayoria respondieron a la presencia del
conjugado heterdlogo OVA-FPhb. Entre ellos Ilamé la atencidn el anticuerpo FPb#223,
que parecié reconocer este conjugado heterélogo con mayor afinidad que el
homodlogo, teniendo en cuenta que fue necesaria una menor concentracién de mAb
para lograr una sefial maxima adecuada. Otro caso a destacar fue el del anticuerpo
FPb#32, que fue inesperadamente capaz de reconocer el conjugado heterdlogo

OVA-FPha’, a pesar de tener el brazo espaciador en posicién opuesta.

A diferencia de lo observado en el formato directo, practicamente todos los
ensayos en los que el conjugado heterdlogo fue reconocido dieron lugar a una mejora
apreciable de la sensibilidad hacia el analito respecto al ensayo con el conjugado
homdlogo. Dos ejemplos muy evidentes de esta situacidon se observaron cuando se
utilizo el conjugado OVA-FPha’ con los anticuerpos FPa#11 y FPb#32, lo que dio lugar a
una sensibilidad respectivamente 5 y 4 veces mayor que la observada frente al
conjugado homdlogo a cambio de aumentar la concentracion de anticuerpo. En
algunos casos, el aumento de sensibilidad tuvo lugar sin necesidad de utilizar una
mayor concentracién de anticuerpo o conjugado en el ensayo, como sucedié con el

anticuerpo FPb#32 frente al conjugado heterélogo OVA-FPhb, con el que el valor de
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ICso se redujo aproximadamente 2.5 veces respecto al ensayo homédlogo. Esta misma
heterologia con el mAb FPb#12 dio lugar al ensayo mads sensible en este formato, con
un excelente valor de ICso de 0.53 nM. Dicho anticuerpo también habia dado lugar al
ensayo mas sensible en el formato directo, por lo que quedd patente su extraordinaria

afinidad hacia fluopyram.

Siguiendo la misma estrategia, se evalué la afinidad de los mAbs para penthiopyrad
en este formato de ensayo, empleando para ello los cinco conjugados de tapizado

disponibles para este analito. Los resultados se recogen en la Tabla 3.16.

Tabla 3.16. Caracterizacion de los anticuerpos monoclonales obtenidos para penthiopyrad
mediante ELISA competitivo bidimensional en formato indirecto con conjugados homélogos y
heterélogos.?

Conjugado de tapizadob

OVA-PPa OVA-PPb OVA-PPm OVA-PPd’ OVA-PPo
[ NN R ’?)cz S ”fcz _S 9 CM /Q)OL _S
NSNS SN NN NS ONTY N S SNYYTNTY
CFy Ners N CF5 N?:;H N c.::'o
[mAB]°  IC,"  [mAb] 1Cso [mAb] ICso [mAb] ICso [mAb] 1Cso
PPa#12 100 1.94 300° f 100° 5.37 300° - 300° -
PPa#21 100 20.41 30 18.51 30 16.42 100°¢ 11.52 30°¢ 18.13
PPa#27 100 31.16 300° - 300° - 300° - 300° -
PPa#28 30 2.28 30 3.05 30 2.36 300° - 30°¢ 2.29
PPa#210 100 15.53 100 15.02 100 17.27 300°¢ - 300 7.90
PPa#216 100° 6.37 300° - 300° - 300° - 300° -
PPa#311 10 2.94 30° 0.59 30 1.37 300° - 300° -
PPa#323 100 2.05 30° 1.10 100 1.22 300° - 300° -
PPmit11 300° - 30 2.24 30 2.59 30° 1.20 10° 1.91
PPmi#13 300°¢ - 30 5.53 30 7.07 100 1.71 30°¢ 4.16
PPmit43 300° - 10 2.33 30 3.01 30° 0.68 30 4.21
PPmit47 300° - 30 1.17 30 2.45 30° 0.49 100 1.34
PPm#410  300° - 30 0.57 100 1.24 100 0.30 100 0.63
PPm#412  300°¢ - 300 3.47 300 5.01 300°¢ - 300 7.13

? Los valores de ICso son la media de tres determinaciones independientes. Los valores de Ansy estuvieron
entre 0.8 y 1.5. Las combinaciones homdlogas se han resaltado en negrita. ® Salvo que se indique otro
valor, en el tapizado se empled una concentracién de conjugado de OVA de 100 ng/mL. © Factor de
dilucion del anticuerpo x10°.  Valores expresados en nM. © Se empled una concentracién de conjugado
de OVA de 1000 ng/mL. "No se observé reduccién de la sefial en presencia de analito.

Como era de esperar, todos los anticuerpos reconocieron su conjugado homologo,
siendo ligeramente mds intensa la interaccion con mAbs de la familia PPm, ya que
generalmente con ellos fue necesaria una menor concentracién de anticuerpo para

lograr una senal maxima similar. Ademas, concentraciones de penthiopyrad de orden
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nanomolar fueron suficientes para inhibir la interaccidn con los conjugados homélogos
en todos los casos, demostrando de nuevo la elevada afinidad de los anticuerpos hacia
el fungicida. Dichos valores parecieron indicar igualmente un reconocimiento
ligeramente mas intenso de penthiopyrad por parte de los anticuerpos de la familia
PPm. Sin embargo, si no se consideran los resultados obtenidos en los ensayos
homoélogos con los anticuerpos PPa#21, PPa#27 y PPa#28, todos procedentes del
mismo ratdn, la respuesta hacia el fungicida fue muy similar con ambas familias de
anticuerpos. Esta ultima conclusién constituiria un resultado mas similar a lo
observado en la evaluacién de pAbs para penthiopyrad en este formato de ensayo
(seccidén 3.4.2.2). En cualquier caso, el mAb PPm#410 dio lugar al ensayo mas sensible

con conjugado homoélogo, al igual que en el formato directo.

Los mAbs generados para penthiopyrad, como los de fluopyram, también fueron
capaces de reconocer conjugados heterdlogos en mayor medida que en el formato
directo. Asi, gran parte de los anticuerpos de tipo PPa reconocieron los conjugados
heterdlogos de posicion OVA-PPb y OVA-PPm, y algunos de ellos también
respondieron a la presencia de OVA—PPd’y OVA—PPo. Por su parte, los mAbs derivados
del hapteno PPm reconocieron todos los conjugados heterdlogos salvo OVA—-PPa, si
bien la mayoria de anticuerpos de tipo PPa si que se unieron al conjugado OVA-PPm. A
diferencia de lo que sucedid con pAbs, y aunque en casi todos los casos fue necesario
incrementar las concentraciones de inmunorreactivos, los mAbs derivados de este
hapteno si reconocieron el conjugado OVA-PPd’, a pesar de la importante
modificacion estructural del hapteno respecto a penthiopyrad (Figura 3.11, seccion
3.2.5).

La heterologia permitié un cierto aumento de sensibilidad en la mayoria de los
casos, siendo éste considerable en algunos de ellos. Asi, destaca el uso del conjugado
heterdlogo OVA—-PPb frente a los mAbs PPa#311 y PPm#410, que originé ensayos con
excelentes valores subnanomolares de ICso. Lo mismo sucedidé cuando se utilizd el
conjugado heterélogo OVA-PPd’ con los mAbs PPm#43, PPm#47 y PPm#410. De
hecho, para este ultimo anticuerpo fue posible mejorar considerablemente la
sensibilidad del ensayo homodlogo empleando cualquiera de los conjugados
heterdlogos, siendo el ensayo frente al conjugado OVA-PPd’ el de mayor sensibilidad
hacia el analito, con un excelente valor de IC5sg de 0.30 nM. La afinidad aparente del

mAb PPm#410 también aumentd cuando éste se enfrentd al conjugado OVA-PPo,
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constituyendo éste el Unico ejemplo relevante de mejora de sensibilidad con este

conjugado heterdlogo.

Completada la caracterizacion de los mAbs mediante ELISA competitivo en formato
indirecto, y con vistas al desarrollo de inmunoensayos, se localizaron las parejas
anticuerpo/conjugado que dieron lugar a los ensayos de mayor sensibilidad hacia el

fungicida correspondiente. En la Tabla 3.17 se han incluido los pardmetros de los

ensayos de mayor interés obtenidos en este formato.

Tabla 3.17. Concentraciones Optimas de inmunorreactivos y parametros de las curvas

estandar de los mejores ensayos en formato indirecto obtenidas con los anticuerpos

monoclonales seleccionados para fluopyram y penthiopyrad.®

Parametros de la curva®

Conjugado
[mAb]° detapizado  [OVA]" Anmix Pendiente®  1Cso (nM)

FPb#12 30 OVA-FPb 1000 1.00+£0.17 -0.89+0.06 1.48+0.21
30 OVA-FPhb 1000 0.82+0.10 -1.27+0.11 0.53+0.11

FPb#220 30 OVA-FPb 100 1.13+0.16 -0.83+0.06 3.62%0.46
100 OVA-FPhb 100 1.46+0.05 -1.03+0.04 2.07+0.51

FPb#223 100 OVA-FPb 100 1.26+£0.03 -1.09+0.09 4.77+0.16
30 OVA-FPhb 100 0.86+0.07 -1.03+0.06 2.21+0.39

PPa#311 30 OVA-PPb 1000 1.47+0.10 -1.17+0.26 0.59%0.20
PPm#43 30 OVA-PPd’ 1000 1.38+0.13 -0.94+0.09 0.68+0.13
PPm#47 30 OVA-PPd’ 1000 1.18+0.31 -1.03+£0.08 0.49%0.04
PPm#410 30 OVA-PPb 100 0.82+0.23 -1.79+0.35 0.57+0.03
100 OVA-PPd’ 100 0.97+0.34 -1.50%+0.21 0.30%0.02

100 OVA-PPo 100 1.40+046 -1.23+0.19 0.63%+0.13

® En negrita se ha resaltado el ensayo méas sensible para cada fungicida. ® | os valores se expresan
como media y desviacién estandar de tres determinaciones independientes. Los valores de A,
fueron siempre inferiores a 0.05. € Concentracién de anticuerpo monoclonal expresada en ng/mL.
¢ Concentracién de conjugado de OVA expresada en ng/mL. ¢ Pendiente de la curva en el punto de

inflexion.

Al igual que se observé en el formato directo, algunos mAbs dieron lugar a
inmunoensayos competitivos en formato indirecto altamente sensibles a la presencia
de los fungicidas fluopyram y penthiopyrad, siendo posible alcanzar valores de ICsg
inferiores a 1 nM para ambos analitos. Estos resultados mejoraron por tanto los

obtenidos con policlonales, en especial en lo que respecta a fluopyram.
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Otro resultado a destacar fue que, mientras que en el formato directo se
obtuvieron ensayos de mayor sensibilidad empleando conjugados homologos, en el
formato indirecto los mejores inmunoensayos se observaron cuando se combinaron
los anticuerpos de mayor afinidad con conjugados heterdlogos. Esta observacion esta
relacionada con las ya comentadas limitaciones que suelen observarse en el formato
directo en lo que respecta al reconocimiento de conjugados heterdlogos, mucho mas
acusadas con mAbs debido probablemente al hecho de que reconocen un solo

epitopo.

Por dultimo, las pendientes de las curvas estandar siguieron una tendencia
equivalente a la descrita en el formato directo. De este modo, la mayoria de sus
valores se situaron como es habitual entre -0.9 y -1.2, mientras que para algunos de
los inmunoensayos mas sensibles la pendiente fue mas elevada de lo esperado. Un
caso a destacar fue la combinacién del anticuerpo PPm#410 y el conjugado OVA-PPd’,
gue origind una curva con una pendiente de -1.79, bastante alejada del valor deseable
de compromiso 1. Por su parte, las combinaciones FPb#12/OVA-FPhb y
PPm#410/OVA-PPd’ dieron lugar a curvas de pendientes -1.27 y -1.50,
respectivamente. Aunque en estos ensayos la pendiente fue algo superior a lo
deseable, la sensibilidad hacia los analitos fue la maxima encontrada, por lo que fueron
muy buenos candidatos para constituir los inmunoensayos definitivamente

desarrollados.

3.5.3. Especificidad de los anticuerpos monoclonales

Mediante la misma estrategia que se empled con los pAbs, se evalud la
especificidad de los mAbs generados determinando su reactividad cruzada hacia
compuestos relacionados. Los compuestos estudiados fueron los mismos que se
emplearon en el estudio con policlonales, es decir, los metabolitos y fungicidas de la
misma familia y de familias diferentes cuyas estructuras se recogen en la Figura 3.14
(seccidn 3.4.3, pagina 143). La especificidad se determiné mediante ELISA competitivo
indirecto con conjugado homdlogo en las condiciones éptimas determinadas para cada
pareja mAb/conjugado, evaluando en una misma microplaca las curvas estandar del
analito y de los compuestos para los que se deseaba determinar la reactividad cruzada.

Los resultados obtenidos se recogen en la Tabla 3.18.
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Tabla 3.18. Reactividad cruzada de los anticuerpos monoclonales de fluopyram (FP) vy
penthiopyrad (PP).

Reactividad cruzada (%)’

FH CD PM FD AZ TF PY TE

FPa#11 100 0° 0 0 260 O 0 0 < 0 0 0 - 0
FPa#12 100 235 O 0 147 O 0 0 - o o o - o0
FPa#21 100 O 0 0 1397 O 0 0 - o o o - 0
FPa#31 100 O 0 0 801 O 0 0 - o o o - o0
FPa#37 100 O 0 0 391 O 0 0 - o o o - 0
FPb#12 100 O 0 0 003 0 001 O - o o o - o0
FPb#220 100 0.13 090 O 035 O 0 0 - o o o - o0
FPb#223 100 0.05 O 0 0 0 0 - o o o - 0
FPb#32 100 O 0 0 0 0 0 - o o o - o0
FPb#36 100 O 0 0 0 0 0 0 - o o o - 0
PPa#12 0 100 0 - 0 0 0 0 0 o o - 0 O
PPa#21 0 100 2.19 - 0 0 0 0 0 o o - 0 O
PPa#27 0 100 0 - 0 0 0 0 0 o o - 0 O
PPa#28 0 100 0.06 - 0 0 0 0 0 o o - 0 O
PPa#210 0 100 0.13 - 0 0 0 0 0 o o - 0 O
PPa#216 0 100 0 - 0 0 0 0 0 o o - 0 O
PPa#311 0 100 0 - 0 0 0 0 0 o o - 0 O
PPa#323 0 100 0.01 - 0 0 0 0 0 o o - 0 O
PPm#11 0.02 100 0.64 - 0 001 O 0 0 o o - 0 O
PPm#13 0 100 0.20 - 0 0 0 0 0 o o - 0 O
PPm#43 0 100 8.54 - 0 006 O 0 0 o o - 0 O
PPm#47 0 100 1.92 - 0 0 0 0 0 o o - 0 O
PPm#410 O 100 0.75 - 0 0 0 0 0 o 0o - 0 O
PPm#412 O 100 0.05 - 0 0 0 0 0 o o - 0 O

® Los valores corresponden a la media de tres determinaciones independientes. Las abreviaturas de los
fungicidas son las mismas que las que se emplean en la Figura 3.14. ® No se observé reduccién de la
sefial a una concentracién de 10° nM o bien la reactividad cruzada fue inferior al 0.01%. ° Ensayo no
realizado.

A nivel cualitativo, los resultados observados fueron similares a los encontrados
con pAbs (seccién 3.4.3). En general, gran parte de los compuestos estudiados no
fueron reconocidos por ninguno de los anticuerpos, mientras que para algunos de ellos
se observé un cierto reconocimiento sistematico por parte de los anticuerpos

derivados del mismo hapteno. A nivel cuantitativo, sin embargo, los valores de

reactividad cruzada fueron superiores con algunos monoclonales.
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El fungicida fluopicolide (FC) fue considerablemente reconocido por todos los
anticuerpos de tipo FPa, con un destacable 14% de reactividad cruzada para el mAb
FPa#21, mientras que este comportamiento sélo fue observado con dos de los
anticuerpos derivados del hapteno FPb y en mucha menor medida. Considerando las
estructuras de fluopyram y fluopicolide, la existencia de elementos estructurales
comunes a ambos fungicidas podria explicar el reconocimiento de fluopicolide por
parte de los anticuerpos (Figura 3.14). No obstante, los mayores valores de reactividad
cruzada de los anticuerpos derivados del hapteno FPa sugieren que, aparentemente, la
parte reconocida de la estructura del hapteno es el entorno del anillo de piridina. Esta
hipdtesis parece contradecir el principio de Landsteiner, ya que segun este principio se
esperaria que el anillo homoaromatico fuese la parte mas reconocida por los
anticuerpos de tipo FPa y no por los de tipo FPb. Este resultado coincide con la
reactividad cruzada observada con los pAbs de fluopyram. No obstante, la flexibilidad
del puente alifatico que une los dos anillos aromaticos puede favorecer el plegamiento
del hapteno, de forma analoga a como se observa en el propio fluopyram (ver Figura
3.1, seccion 3.1.1), posibilitando la exposicion de los mismos elementos
inmunogénicos con independencia de la posicion de anclaje a la proteina en el
inmundgeno. En cualquier caso, este resultado y la mayor afinidad de los anticuerpos
de tipo FPb remarcan la superioridad de este hapteno para generar anticuerpos con los

que desarrollar inmunoensayos de elevada sensibilidad y selectividad hacia fluopyram.

Los fungicidas penthiopyrad y fluxapyroxad (FX), de la misma familia que
fluopyram, fueron reconocidos en algunos casos, sin observarse tendencias respecto al
hapteno empleado en la inmunizacidon. Concretamente, el mAb FPb#220 reconocid
ligeramente ambos compuestos, mientras que FPa#12 mostrd una reactividad cruzada
del 2.4% hacia penthiopyrad. Estos resultados se explicarian por la cierta similitud
existente entre los anillos de pirazol de penthiopyrad y fluxapyroxad y el grupo
2-(trifluorometil)benzoilo de fluopyram. No obstante, y al igual que sucedid con los
pAbs, el metabolito M25 no fue reconocido por ninguno de los mAbs, a pesar de

presentar exactamente la misma agrupacion 2-(trifluorometil)benzoilo de fluopyram.

Asi como el fungicida fluopicolide fue el compuesto mas frecuentemente
reconocido por los anticuerpos para fluopyram, el fungicida fluxapyroxad ocupd este
puesto en el caso de los anticuerpos generados para penthiopyrad. Este compuesto
fue ligeramente reconocido por algunos de los mAbs generados a partir del

inmunogeno BSA-PPa y por todos los anticuerpos de la familia PPm. Ademas, los
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valores de reactividad cruzada, aun siendo bajos, fueron en general mayores para
estos ultimos, siendo la mayor reactividad cruzada del 8.5% para el mAb PPm#43.
Estos resultados si estarian de acuerdo con el principio de Landsteiner, ya que las
estructuras de ambos fungicidas contienen un anillo de pirazol muy similar, y en el
caso del hapteno PPm dicho anillo se situa en posicién distal respecto al brazo
espaciador. Por otra parte, el fungicida boscalid (BL) fue reconocido por los mAbs
PPm#43 y PPm#11, y éste ultimo respondid ademas a fluopyram. No obstante, la
reactividad cruzada fue muy baja en ambos casos, siendo el mayor valor un 0.06% para

la interaccion PPm#43/boscalid.

Teniendo en cuenta la extraordinaria sensibilidad lograda con los inmunoensayos
competitivos basados en los anticuerpos FPb#12 y PPm#410 descritos anteriormente,
se tuvo en especial consideracion la especificidad de dichos anticuerpos hacia sus
respectivos analitos. De este modo, el mAb FPb#12 Unicamente reconocid los
fungicidas fluopicolide (FC) y fenhexamid (FH), pero afortunadamente lo hizo con
reactividades cruzadas inferiores al 0.05% y por tanto practicamente despreciables.
Por su parte, el mAb PPm#410 respondid Unicamente a la presencia de fluxapyroxad
(FX), con una reactividad cruzada inferior al 1%. Por tanto, puede afirmarse que ambos
anticuerpos fueron altamente especificos, lo que incrementd sus opciones a
convertirse en los anticuerpos finalmente escogidos para el desarrollo de los

inmunoensayos deseados.

3.5.4. Determinacion de constantes cinéticas y termodinamicas

Desde el punto de vista mas bdsico, cualquier proceso fisicoquimico puede
describirse en términos cinéticos y termodinamicos, es decir, pueden estudiarse tanto
la velocidad a la que tienen lugar como su tendencia a producirse. En este sentido, el
estudio del reconocimiento de un antigeno por parte de un anticuerpo puede ser de
interés para obtener mayor informacion sobre la interaccion. Por ello, se exploraron
diferentes posibilidades para llevar a cabo la caracterizacién cinética y termodindmica
de los mAbs generados, por ser estos reactivos bien definidos y cuantificados. Como

grupo de prueba, se escogieron los seis mAbs generados a partir del hapteno PPm.
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3.5.4.1. Estudio mediante resonancia de plasmones superficiales

En primer lugar, se explord la determinacion de las constantes de velocidad y de
equilibrio deseadas mediante resonancia de plasmones superficiales (SPR), empleando
para ello un equipo Biacore T100. El disefio experimental se hizo inicialmente de la
forma mas basica, es decir, inmovilizando los anticuerpos de interés sobre la superficie
del chip y haciendo pasar un flujo de analito sobre ésta. A causa del bajo peso
molecular del analito (penthiopyrad), fue necesario emplear chips especiales con una
mayor capacidad de inmovilizacion para obtener una respuesta adecuada. Sin
embargo, la falta de condiciones iddneas para regenerar la superficie, es decir, disociar
rapidamente todo el analito sin causar pérdida de actividad en el anticuerpo
inmovilizado, sumado al elevado coste de los chips y su escasa reusabilidad, llevaron a

abandonar la estrategia inicial.

Para aumentar la versatilidad del chip, se optéd por utilizar una estrategia de
captura, para lo que se inmovilizd6 sobre su superficie un anticuerpo de cabra
especifico de inmunoglobulinas de raton. El analisis se llevaria a cabo inyectando en
una primera etapa el mAb a estudiar, y tras su captura se inyectaria el analito y se
monitorizaria la interaccidn. Esta aproximacién presentaba como ventajas principales
tanto la potencial aplicabilidad a cualquier anticuerpo de ratdon como la reduccién de
problemas a la hora de regenerar la superficie, que de hecho pudo llevarse a cabo
correctamente mediante cambios bruscos del pH de corta duracion. Sin embargo, la
cantidad de mAb capturado no fue suficiente para obtener una respuesta detectable al
hacer pasar disoluciones de analito, mientras que si se obtuvo respuesta cuando se

hicieron pasar disoluciones de los conjugados OVA-PPm y HRP—PPm.

Teniendo en cuenta los resultados anteriores, finalmente se decidid llevar a cabo
ensayos competitivos en los que, tras la captura del mAb, se harian circular
disoluciones de analito y conjugado HRP—PPm a diferentes proporciones. Se escogio
este conjugado competidor por tener, segin lo determinado mediante MALDI-TOF,
una relacion molar hapteno/proteina de 1 (Tabla 3.1, seccién 3.3.2), lo que facilitaria el
posterior ajuste al modelo de competicidn. De este modo, los sensogramas obtenidos
(representacién grafica de la variacién de la respuesta de SPR a lo largo del tiempo)
serian los correspondientes a la interaccion competitiva del anticuerpo con ambas
especies. Como ejemplo, en la Figura 3.15 se incluyen los sensogramas obtenidos para
el anticuerpo PPm#410 frente a concentraciones variables de penthiopyrad y de

conjugado HRP—PPm.
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Figura 3.15. Sensogramas obtenidos por captura del anticuerpo PPm#410 seguida de
la inyeccién de mezclas de penthiopyrad y conjugado HRP-PPm en concentraciones
variables entre 0 y 500 nM. Las lineas uniformes corresponden a las curvas obtenidas
mediante ajuste matematico de los valores experimentales al modelo Heterogeneous

Analyte.

Los sensogramas obtenidos en cada caso se ajustaron posteriormente al modelo de
ensayo competitivo, denominado Heterogeneous Analyte en el ambito de los equipos
Biacore. Este modelo considera la competiciéon de dos especies en disolucion por
unirse reversiblemente al ligando enlazado a la superficie, formando complejos de
estequiometria 1:1. El ajuste a dicho modelo permitié obtener las constantes de
velocidad para las dos interacciones, y a partir de ellas, las constantes de equilibrio de
disociacion (Ecuacion 1.2, seccion 1.4.1.2). Los resultados obtenidos se recogen en la

Tabla 3.19.

La mayoria de constantes de velocidad de asociacion resultaron ser del orden de
10° o incluso 10° M*s™, e indicaron que el reconocimiento molecular se produce con
gran rapidez. En general, las constantes de asociacién para la interaccién con
penthiopyrad fueron de un orden de magnitud superior a las observadas para el
reconocimiento del conjugado, lo que se debe probablemente a la mayor difusividad
del fungicida por su reducido peso molecular. La asociacion mas rapida observada fue
la del anticuerpo PPm#410 con penthiopyrad, mientras que el mAb PPm#412 se unid
tanto al fungicida como al conjugado con menor rapidez. Del mismo modo, las
constantes de velocidad de disociacién fueron mayoritariamente del orden de 102 a

10™ s™, caracteristicas de procesos relativamente lentos. En este caso también se
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observd que las constantes fueron generalmente un orden de magnitud superiores
para la disociacién del analito, corroborando la tendencia observada en sentido
opuesto. El complejo PPm#11/penthiopyrad fue el mas rapido en disociarse, mientras
que los complejos PPm#47/penthiopyrad y PPm#412/HRP—PPm fueron los mas

estables desde el punto de vista cinético.

Tabla 3.19. Constantes de velocidad y de equilibrio obtenidas mediante resonancia de
plasmones superficiales para el reconocimiento de penthiopyrad y del conjugado HRP—PPm

por parte de los anticuerpos monoclonales derivados del hapteno PPm.?

Penthiopyrad HRP-PPm

ko (M™s™)°  ka(s7)° Ko (nM)° ka(M7's™)  ka(s™) Ko (nM)
PPmi11 461.40 221.90 5.889 9.75 0.81 0.851
PPmM#13 528.80 60.56 1.602 55.31 5.81 1.051
PPm#43 225.49 0.85 0.054 30.55 1.96 0.762
PPm#47 525.05 0.21 0.003 27.67 1.26 0.479
PPm#410  855.67 23.52 0.327 54.27 3.19 0.723
PPm#412 20.23 6.37 3.086 3.55 0.22 0.592

® Todos los valores son la media de dos determinaciones independientes. ® Constante de velocidad
de asociacién del complejo anticuerpo/antigeno x10™". © Constante de velocidad de disociacién del
complejo anticuerpo/antigeno x10*. ¢ Constante de equilibrio de disociacion del complejo
anticuerpo/antigeno. En cada réplica se calculé como el cociente k,/k,.

Tal y como se describié en la seccion 1.4.1.2, los procesos de asociacion y
disociacion se consideran etapas elementales, por lo que las correspondientes
constantes de equilibrio se pueden obtener a partir del cociente de las constantes de
velocidad. Los valores asi hallados en sentido de disociacidon se incluyen en la Tabla
3.19. La mayoria de constantes de equilibrio halladas fueron de orden nanomolar o
subnanomolar, valores esperados a la vista de las elevadas afinidades hacia
penthiopyrad y hacia el conjugado HRP—-PPm anteriormente observadas mediante
ELISA competitivo para los anticuerpos de tipo PPm. Casi todos los valores estuvieron
por debajo de 1 nM para las interacciones con el conjugado, y para algunos
anticuerpos ademas fueron inferiores a la constante de equilibrio del fungicida. Este
resultado era esperable, ya que el conjugado competidor empleado fue el homdélogo.
Para los anticuerpos PPm#43, PPm#47 y PPm#410, la constante de equilibrio con el
fungicida fue inferior a la observada con el conjugado, de modo que en estos casos el
anticuerpo parece mostrar una mayor afinidad hacia el fungicida. Esta situacion se
observé especialmente con los dos primeros anticuerpos, con los que se obtuvieron

constantes de equilibrio del analito inusualmente reducidas, con valores del orden de
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0.05 nM o inferiores. Estos valores tan bajos sugirien en principio una afinidad
extraordinariamente elevada de dichos anticuerpos hacia penthiopyrad, pero hay que
tener presente que se obtuvieron como cocientes de constantes de velocidad y en
condiciones no necesariamente de equilibrio, por lo que podrian no ser del todo

exactos.

Los resultados anteriores confirmaron las tendencias observadas en ELISA
competitivo en cuanto a afinidad, y ademas permitieron obtener informacion adicional
de tipo cinético. Sin embargo, hay que resaltar que todas las medidas se hicieron tras
la captura previa de los anticuerpos sobre la superficie, de modo que las constantes
obtenidas no tienen por qué ser exactamente las mismas que se obtendrian si la
interaccion se produjese en disolucion. No obstante, algunos estudios han mostrado

que los valores obtenidos de una forma y otra no difieren significativamente.??’

3.5.4.2. Estudio mediante ELISA competitivo

En un ELISA competitivo indirecto como los llevados a cabo en este trabajo, la seial
generada es proporcional a la cantidad de anticuerpo especifico que en el equilibrio de
la etapa de competicidon queda ligado a la superficie de los pocillos por interaccién con
el conjugado OVA-hapteno que la recubre. Sin considerar uniones inespecificas, la
sefal es cero cuando no hay unién, mientras que el valor maximo se alcanza cuando el
conjugado esta saturado por el anticuerpo. De manera simultanea, el anticuerpo
puede unirse reversiblemente en disolucion al analito, lo que disminuye la cantidad
disponible de anticuerpo para la interaccion con el conjugado. Por lo tanto, la cantidad
de anticuerpo retenido por el conjugado depende de su concentracion inicial y

también de la del analito.

La interaccidn anticuerpo/conjugado en fase heterogénea puede describirse de
forma simplificada mediante el modelo de Langmuir, que considera el recubrimiento
de conjugado sobre la pared del pocillo como un conjunto homogéneo de sitios de
union equivalentes, de forma que sdlo puede unirse una molécula sobre cada uno y no

se producen interacciones entre las moléculas Iigadas.m’229

Estas premisas son de
hecho las mismas que se asumen en SPR con las moléculas inmovilizadas sobre la
superficie del chip. En el caso particular de un ELISA competitivo indirecto, los sitios de
unién corresponderian a las moléculas de hapteno unidas covalentemente a la
ovoalbumina. El cociente entre el nimero de sitios ocupados y el nimero total de

sitios se denomina fraccién de recubrimiento, y considerando el origen de la senal del
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ensayo, se corresponde con la fraccidn de sefial respecto a la obtenida en condiciones
de saturacién. Por otra parte, el nimero de moléculas de anticuerpo unidas puede
considerarse despreciable frente al de moléculas que quedan en disolucion. Todo ello
permite deducir la Ecuaciéon 3.1, segun la cual la sefial del ensayo (A) es una funcion de
la concentracion de anticuerpo libre (B) cuyos parametros son la sefial maxima
obtenida en condiciones de saturacion (Asat) v la constante de equilibrio de disociaciéon
del complejo superficial anticuerpo/conjugado (Kp c).

A — Asat [B]

= Ecuacion 3.1
Ko +[B]

La Ecuacién 3.1 recuerda enormemente a la cldsica ecuacién de Michaelis—Menten
para cinética enzimatica, con la diferencia de que, en nuestro caso, la concentracién
libre de “sustrato” (el anticuerpo) dependeria de la extension de un equilibrio adicional
(la formacion del complejo anticuerpo/analito). Dicha concentracidn puede hallarse a
partir de la constante de dicho equilibrio en sentido de disociaciéon (Kpa) y de las

concentraciones totales de anticuerpo ([B]o) y analito ([A]o) mediante la Ecuacién 3.2.

[B], —[A], —K 1 2 .

[B] = 0 20 DA Z([A]o+[B]o+KD,A) _[A]O[B]O Ecuacién 3.2
De este modo, un ajuste matematico de la combinacién de las dos ecuaciones

anteriores a un conjunto de valores experimentales obtenidos a diferentes

concentraciones totales de anticuerpo y analito deberia permitir la estimacién de los

tres parametros citados (Asa, Kpc Y Kpa), como se observa a modo de ejemplo en la

Figura 3.16.

Un razonamiento similar puede aplicarse al formato directo de ELISA competitivo
para encontrar la Ecuacién 3.3, que también recuerda a la ecuacion de Michaelis—
Menten en su version modificada para considerar el efecto de un inhibidor
competitivo. En este caso el reactivo inmovilizado es el anticuerpo, por lo que las
moléculas de analito compiten con las de conjugado HRP—hapteno por unirse a la

superficie recubierta y la sefial pasa a depender de la concentracién total de conjugado
([Clo).

AilCly

1+E?]0 +[Cl, Ecuacién 3.3

D,A

A=

K

D,C
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Figura 3.16. Seiial obtenida mediante ELISA competitivo indirecto homdlogo con el
anticuerpo monoclonal PPm#410 a concentraciones entre 3 y 300 ng/mL como funcién
de la concentracién de analito (penthiopyrad) desde 0 hasta 10* nM. Los puntos son
valores experimentales, mientras que las curvas corresponden al ajuste matematico de

éstos a la Ecuacién 3.1, deducida por aplicacién del modelo de Langmuir a este

formato de ELISA competitivo.

Aunque en el formato directo no se producen interacciones en disolucién, el
disefio es muy similar al que se empled para los experimentos de SPR. La similitud es
todavia mayor si los pocillos se recubren inicialmente con un anticuerpo de captura y
previamente a la etapa de competicidn se intercala una etapa para la captura del
anticuerpo monoclonal a estudiar (ensayos de captura). Por ello, se considerd
interesante la realizacion adicional de este formato de inmunoensayos con los mismos
anticuerpos estudiados mediante SPR, con el fin de comparar las constantes de
equilibrio obtenidas mediante dicha técnica con las estimadas a partir de los diferentes
formatos de ELISA competitivo citados. Los valores hallados mediante todos los

métodos indicados se recopilan en la Tabla 3.20.

Las constantes de equilibrio para penthiopyrad (Kp,a) determinadas mediante ELISA
competitivo indirecto fueron en la mayoria de casos de orden similar a las constantes
obtenidas a partir de SPR, siendo especialmente parecidas en el caso de los mAbs
PPm#410 y PPm#412. El anticuerpo PPm#410 mostré el valor mas bajo con diferencia
de dicha constante, lo que constituye otra evidencia mas de su elevada afinidad hacia

penthiopyrad. Para la mayoria de los anticuerpos, las constantes de equilibrio en este
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formato fueron mas bajas para el conjugado (Kp c) que para el analito, excepto para los
anticuerpos PPm#410 y PPm#412. En general, las constantes de equilibrio del analito

mas bajas se corresponden con valores de ICso mas bajos.

Tabla 3.20. Comparacion de las constantes de equilibrio de disociacion en disolucién y en
fase solida para anticuerpos monoclonales derivados del hapteno PPm halladas mediante
ELISA competitivo bidimensional en tres formatos y mediante SPR.

ELISA competitivo®

Formato indirecto Formato directo Formato de captura
Ko, Kchd 1Cs° Kp,a Kp,c 1Cso Kp,a Ko,c 1Cs Kp,a Ko,c
PPm#11 1967 0.364 2.589 0413 09.702 0.644 0.731 2,573 1.749 5.889 0.851
PPm#13 4353 0.540 7.065 0.925 2.055 2294 1.044 1.337 3.353 1.602 1.051
PPm#43 2.240 0.508 3.014 0.124 1.741 0.567 0.477 1.221 1.139 0.054 0.762
PPm#47 1.123 0.381 2.447 0.519 2.488 1.165 0.447 0.809 1.403 0.003 0.479
PPm#410 0.366 0.857 1.239 0.145 1.489 0.321 0.492 1.185 0.713 0.327 0.723

PPm#412 2.039 2.379 5.007 N - - 1.649 10.392 2.225 3.086 0.592

® Los valores de son la media de tres réplicas independientes. ® Los valores son la media de dos
determinaciones independientes. © Constante de equilibrio de disociacién del complejo
anticuerpo/analito (penthiopyrad) expresada en nM. ¢ Constante de equilibrio de disociacién del
complejo anticuerpo/conjugado (OVA-PPm para ELISA competitivo indirecto y HRP-PPm para las
restantes metodologias) expresada en nM. ¢ Valores expresados en nM y obtenidos para los ensayos
mas sensibles con el conjugado homdlogo. No se obtuvo sefial en el ensayo.

Por su parte, las correspondientes constantes deducidas a partir de los ensayos
directos indican una mayor afinidad hacia el analito que hacia el conjugado en todos
los casos. Para este formato, las constantes de equilibrio del analito mas bajas fueron
las de los anticuerpos PPm#410 y PPm#43, siendo muy similares entre ellas. Este
resultado se correlaciona bien con el hecho de que los valores de ICsy para estos

anticuerpos son los mas bajos.

Como era de esperar, las constantes de equilibrio halladas mediante ELISA
competitivo de captura fueron las mas similares a las determinadas mediante SPR. De
hecho, la inclusién de la etapa de captura tuvo gran influencia en algunos resultados.
Asi, aunque la modificacion no afectd significativamente a las constantes de
disociacion del analito, si causé una disminucion en todas las constantes de disociacion
del conjugado, hasta el punto de que el mAb PPm#412 sélo reconocié el conjugado
HRP—-PPm con captura previa. Todos los anticuerpos presentaron constantes de
equilibrio del analito inferiores a las correspondientes constantes del conjugado, como
también se observd en el formato directo sin captura. Las constantes de equilibrio

determinadas a partir de los datos obtenidos en el formato de captura fueron muy
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semejantes para los anticuerpos PPm#43, PPm#47 y PPm#410, que son también los de

menor ICsg en este formato de ELISA competitivo.

El caso de los anticuerpos PPm#43 y PPm#47 es particular. Con ambos se observo
una buena correlacidn entre las constantes de equilibrio del conjugado obtenidas a
partir de ELISA competitivo con captura, y en menor medida cuando se prescindié de
la captura, con los datos de SPR. Sin embargo, las constantes de equilibrio del analito
halladas mediante los tres formatos de ELISA competitivo difirieron notablemente de
las obtenidas mediante SPR. Aun asi, los tres formatos de ELISA competitivo
proporcionaron constantes de equilibrio mas coherentes con los valores de ICsg que las
atipicas constantes inferiores a 0.01 nM determinadas con el equipo Biacore. Teniendo
en cuenta que estos ultimos valores se calcularon a partir de datos cinéticos, una
determinacion mas precisa de la constante de equilibrio para estos dos anticuerpos

mediante SPR requeriria probablemente de un diseifo experimental diferente.

En resumen, una muestra de mAbs para penthiopyrad ha sido caracterizada en
términos cinéticos y termodinamicos. Se han evaluado las constantes de velocidad
para los reconocimientos del fungicida y del conjugado HRP—PPm mediante resonancia
de plasmones superficiales, y a partir de dichas constantes cinéticas se han calculado
las correspondientes constantes de equilibrio para evaluar cuantitativamente la
afinidad de los anticuerpos hacia ambas especies. Del mismo modo, las constantes de
equilibrio se han estimado a partir de datos experimentales obtenidos mediante ELISA
competitivo en varios formatos, y se han observado en muchos casos valores muy
parecidos a los determinados mediante SPR. Por ello, esta aproximacién puede
constituir una alternativa rapida y econdmica para la estimacidon de constantes de
equilibrio cuando no se dispone de un equipo de SPR. En cualquier caso, la informacién
recabada también podria servir para seleccionar anticuerpos con aplicaciones
diferentes a los inmunoensayos y en las que la cinética cobre importancia, como puede
ser el caso de las columnas de inmunoafinidad o la inmunocromatografia de flujo

lateral.

3.6. Inmunizacion con constructos de nanotubos de carbono

Ademas de la evaluacién de diferentes haptenos para la obtencién de anticuerpos
policlonales y monoclonales para los fungicidas fluopyram y penthiopyrad, otro

objetivo de esta Tesis Doctoral ha sido llevar a cabo un estudio mas profundo del
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mecanismo de inmunizacién con haptenos empleando inmundgenos basados en
nanotubos de carbono. Recientemente, nuestro grupo ha demostrado que la
inmunizacion de animales con complejos formados por conjugados proteina—hapteno
unidos covalentemente a un soporte de nanotubos de carbono da lugar a una buena
respuesta inmunitaria dirigida hacia el hapteno con cantidades extraordinariamente

188 E| presente estudio constituye un nuevo capitulo en la investigacion

bajas de éste.
de la influencia de este tipo de nanomateriales para preparar inmundgenos y generar

anticuerpos especificos de moléculas organicas pequefias.

En este nuevo estudio, el propdsito fue analizar cdmo influye la presencia o la
ausencia de proteina transportadora al inmunizar con constructos basados en
nanotubos, en lo que se refiere tanto a la calidad de los anticuerpos generados como a
la posibilidad de inducir respuesta inmunitaria sin necesidad de emplear adyuvantes.
Para ello, se activaron y funcionalizaron en primer lugar nanotubos de carbono
multicapa comerciales mediante quimica asistida por microondas, que resulta muy
adecuada por la capacidad intrinseca de los nanotubos de absorber esta radiacion, por
lo que las transformaciones son mucho mas sencillas que cuando se emplean técnicas

convencionales,?>%1°

En segundo lugar, los nanotubos funcionalizados fueron
enlazados covalentemente a un conjugado proteina—hapteno o bien al propio hapteno
mediante el método del éster activo.'** Por ultimo, el andlisis de los antisueros
obtenidos tras la inmunizacion de animales de laboratorio con los dos tipos de
constructos, asi como el seguimiento de las posibles secuelas fisioldgicas en los
animales inmunizados, permitié extraer diversas conclusiones relacionadas con el

objetivo del estudio.

3.6.1. Preparacion de inmundgenos basados en nanotubos

El estudio anterior revel6 una dependencia de la respuesta inmunitaria con la
forma del inmundgeno, obteniéndose los mejores resultados cuando se emplearon

nanotubos cortos y gruesos.'®®

Teniendo en cuenta este resultado y la estrategia
empleada para su obtencidn, los inmundégenos utilizados en el presente estudio se
prepararon a partir de nanotubos de carbono multicapa (MWNT) comerciales de
50-80 nm de diametro externo, 5-15 nm de diametro interno y 10-20 um de longitud,
es decir, gruesos y largos. Mediante una reaccion de fragmentacién oxidativa a presién

y temperatura elevadas, inducida por HNOs; vy facilitada por irradiacion con
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microondas, los nanotubos de carbono fueron simultdneamente seccionados vy

funcionalizados con grupos carboxilato (CNT-COOH, Esquema 3.62)."°%%%°
0O
OH
MWNT HNO; 85% CNT-COOH
(C~0mv) 190 °C, 19 bar (€ =-36.3 mV)
(MW a 250 W)
30 min

Esquema 3.62. Fragmentacion oxidativa de MWNT para proporcionar CNT-COOH.

La transformacion se verific6 mediante la medida del potencial zeta () de una
suspension acuosa del producto de reaccién. Esta magnitud, también llamada
potencial electrocinético, indica la diferencia de potencial tedrica existente entre la
superficie de los nanotubos en suspension y el seno del medio dispersante, y se calcula
mediante modelos tedricos a partir de valores experimentales como la movilidad
electroforética. Teniendo en cuenta que se trata de un potencial electrostatico, su
signo indica el tipo de carga eléctrica existente sobre la particula (positiva o negativa) y
su valor absoluto es proporcional a la densidad de carga superficial de ésta. Asi, un
valor absoluto elevado es caracteristico de particulas cargadas que se repelen entre si,
originando una suspension coloidal estable. Por el contrario, valores proximos a cero
son consecuencia de particulas poco cargadas con tendencia a flocular, y por tanto se
observan en suspensiones inestables. La relacion existente entre los valores de vy la

estabilidad de una suspension coloidal se muestra en la Figura 3.17.%**

: Estabilidad
- Baja Moderada Alta - del coloide

C :) mV
0 15 30 45 60 G 1mV)

Figura 3.17. Estabilidad relativa de las suspensiones coloidales en funcién de su valor

de potencial zeta.

La suspensién de CNT-COOH a una concentraciéon de 1 mg/mL, que mostré una
buena estabilidad durante prolongado tiempo, proporciond un potencial zeta de -36.3
mV, coherente con la presencia de grupos carboxilato cargados en la superficie de los
nanotubos. Dichos grupos funcionales se hicieron reaccionar después con
etilendiamina, lo que condujo a la formacién de enlaces amida y al cambio de los

puntos de anclaje carboxilicos por grupos amino (CNT-NH,, Esquema 3.63).1®
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O (@]
H N/\/NH2 H
CNT-COOH 2 CNT-NH,
(£=-36.3 mV) DMSO, 30 min (£ =+23.8 mV)
(MW a 280 W)
180 °C, 6 bar

Esquema 3.63. Preparacion de CNT-NH, a partir de CNT-COOH y etilendiamina.

La presencia de dichos grupos amino en su forma protonada fue consistente con el
potencial zeta de la suspension acuosa a 1 mg/mL de CNT-NH,, cuyo valor fue de +23.8
mV. En consonancia con este valor, la suspensién resultdé ser menos estable,

observandose su floculacion al cabo de pocos dias.

Una vez preparados los nanomateriales con las dimensiones deseadas y
funcionalizados con grupos amino, se procedié a la preparacién de los inmundgenos
finales. Para llevar a cabo este estudio se escogié el fungicida penthiopyrad como
analito modelo, y considerando la calidad de los anticuerpos obtenidos frente a éste a
partir de los distintos haptenos preparados, se decidié preparar inmundgenos basados
en el hapteno PPm (81). La eleccidn de este hapteno estuvo motivada por haber sido
claramente el mejor representante estructural de penthiopyrad. De este modo, tanto
el hapteno PPm como el conjugado BSA-PPm, cuya preparacion se ha descrito
anteriormente (secciones 3.2.4 y 3.3.2), serian unidos a los nanotubos por formacion
de enlaces amida entre los grupos carboxilo de los primeros y los grupos amino de los

segundos, empleando para ello el método del éster activo.

Como se ha discutido anteriormente, la BSA es una proteina globular que contiene
entre 30y 35 residuos de lisina accesibles en su superficie, con grupos amino primarios
disponibles para su derivatizacion, y también 40 residuos de aspartato y 59 de
glutamato, con grupos carboxilato libres. En el conjugado BSA—PPm empleado, con un
promedio de 18 moléculas de hapteno PPm por molécula de proteina,
aproximadamente la mitad de dichos residuos dejaron de estar disponibles. Asi pues,
una posible via de unién del conjugado a los nanotubos habria sido la condensacién de
CNT-COOH vy los grupos amino todavia disponibles en el conjugado. Sin embargo, es
probable que dichos grupos amino fuesen los menos accesibles entre los disponibles,
lo que sumado a la pequefia cantidad de puntos de anclaje carboxilicos en los
nanotubos reducia de forma drastica la probabilidad de que la union deseada se
produjera. Por este motivo, se decidid aprovechar el gran nimero de grupos carboxilo

asociados a residuos de aspartato y glutamato presentes en la proteina e inalterados
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en el conjugado, lo que incrementaria la probabilidad de producirse la conjugacion
buscada. El inconveniente de esta metodologia fue Ila posibilidad de
homoacoplamiento entre varias moléculas de conjugado BSA-PPm, lo que pudo
solucionarse con una concentracion baja de conjugado y activando los grupos
carboxilo en presencia de una concentracion relativamente elevada de CNT-NH,. Otra
posibilidad habria sido la utilizacién de un conjugado con mayor relacion molar
hapteno—proteina, pero dada la disponibilidad inmediata del conjugado ya preparado,

se descartd esta opcion.

De esta forma, los grupos carboxilo del conjugado BSA—PPm fueron convertidos en
sus correspondientes ésteres activos, que reaccionaron después con los grupos amino

de CNT-NH, para dar lugar al constructo CNT-BSA—PPm (Esquema 3.64).

o) o)
1) BSA-PPm
NH
N2 EDC-HCI, NHSS NH
H PB10 (pH 7.4)
ta,2h

CNT-NH, 2) Gly-HCl
(€ = +23.8 mV) t.a., 30 min

CNT-BSA-PPm
(C=-325mV)

Esquema 3.64. Obtencién del constructo inmunogénico CNT-BSA-PPm.

Para la activacion inicial de los grupos carboxilo del conjugado BSA—PPm se utilizd
EDC-HCI, un reactivo muy utilizado tanto en reacciones de bioconjugacién como en
sintesis organica para la formacién de enlaces amida. La EDC esta especialmente
indicada cuando la reaccion se efectia en medio acuoso, ya que es soluble en agua. Sin
embargo, debido a su caracter electrofilico, el reactivo se degrada a pH basico, por lo
gue la reaccidn se llevd a cabo en tampédn fosfato sédico 10 mM, pH 7.4 (PB10), y por
tanto en ausencia de nucledfilos distintos a CNT-NH, o al agua. Como se describi6 en la
seccion 3.3.1, la reaccidon entre un grupo carboxilo y una carbodiimida da lugar a una
O-acilisourea intermedia, que reacciona facilmente con nucledfilos y libera una urea
como subproducto. En este caso, se afiadido ademas a la mezcla de reaccion sal sédica
de N-hidroxisulfosuccinimida (NHSS), un derivado de NHS que incorpora un grupo
sulfonato que le confiere una mayor solubilidad en agua. En estas condiciones, las
moléculas de NHSS reaccionaron con las O-acilisoureas intermedias formadas a partir
de los grupos carboxilo del conjugado BSA—PPm para dar lugar a ésteres activos
hidrofilicos, preservando asi la solubilidad de la proteina en el medio acuoso. Dichos

ésteres activos reaccionaron posteriormente con los grupos amino de los nanotubos
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de carbono para formar el constructo buscado. EI mecanismo se resume en el

Esquema 3.65.

Formacién de la O-acilisourea:

/\N +| H | A~ | H
(“ or Qo N oo
BSA-PPm EDC-HCI O-acilisourea

Formacién del éster activo:

+/ Q 0 SO;+ -
N/\/\N 0 Na HN/\/\N\H
Olkﬂ)\ + HQ-N NaT OJL N ¥ O}\N/\ |
SOs ° 0 H clI-
(0]
O-acilisourea NHSS Ester activo urea (subproducto)

Formacién del enlace amida:

so3

0
0
Ok ) g OM\ND +  HQ-N Na'
\/ i 80,
0]
Ester activo CNT-NH, CNT-BSA-PPm NHSS

Esquema 3.65. Mecanismo de formacién del constructo CNT-BSA—PPm.

Tras el acoplamiento covalente, se desactivaron los grupos carboxilo sin reaccionar
por adicion de hidrocloruro de glicina (Gly-HCl). De este modo, se obtuvo un
constructo con buena capacidad de dispersién en medio acuoso, reflejado en el valor
del potencial zeta de -32.5 mV para una suspension a 2.5 mg/mL. Esta variacion
respecto al valor observado para CNT-NH, refleja la introduccién de las moléculas de

BSA con carga global negativa en la superficie del nanotubo.

En lo que respecta a la unién directa del hapteno PPm a los nanotubos, la reaccion
se llevé a cabo de forma similar a la preparacién de conjugados proteina—hapteno,
dado que en este caso cada molécula de hapteno contenia un Unico grupo carboxilo.
De este modo, la adicion del hapteno PPm activado (PPm—NHS, 107) a una suspension

de CNT-NH, proporcioné el complejo CNT-PPm (Esquema 3.66).

» 176 «



Resultados y Discusién

0 (0]

N NH2 NH

H N F3C
PPm-NHS (107) N
I b | H 3 CNT-PPm

CNT-NH PB10 (pH 7.4) s NN (=+6.9mV)
2 ta,4h = o}
(¢ =+23.8mV)

Esquema 3.66. Preparacién del complejo CNT-PPm por reaccidon entre CNT-NH, y
PPm—-NHS (107).

La medida del potencial zeta de una suspension acuosa de CNT-PPm a 2 mg/mL
arrojo un valor de +6.9 mV, coherente con la baja estabilidad de dicha suspension, que
tendia a la floculaciéon en pocos minutos. La reduccion del valor del potencial zeta
puede explicarse por la desaparicion de carga positiva tras la unién de moléculas
apolares de hapteno. Sin embargo, el valor final indico la presencia de grupos amino
sin reaccionar. Este potencial residual conferia una ligera capacidad de dispersién al

constructo CNT-PPm para preparar indculos mas homogéneos y estables.

3.6.2. Caracterizacion de constructos

Como se ha discutido en el apartado anterior, el avance en la funcionalizacién de
los nanotubos se registré6 mediante la medida del potencial zeta, relacionado con la
estabilidad relativa de sus suspensiones coloidales. Los valores obtenidos en cada
etapa fueron consistentes con la transformacién realizada. Sin embargo, sélo
proporcionaron informacién cualitativa sobre la carga eléctrica que soportaban los
nanotubos. Por este motivo, los dos tipos de constructos preparados fueron
caracterizados en mayor profundidad mediante el calculo de las cantidades de
conjugado y hapteno inmovilizados y en el caso de CNT-BSA—PPm por observacién al

microscopio electrénico.

La cuantificacion de la carga de inmundgeno se llevd a cabo mediante ELISA
competitivo indirecto. Dado que en el momento de llevar a cabo este estudio
Unicamente se disponia de anticuerpos policlonales para penthiopyrad, el analisis se
llevé a cabo con los pAbs PPmi#tl y PPm#2. Se emplearon dos anticuerpos distintos con
el objetivo de reforzar la autenticidad de los resultados. De este modo, se tapizaron las
placas con el conjugado OVA-PPm, se prepararon curvas estandar de conjugado
BSA—PPm y de hapteno PPm, y simultaneamente se analizaron diversas diluciones de
constructo CNT-BSA—-PPm o bien de constructo CNT-PPm. En estas condiciones, se

establecid una competicién entre el conjugado de tapizado y el constructo analizado
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por unirse al anticuerpo empleado, capaz de reconocer al hapteno PPm y por tanto
con potencial capacidad de interaccionar tanto con el conjugado OVA-PPm como con
los dos tipos de complejos basados en nanotubos. La seial fue por tanto inversamente
proporcional a la concentracién de hapteno PPm sobre el constructo. Las curvas
estandar empleadas para la cuantificacion de la carga de inmundgeno en los

constructos se muestran en la Figura 3.18.
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Figura 3.18. Curvas estandar obtenidas mediante ELISA competitivo indirecto
homdlogo con los pAbs PPm#1 (e) y PPm#2 (o) empleadas para la cuantificaciéon de
conjugado BSA—PPm (izquierda) y hapteno PPm (derecha) anclados covalentemente a

los nanotubos de carbono.

Una vez interpolada la seial en su correspondiente curva estdndar, y teniendo en
cuenta la concentracidn de nanotubo, se estimo la proporcidon de conjugado BSA—PPm
o de hapteno PPm presente en cada uno de los dos constructos. Ademas de llevar a
cabo el ensayo con dos anticuerpos distintos, el experimento se repitié variando las
concentraciones de anticuerpo y conjugado de tapizado, obteniendo resultados
similares en todos los casos. De este modo, se determind que el constructo CNT-BSA—
PPm incorpord 2.6 pg de conjugado proteico por mg de nanotubo. Por su parte, la
cantidad de hapteno PPm anclada en el constructo CNT-PPm por mg de nanotubo
resultd ser de 0.1 pg. Estas cantidades tan pequefias, en particular la densidad de
hapteno en el constructo sin BSA, son consistentes con la dificultad que existe a la hora

de funcionalizar nanotubos de carbono.™’

Por otra parte, el complejo CNT-BSA—PPm fue caracterizado mediante microscopia
electrénica de transmision (TEM) tras el inmunomarcaje de los lugares que contenian
conjugado BSA-PPm con nanoparticulas de oro coloidal, perfectamente distinguibles

como esferas oscuras de forma bien definida. Este experimento sirvid para demostrar
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visualmente la presencia de conjugado, ademads de permitir confirmar las dimensiones
esperadas de los nanotubos. Para llevar a cabo el marcaje, se incubé el constructo con
el anticuerpo policlonal PPm#2 sobre la propia rejilla de observacion al microscopio, y
posteriormente se afiadié un anticuerpo policlonal de cabra anti-inmunoglobulinas de
conejo conjugado a oro coloidal de 5 nm, que quedd retenido en aquellos lugares
donde el pAb PPm#2 habia reconocido el hapteno PPm. Con este tratamiento fue
posible observar tanto los propios nanotubos como las nanoparticulas de oro
retenidas. Algunas micrografias obtenidas en este estudio se muestran en la Figura
3.19.

100 nm

100 nm

Figura 3.19. Micrografias obtenidas mediante microscopia electrénica de transmisién a
30000 aumentos de muestras de constructo CNT-BSA-PPm tras su inmunomarcaje

con oro coloidal.

Las micrografias mostraron la presencia de nanoparticulas de oro sobre los
nanotubos, no observandose presencia de éstas en el fondo de la imagen, lo que
confirma la presencia del conjugado BSA—PPm. De hecho, un experimento de control

llevado a cabo del mismo modo pero sin la adicion del anticuerpo especifico PPm#2
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dio lugar a una muestra en la que no se aprecid la presencia de nanoparticulas. En
cuanto a la forma de los constructos, las micrografias mostraron nanotubos del grosor
especificado por el fabricante del material de partida (50-80 nm) pero de longitud
inferior (0.5—-1 um frente a los 10-20 um del material de partida segun el fabricante)

como consecuencia de la fragmentacion oxidativa.

En resumen, la fragmentacion oxidativa de nanotubos de carbono multicapa
comerciales, seguida de una condensacion con etilendiamina y del acoplamiento
covalente del conjugado BSA—PPm o bien del hapteno PPm, proporciond los dos
constructos inmunogénicos deseados. Dichos constructos fueron caracterizados en
cuanto a carga de inmunégeno, dimensiones y dispersabilidad en medio acuoso. Los
resultados obtenidos tanto para los constructos finales como para los distintos

nanotubos funcionalizados intermedios se resumen en la Tabla 3.21.

Tabla 3.21. Propiedades de los distintos nanotubos funcionalizados

preparados.

Propiedades
Especie {(mv)® Solubilidad® [Conjugado]° [Hapteno]"
CNT 0 Ninguna - -
CNT-COOH -36.3 + 0.7 Alta - -
CNT-NH, +23.8 + 1.1 Media-alta - -
CNT-BSA-PPm -325+ 1.0 Alta 2.6 0.26°
CNT-PPm +6.9 £ 0.8 Pobre - 0.1

® Potencial zeta de una suspensién acuosa de la especie, en mV. ® Solubilidad o
capacidad de dispersién en medio acuoso a 1 mg/mL. ¢ Densidad de conjugado
expresada en pg/mg de nanotubo. ? Densidad de hapteno expresada en pug/mg de
nanotubo. ° El valor se calculé considerando una relacién molar hapteno/proteina
de 18 en el conjugado BSA—PPm.

3.6.3. Evaluacion inmunoldgica (I). Respuesta inmunitaria secundaria

Con los inmundgenos preparados se llevd a cabo un experimento de inmunizacion
con conejos New Zealand, siguiendo para ello diferentes procedimientos en los que
hubo dos variables fundamentales: la presencia o ausencia de proteina transportadora
(BSA) y la utilizacion o no de adyuvante de Freund. El primer objetivo del estudio fue la
evaluacion de la influencia de la BSA en la respuesta inmunitaria secundaria hacia el
hapteno, es decir, en la maduracién del titulo y afinidad de los anticuerpos generados.

Las pautas de inmunizacién empleadas se detallan en la Tabla 3.22.

» 180 «



Resultados y Discusién

Tabla 3.22. Procedimientos de inmunizacidn empleados para el estudio de la
respuesta inmunitaria frente a inmundgenos basados en nanotubos de carbono.

Inmunégeno Dosis inoculada

Procedimiento Inyeccion 1 Inyecciones 2-5 BSA-PPm (ug) PPm (ug)

A CNT-BSA—PPm  CNT-BSA—PPm 2 0.1
B CNT-BSA—PPm CNT-PPm 0° 0.1
C BSA-PPm BSA-PPm 2 0.1
D CNT-PPm CNT-PPm 0 0.1

® En la primera inmunizacién se inocularon 2 ug de conjugado BSA-PPm.

Las inmunizaciones se llevaron a cabo empleando inmundgenos emulsionados con
adyuvante de Freund en todos los casos y siguiendo los procedimientos A, B, Cy D, de
modo que se inmunizé un total de 8 conejos, dos con cada procedimiento. Las
cantidades de los distintos inmundgenos se ajustaron en todos los casos para que la
dosis de hapteno PPm fuese igual a 0.1 pg. En la primera inmunizacion se
emulsionaron los inmunégenos con adyuvante de Freund completo, mientras que en
las posteriores se hizo lo propio con adyuvante de Freund incompleto. La evolucién de
la respuesta inmunitaria de los animales diez dias después de cada inoculacion se
monitorizd mediante ELISA competitivo indirecto con el conjugado homodlogo

OVA-PPm. Los resultados se muestran graficamente en la Figura 3.20.

El primer resultado destacable fue que la inmunizacidn con el constructo CNT-PPm
(procedimiento D) no produjo respuesta inmunitaria. Puesto que la generacion de
anticuerpos implica en sus primeras etapas la fagocitosis del inmundgeno por una
célula del sistema inmunitario (habitualmente un macréfago), seguida de su
degradacion en pequefios fragmentos peptidicos y la presentacion de éstos al sistema
inmunitario por parte de una molécula del complejo principal de histocompatibilidad
de clase Il (MHC Il, de sus siglas en inglés) de la célula, es razonable suponer que al no
existir proteina en el inmundogeno no es posible la presentacion del hapteno al sistema
inmunitario. De hecho, el resto de procedimientos, en los que al menos uno de los
inmundgenos empleados contenia BSA, si dieron lugar a la generacion de anticuerpos

en mayor o menor medida.
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Figura 3.20. Evolucion del titulo (arriba) y de la afinidad (abajo) de los anticuerpos
obtenidos por inmunizacion de conejos empleando inmundégenos basados en
nanotubos de carbono emulsionados con adyuvante de Freund (completo en la

primera inmunizacidn, incompleto en las restantes). Los resultados corresponden a la

Numero de inyecciones

media de los dos anticuerpos obtenidos en cada pauta.

A diferencia de lo sucedido con el constructo CNT-PPm, la inoculacién repetida del
complejo CNT-BSA-PPm (procedimiento A) indujo una intensa respuesta inmunitaria.
Asi, tras solamente 3 inmunizaciones fue posible la generacidn de anticuerpos de
elevada afinidad hacia penthiopyrad, reflejada en valores de ICsq de orden nanomolar,
y con un titulo tal que fue posible obtener una sefial adecuada en los inmunoensayos
competitivos tras ser diluidos 10° veces. Una vez producida esta rapida maduracion, a
partir de ese momento la respuesta inmunitaria se estabilizé, ya que no hubo cambios
importantes ni en el titulo ni en la afinidad tras dos inmunizaciones adicionales. Es

importante destacar que estos excelentes resultados se obtuvieron empleando dosis
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de conjugado BSA—PPm unido al nanotubo de tan solo 2 ug, siendo 300 ug la dosis
habitual para la inmunizacién rutinaria de conejos. De hecho, la inmunizacién
convencional con dosis de 2 pug de conjugado BSA—PPm sin presencia de nanotubos
(procedimiento C) requiridé 5 inyecciones para lograr anticuerpos de afinidad similar, si
bien el titulo fue mucho mas reducido y no subié de 3-10°. Estos resultados, ya
observados en un estudio anterior frente a azoxystrobin,'®® muestran de nuevo que los
nanotubos unidos covalentemente al conjugado BSA-PPm incrementan el caracter
inmunogénico de éste, dando lugar a una maduracidon rdpida de la respuesta

inmunitaria y a un titulo elevado de anticuerpos.

Otro resultado relevante fue el que se obtuvo cuando se inoculé una primera dosis
de constructo CNT-BSA-PPm seguida de inyecciones sucesivas de complejo CNT-PPm
(procedimiento B). En este caso se obtuvieron anticuerpos de titulo estable (3-10%) a
partir de la segunda inmunizacion, mientras que su afinidad fue mejorando
progresivamente hasta alcanzar, tras cinco inmunizaciones, valores de ICso similares a
los obtenidos mediante inoculacion repetitiva del constructo CNT-BSA-PPm
(procedimiento A). Es decir, la supresidon de la proteina transportadora a partir de la
segunda inmunizacidn dio lugar, tras cinco inoculaciones, a una maduracion de la
respuesta inmunitaria que, si bien fue mas lenta, permitié alcanzar un nivel
cualitativamente equivalente al logrado incluyendo BSA en todas las dosis, tanto en lo
que respecta a la afinidad como al titulo de los anticuerpos. Por tanto, la respuesta
inmunitaria secundaria, que dio lugar a la maduracion del titulo y la afinidad de los
anticuerpos, se produjo en este caso probablemente sin mediacién del MHC Il. Sin
embargo, para que esto fuese posible, fue necesaria una primera dosis acompanada de
proteina, lo que sugiere que la respuesta inmunitaria primaria si se produjo con

mediacion del MHC II.

La evolucidn gradual de la respuesta inmunitaria generada con el procedimiento B
puede apreciarse con facilidad en la Figura 3.21, en la que se comparan las curvas de
inhibicidn obtenidas mediante ELISA competitivo indirecto a lo largo del proceso. Las
curvas se han normalizado para facilitar su comparacién. La dosis inicial de constructo
CNT-BSA-PPm indujo la respuesta inmunitaria primaria, materializada en la
generacién de anticuerpos de afinidad muy mejorable hacia penthiopyrad (el valor de
ICso fue superior a 100 nM), que ademas dieron lugar a una sefal de fondo en los
inmunoensayos. Considerando el caracter policlonal de los anticuerpos generados,

este fondo se debe probablemente a la presencia minoritaria de inmunoglobulinas
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capaces de reconocer débilmente el conjugado de tapizado pero con escasa afinidad
hacia el fungicida, o bien a interacciones inespecificas con el conjugado. Sin embargo,
tras la segunda inyeccién, que constituyd la primera dosis de constructo CNT-PPm, la
sefial de fondo antes citada desaparecié por completo, lo que probablemente tiene
como causa la seleccién de las inmunoglobulinas de mejor calidad asociada a la
maduraciéon de la respuesta inmunitaria. Del mismo modo, la afinidad de los
anticuerpos aumento ligeramente, con un valor de IC5o ya en torno a 100 nM. Con
cada nueva dosis de CNT-PPm la afinidad de los anticuerpos fue mejorando, hasta
alcanzar un valor de ICsg de 31.45 nM tras un total de 5 inmunizaciones, bastante
similar al valor de 12.37 nM obtenido con el mismo nimero de inoculaciones de

constructo CNT-BSA—PPm.

1.2
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Figura 3.21. Curvas normalizadas de inhibicidn obtenidas mediante ELISA competitivo
indirecto con los anticuerpos generados tras sucesivas inyecciones del constructo
CNT-PPm, precedidas de una primera dosis de CNT-BSA-PPm, y emulsionando todos
los inmundgenos con adyuvante de Freund (lineas discontinuas, ver Tabla 3.22,
procedimiento B). NUmero de inyecciones: primera (circulo), segunda (tridngulo hacia
abajo), tercera (cuadrado), cuarta (rombo) y quinta (triangulo hacia arriba). Se incluye
la curva de inhibicién normalizada obtenida tras cinco inoculaciones de CNT-BSA—PPm
emulsionado con adyuvante de Freund (linea continua, ver Tabla 3.22, procedimiento
A). Todos los valores son la media de los resultados obtenidos con dos anticuerpos y

tres réplicas independientes (n = 6).
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En resumen, cuando se emplearon inmundgenos emulsionados con adyuvante de
Freund, la inmunizacion con el conjugado BSA—PPm anclado covalente a nanotubos de
carbono dio lugar a la generacion de anticuerpos de elevada afinidad hacia
penthiopyrad con dosis de tan solo 2 pg, frente a los 300 pg empleados habitualmente
sin nanotubos. Del mismo modo, la maduracion de la respuesta inmunitaria pudo
llevarse a cabo sin mediacién de proteina transportadora a partir de la segunda
inmunizacién, inoculando dosis de hapteno de solo 0.1 ug y provocando una respuesta
inmunitaria dirigida hacia el hapteno y no hacia la proteina transportadora. Por lo
tanto, el uso de inmundgenos basados en nanotubos de carbono constituye una
potencial alternativa para la generacion de anticuerpos de elevada afinidad cuando por
circunstancias diversas se disponga de poca cantidad de hapteno. Del mismo modo,
este tipo de inmundgenos también podrian ser Utiles en aquellos casos en los que
fuese conveniente la inoculacion de una baja concentracion de hapteno para evitar un
perjuicio al animal o incluso su muerte, como podrian ser los casos en los que la diana

fuese una toxina.

3.6.4. Evaluacion inmunoldgica (ll). Efecto adyuvante

El segundo objetivo de este estudio fue comprobar si los inmundgenos empleados
poseian caracter adyuvante y si éste era dependiente o no de la presencia de proteina
transportadora. Los haptenos, por definicion, son moléculas capaces de ser
reconocidas por anticuerpos pero no de desencadenar por si solas la respuesta
inmunitaria, es decir, son antigénicas pero no inmunogénicas. Para obtener
anticuerpos frente a haptenos, es necesario enlazarlos covalentemente a una proteina
transportadora, obteniendo de esta forma un conjugado proteina—hapteno. No
obstante, la inoculacion de estos conjugados siempre se hace junto con adyuvantes, es
decir, sustancias que actuan como inmunopotenciadores, facilitando asi la captacion
del inmundgeno por parte del sistema inmunitario. Los mas habituales son los aceites
minerales, entre ellos el adyuvante de Freund, que en esta Tesis Doctoral se ha
empleado tanto para la generacion convencional de anticuerpos policlonales y
monoclonales, como para el estudio con inmundgenos basados en nanotubos de
carbono descrito en el apartado anterior. Sin embargo, este adyuvante es costoso y
peligroso para el manipulador, y también es responsable de la generacion de heridas
de importante consideracion en los animales inmunizados (ver Figura 3.24), por lo que

resultaria de interés encontrar métodos alternativos para evitar su uso. Dado que en
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nuestro grupo se demostrd previamente que los nanotubos de carbono poseen cierto
caracter adyuvante,'®® en esta Tesis se ha llevado a cabo un segundo estudio para
determinar si este efecto es extensible a otro analito y si es dependiente o no de la

presencia de proteina transportadora.

Para la evaluacidn del efecto adyuvante de los nanotubos de carbono, se llevaron a
cabo inmunizaciones adicionales respecto a las descritas en el apartado anterior, en las
qgue los inmundgenos se inocularon sin emulsionarse con adyuvante de Freund. Asi,
junto con los 8 conejos inmunizados con adyuvante de Freund, otros 4 conejos se
inmunizaron siguiendo los procedimientos A y B sin adyuvante (Tabla 3.22), evaluando
por tanto cada uno de ellos en 2 animales. Todas las dosis se ajustaron de modo que la
cantidad inoculada de hapteno fuese siempre de 0.1 pg. La respuesta inmunitaria
generada mediante cada pauta se evalud del mismo modo que en el estudio de
respuesta inmunitaria secundaria. En la Figura 3.22 se recoge la evolucién del titulo y
de la afinidad de los anticuerpos obtenidos siguiendo los procedimientos Ay B y con
adyuvante (A+ y B+, respectivamente) y los resultados obtenidos con los

procedimientos A y B sin adyuvante (A- y B-, respectivamente).

Como se ha detallado en el apartado anterior, la inoculacién repetida del
constructo CNT-BSA—PPm emulsionado con adyuvante de Freund (procedimiento A+)
indujo la generacion de anticuerpos de elevada afinidad hacia penthiopyrad, con un
grado final de maduracion de la respuesta inmunitaria similar al que se obtuvo tras
dosis sucesivas del complejo CNT-PPm precedidas de una inoculacion inicial de
CNT-BSA-PPm, todas ellas con adyuvante (procedimiento B+). Por su parte, la
inmunizacidn con el constructo CNT-BSA-PPm sin adyuvante (procedimiento A-) dio
lugar también a la generacion de anticuerpos de afinidad significativa hacia
penthiopyrad con solo dos dosis, la cual se elevd aun mads tras un total de cinco
inoculaciones hasta alcanzarse el valor mas bajo de ICsq observado en todo el estudio
(4.50 nM). Del mismo modo, el titulo de los anticuerpos obtenidos mediante esta
pauta de inmunizacion se estabilizd a partir de la segunda inmunizaciéon en valores
aceptables que oscilaron entre 3-10° y 10%. Estos resultados revelan por tanto el
caracter adyuvante del complejo CNT-BSA-PPm, algo esperable teniendo en cuenta lo

observado en el estudio anterior con azoxystrobin.
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Figura 3.22. Evolucion del titulo (arriba) y de la afinidad (abajo) de los anticuerpos
obtenidos por inmunizacion de conejos empleando inmundgenos basados en
nanotubos de carbono emulsionados con adyuvante de Freund (completo en la
primera inmunizacidn, incompleto en las restantes) o sin adyuvante. La presencia o
ausencia de adyuvante se indica respectivamente con un signo + o — junto al nombre

del procedimiento (Tabla 3.22). Los resultados son la media de los dos anticuerpos
obtenidos en cada pauta.

Otro resultado a destacar fue el que se obtuvo tras la inyeccidn periédica de cuatro
dosis de CNT-PPm precedidas de una inoculacidon inicial de CNT-BSA-PPm,
prescindiendo en todos los casos de adyuvante (procedimiento B-). Tras la primera
dosis se obtuvieron anticuerpos incapaces de reconocer penthiopyrad y de titulo muy
reducido (inferior a 10%), que corresponden a una débil respuesta inmunitaria primaria.

No obstante, a partir de este punto, inoculaciones sucesivas de constructo CNT-PPm

» 187 «



Resultados y Discusion

no dieron lugar ni al aumento del titulo ni a la generacién de anticuerpos afines a
penthiopyrad, lo cual si sucedid cuando el inmundgeno incorporéd proteina
(procedimiento A-) o cuando todas las inmunizaciones se llevaron a cabo

acompafiadas de adyuvante de Freund (procedimiento B+).

En estudios anteriores se habia visto que la inoculacion de una mezcla no covalente
de nanotubos y conjugado sin adyuvante de Freund no producia respuesta

inmunitaria.®®

Todas estas observaciones sugieren que la manifestacién del caracter
adyuvante de los nanotubos de carbono requiere de la presencia de proteina
transportadora unida covalentemente y, por otra parte, que la maduracién de la
respuesta inmunitaria sin mediacion de proteina sélo parece ser posible cuando los
inmunogenos se inoculan junto con adyuvante de Freund. En cualquier caso, cuando
hubo maduracién de la respuesta inmunitaria, los inmunégenos basados en nanotubos
de carbono sintetizados permitieron obtener anticuerpos de afinidades
cualitativamente muy similares empleando diferentes procedimientos de
inmunizacion. Dicha similitud se hace visible en la Figura 3.23, que muestra las curvas

de inhibicidn obtenidas tras la inmunizacién completa con los procedimientos A+, B+y

A-.

Aunque las tres curvas no son coincidentes, todas ellas reflejan la generacion de
anticuerpos de elevada afinidad. Como ya se indicé en la Figura 3.21, el
reconocimiento de penthiopyrad con los anticuerpos generados tras cinco
inoculaciones de inmundgenos emulsionados con adyuvante de Freund fue
practicamente equivalente con mediacién de la proteina en la maduracién de la
respuesta inmunitaria o sin ella (procedimientos A+ y B+, respectivamente). En
términos absolutos, los anticuerpos que mostraron una mayor afinidad hacia
penthiopyrad fueron los obtenidos por inmunizacion con CNT-BSA-PPm sin
acompafiamiento de adyuvante de Freund (procedimiento A-), con un excelente valor
de ICso de 4.50 nM. No obstante, los anticuerpos con el titulo mas elevado del estudio
fueron los generados con este mismo constructo, pero emulsionado con adyuvante
(procedimiento A+). Teniendo en cuenta el cardcter inmunopotenciador del constructo
CNT-BSA—PPm, el titulo tan elevado con el procedimiento A+ podria deberse a la suma
de dicho caracter con el del adyuvante de Freund. En cualquier caso, no hubo
diferencias significativas en el titulo y la afinidad de los anticuerpos generados con

cualquiera de los tres procedimientos.
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Figura 3.23. Curvas normalizadas de inhibicion obtenidas mediante ELISA competitivo
indirecto con los anticuerpos generados tras cinco inmunizaciones con los constructos
CNT-BSA-PPm y CNT-PPm acompanados o no de adyuvante de Freund, siguiendo los
procedimientos descritos en la Tabla 3.22 nombrados como A+ (circulos), A-
(cuadrados) y B+ (tridngulos). Los valores son la media de los resultados obtenidos con

dos anticuerpos y tres réplicas independientes (n = 6).

3.6.5. Efectos secundarios de la inmunizacion con nanotubos

Paralelamente al seguimiento de los anticuerpos generados se monitorizé el
estado de los animales inmunizados con constructos de nanotubos de carbono. A lo
largo del proceso de inmunizacién, todos los conejos mostraron una evolucion similar
en su peso, sin anormalidades en cuanto a comportamiento o ingesta de comida y
agua. Puesto que las inoculaciones fueron por via subcutdnea, se observaron
alteraciones importantes en la piel de los animales a los que se inyecté inmundgenos
emulsionados con adyuvante, como ocurre siempre al utilizar adyuvante de Freund.
Por el contrario, los que no incluyeron adyuvante no presentaron alteraciéon alguna. En
general, los primeros presentaron inflamacion local o abscesos en la zona de inyeccion
(Figura 3.24, izquierda), mientras que los segundos no desarrollaron ninguno de estos
dafos (Figura 3.24, derecha). Por tanto, queda claro que los nanotubos de carbono
acompafiados de proteina transportadora ejercen efecto adyuvante y aparentemente
sin causar dafio severo a los animales de laboratorio, lo que si sucede cuando los

inmundgenos se acompaian de adyuvante de Freund.
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Figura 3.24. A la izquierda, absceso generado en la piel de un conejo tras la inyeccion

de un inmundégeno emulsionado con adyuvante de Freund. A la derecha, la misma
zona de la piel de otro conejo al que se inyecté el constructo CNT-BSA—PPm sin

adyuvante de Freund.

En resumen, la generacidon de anticuerpos de elevado titulo y afinidad hacia un
analito de bajo peso molecular como es penthiopyrad empleando inmundgenos
basados en nanotubos de carbono fue posible cuando el primer contacto del antigeno
con el sistema inmunitario estuvo mediado por proteina transportadora. Tras la
generacién de la respuesta inmune primaria, la respuesta inmunitaria secundaria o
maduraciéon de la afinidad y el titulo de los anticuerpos se pudo llevar a cabo, tanto
con mediacién de proteina como sin ella, y haciendo uso de adyuvante de Freund, lo
gue sugiere la existencia de mecanismos alternativos a la participaciéon del MHC Il en
dicho proceso de maduracién y ademas abre la puerta a la generacién de anticuerpos
cuya respuesta se dirigiese exclusivamente al hapteno. Del mismo modo, los
nanotubos mostraron un caracter adyuvante cuando se acompafiaron de proteina
transportadora. Asi, la inoculacidn repetida del constructo CNT-BSA—PPm permitid la
generaciéon de anticuerpos de afinidad igualmente elevada sin necesidad de utilizar
adyuvante de Freund, evitando ademads la aparicion de heridas en los animales
inmunizados. Todas estas metodologias dieron muy buenos resultados con dosis
realmente bajas de conjugado BSA—PPm y de hapteno PPm, de tan solo 2 y 0.1 pg,
respectivamente. Por tanto, los procedimientos descritos constituyen potenciales
alternativas para la generacion de anticuerpos de elevada afinidad hacia moléculas
pequefias en aquellos casos en los que la cantidad de hapteno o la minimizacién del

dafo infringido a los animales de laboratorio sean variables determinantes.
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3.7. Optimizaciéon y desarrollo de inmunoensayos

Una vez generados y caracterizados los anticuerpos tanto policlonales como
monoclonales para los dos analitos de estudio, se escogieron las parejas
anticuerpo/conjugado que dieron lugar a los mejores inmunoensayos competitivos.
Dada la gran influencia que pueden ejercer las propiedades fisicoquimicas del entorno
sobre las interacciones anticuerpo/analito y anticuerpo/conjugado, el desarrollo de los
mejores inmunoensayos se completd tras una evaluacion de algunas de las variables
de ensayo mas importantes, como son el pH y la fuerza idnica en la etapa de
competicidon, y un estudio de tolerancia a la presencia de algunos disolventes
organicos, dado que los ensayos irian dirigidos a muestras de origen vegetal y por
tanto seria altamente probable que los andlisis se llevasen a cabo sobre sus

correspondientes extractos organicos.

3.7.1. Seleccion de inmunoensayos

La seleccién de los inmunoensayos competitivos de mayor interés se hizo
atendiendo en primer lugar a la afinidad y especificidad de los anticuerpos, primando
asi la seleccion de parejas anticuerpo/conjugado que dieran lugar a ensayos de la
mayor sensibilidad posible (valores bajos de ICso) y a su vez de anticuerpos con la
menor reactividad cruzada posible hacia los diferentes compuestos ensayados. En
segundo lugar se tuvieron en cuenta algunos criterios practicos, como la utilizacion de
concentraciones de inmunorreactivos lo mds bajas posibles o bien la busqueda de
curvas de inhibicidn con valores de pendiente cercanos a la unidad para garantizar un

buen compromiso entre la exactitud del ensayo y el rango de trabajo.

Teniendo en cuenta todos los criterios anteriores, en primer lugar para cada analito
se preseleccionaron cuatro inmunoensayos, tanto de anticuerpos monoclonales como
de policlonales y de los dos formatos de ELISA competitivo evaluados. Los ensayos
seleccionados para fluopyram se recogen en la Tabla 3.23. La sensibilidad hacia
fluopyram de los inmunoensayos preseleccionados fue excelente, a la vista de los
valores de IC5g de todos ellos. De hecho, éstos fueron extraordinariamente reducidos
cuando los ensayos hicieron uso del mAb FPb#12, incluso cuando se empled el
conjugado homadlogo, como se observé en el ensayo directo (FPb#12/HRP—FPb). Por
otra parte, y como suele observarse cuando se emplean anticuerpos monoclonales, la

pendiente fue mas elevada cuando los ensayos se efectuaron con el mAb FPb#12. Por
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todo ello, y teniendo en cuenta que todos los resultados mostraron la elevada calidad
del mAb FPb#12, se decidid llevar a cabo la optimizacién y el desarrollo de los dos
inmunoensayos que hacian uso de este anticuerpo, es decir, el ensayo en formato
directo FPb#12/HRP-FPb y el ensayo en formato indirecto FPb#12/OVA—FPhb, con
valores de ICso de 0.750 y 0.531 nM, respectivamente.

Tabla 3.23. Propiedades de los inmunoensayos para fluopyram preseleccionados.’

Formato directo Formato indirecto

12 —/ 1.2
@  pAb FPb#2/HRP-FPhb
10 60— O mAb FPb#12/HRP-FPb 1.0

0.8

®  pAb FPb#1/OVA-FPhb
O mAb FPb#12/OVA-FPhb

0.8

0.6 0.6

A/A,
A/A,

04 0.4 4

0.2 0.2 4

0.0 +——/ ) 0.0 +—/

0 102 10" 10° 10! 10? 10° 10* 0 102 10" 10° 10! 10? 10° 10*

[Fluopyram] (nM) [Fluopyram] (nM)

Ensayo con pAb Ensayo con mAb Ensayo con pAb Ensayo con mAb

Anticuerpo FPb#2 FPb#12 FPb#1 FPb#12
1/10* 10° ng/mL 1/10* 30 ng/mL
Conjugado HRP—FPhb HRP—FPb OVA-FPhb OVA-FPhb
30 ng/mL 30 ng/mL 100 ng/mL 10% ng/mL
Anmax 1.007 £ 0.110 1.282 £ 0.305 0.829+£0.231 0.820 £ 0.097
ICs0 (NM) 1.594 £ 0.022 0.750 £ 0.098 1.039+£0.190 0.531+£0.109
Pendiente 0.679 £ 0.019 1.379+0.204 0.877 £0.113 1.271 £ 0.109
Anin 0.047 £0.012 0.010 £ 0.007 0.024 £ 0.009 0.012 £ 0.005

® Los valores son la media de tres determinaciones independientes.

En la Tabla 3.24 se recopilan los cuatro inmunoensayos seleccionados para
penthiopyrad. Todos ellos mostraron una sensibilidad extraordinaria hacia el analito,
con valores de ICso en torno a 0.5 nM independientemente de la naturaleza de los
anticuerpos empleados. Como se observd en los ensayos seleccionados para
fluopyram, la pendiente de las curvas de inhibicidn fue algo mayor cuando se empled
el monoclonal PPm#410, siendo especialmente elevada en el ensayo directo
(PPm#410/HRP—PPm). Con todas estas caracteristicas, cualquiera de los cuatro
ensayos seria adecuado para su optimizacion, desarrollo y posterior validacién de
acuerdo con los objetivos de esta Tesis Doctoral. No obstante, desde el punto de vista
aplicacion y considerando

de su posterior las caracteristicas generales de

monoclonales y policlonales, se consideré mas conveniente la seleccion definitiva de
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los ensayos basados en el mAb PPm#410, ya que siempre que fuese necesario podria
generarse homogénea e indefinidamente mas cantidad a partir de su correspondiente
hibridoma. Por tanto, se escogieron definitivamente el ensayo en formato directo
PPm#410/HRP-PPm y el ensayo en formato indirecto PPm#410/0OVA-PPd’.

Tabla 3.24. Propiedades de los inmunoensayos para penthiopyrad preseleccionados.?

Formato directo Formato indirecto

12 12
® pAb PPm#2/HRP-PPb ® pAb PPm#2/OVA-PPa
1.0 O mAb PPm#410/HRP-PPm 1.0 O  mAb PPm#410/OVA-PPd"
0.8 0.8
o o
§ 0.6 § 0.6
0.4 0.4
0.2 0.2
0.0 +——/ 0.0 +— o >}
0 102 10* 10° 10* 102 10° 10* 0 10? 10? 10° 10! 10? 10° 10*

[Penthiopyrad] (nM) [Penthiopyrad] (nM)

Ensayo con pAb Ensayo con mAb Ensayo con pAb Ensayo con mAb

Anticuerpo PPm#2 PPm#410 PPm#2 PPm#410
1/10* 1000 ng/mL 1/10° 100 ng/mL
Conjugado HRP—PPb HRP—PPm OVA-PPa OVA-PPd’
30 ng/mL 100 ng/mL 100 ng/mL 100 ng/mL
Anmix 0.922 £0.182 0.954 £ 0.238 0.969 £ 0.151 0.967 £ 0.338
ICs0 (NM) 0.436 £ 0.173 0.321+£0.064 0.530 £ 0.065 0.303+£0.024
Pendiente 1.313 £ 0.457 1.670 £ 0.076 0.963 £ 0.061 1.502 £ 0.212
Anin 0.007 £ 0.006 0.004 £ 0.001 0.006 £ 0.003 0.019 £ 0.005

® Los valores son la media de tres determinaciones independientes.

3.7.2. Influencia del pHy de la fuerza idnica

Con el objetivo de maximizar la eficacia de los anticuerpos, todos los ensayos se
habian llevado a cabo en un medio basado en tampdn fosfato salino (PBS), y por tanto
en condiciones fisioldgicas de pH y fuerza idnica (/), con valores de 7.4 y 166 mM
respectivamente. No obstante, determinadas muestras podrian contener sustancias
capaces de alterar significativamente dichos valores en el transcurso del ensayo, por lo
gue se hizo necesario evaluar qué efecto podria tener sobre las curvas de inhibicién la
modificacion de estas condiciones iniciales. Para ello, se llevaron a cabo dos estudios
paralelos en los que se efectuaron los inmunoensayos manteniendo una de las dos

variables fijada en su valor inicial y variando la otra.
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Para estudiar la influencia del pH, se prepararon curvas estandar de analito en agua
MilliQ y se mezclaron con disoluciones del inmunorreactivo de competiciéon en
tampones fosfato, borato o carbonato, cubriendo un rango de valores de pH desde 5
hasta 10, y preparados de tal modo que en todos los casos se mantuviese en el ensayo
la concentracién total de sistema amortiguador (10 mM) y la fuerza idnica (166 mM).
El tipo de tampdn se decidid en cada caso de acuerdo a la correspondencia entre el pH
deseado con el intervalo de maxima capacidad amortiguadora del tampdn. La Figura
3.25 muestra la variacion relativa de los valores de Ansx e ICsp de los cuatro

inmunoensayos competitivos seleccionados respecto a los valores obtenidos en las

condiciones iniciales, es decir, en PBS (pH 7.4).

0 Al A (PBS)

0.2 4

0.0

0 A/ As(PBS)

0.2 4

0.0

Figura 3.25. Influencia del pH en la etapa de competicidn en los valores de Az € I1Cso
de los inmunoensayos competitivos seleccionados para los fungicidas fluopyram

(graficos superiores) y penthiopyrad (graficos inferiores). Los valores estan referidos al

Directo FPb#12/HRP-FPb

0.8

0.6

0.4

D——Q—Q—W |

pH

Directo PPm#410/HRP-PPm

0.8

0.6

04 -

pH

& )
2 g
e 5
€ <
= <<

L@

0

5
a a4
& =
s 5
g <
S S
2 <«

0.8

0.6

04

0.2

0.0

0.8 4

0.6 4

0.4 4

0.2 4

0.0

Indirecto FPb#12/OVA-FPhb

pH

Indirecto PPm#410/OVA-PPd”

pH

comportamiento en PBS y son la media de tres réplicas independientes.
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Para el ensayo directo de fluopyram (FPb#12/HRP—FPb), practicamente no hubo

variaciones significativas de comportamiento en el intervalo de pH desde 6.5 hasta 8.5,

mientras que por encima y por debajo de dichos limites se observd un leve y gradual
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descenso de los valores de A, En cuanto a la ICsp, su valor practicamente no se vio
alterado en todo el rango ensayado de pH, con tan solo un leve descenso a pH basico.
Por su parte, en el ensayo indirecto de fluopyram (FPb#12/OVA—FPhb) se observd un
comportamiento bastante estable al aumentar o disminuir el pH respecto al ensayo en
PBS. Asi, tanto el valor de Ansx como el de ICsg disminuyeron ligeramente cuando el
ensayo se llevé a cabo a pH cada vez mas acido. En contraposicion, conforme el pH se

hizo mas basico, sdlo fue el valor de ICsq el que se redujo progresivamente.

En cuanto al ensayo directo de penthiopyrad (PPm#410/HRP—PPm), el pH resultd
tener una considerable influencia sobre el valor de Ani, Observandose un
comportamiento cualitativamente parecido al del ensayo directo de fluopyram
(FPb#12/HRP—FPb) pero mucho mas acusado, especialmente a pH basico. Asi, la sefial
maxima se mantuvo invariable en el intervalo de pH desde 6 hasta 8.5, mientras que se
redujo un 30% a pH 5 y un 40% a pH 10. En cambio, el valor de ICsp no mostré
dependencia alguna con el pH, manteniéndose practicamente constante en todo el
rango de pH estudiado. Finalmente, para el ensayo indirecto de penthiopyrad
(PPm#410/0OVA-PPd’) se observaron resultados similares a los del ensayo directo para
este analito, con la diferencia de que el valor de A, fue mucho mas dependiente del
pH en los extremos del rango evaluado. De este modo, la sefial maxima sélo se
mantuvo practicamente invariable a pH 7.4 y 8, produciéndose importantes
disminuciones en su valor (hasta del 50%) al efectuar el ensayo tanto a pH 5 como a pH
10. De hecho, cualquier variacion de pH supuso una reduccidn en mayor o menor
medida de la sefal maxima. En cuanto a la sensibilidad de este ensayo, el valor de ICs

no experimentd modificaciones importantes a ninguno de los pH ensayados.

Una vez evaluada la influencia del pH sobre los valores de A € ICso de los
inmunoensayos seleccionados, se llevd a cabo un estudio equivalente para determinar
el efecto de la fuerza idnica. En este caso, el inmunorreactivo de competicion se
disolvié en tampones fosfato con concentraciones variables de NaCl, preparados de tal
manera que en todos los casos se mantuviesen constantes en el ensayo tanto el pH
(7.4) como, al igual que en el estudio de pH, la concentracidon total de sistema
amortiguador (10 mM). Se cubrié asi un rango de valores de fuerza idnica en ensayo
desde 50 hasta 280 mM. La influencia de esta variable sobre los inmunoensayos
seleccionados se muestra graficamente en la Figura 3.26 como variacion relativa

respecto al comportamiento observado en PBS (/= 166 mM).
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Figura 3.26. Influencia de la fuerza idnica en la etapa de competicién sobre los valores
de A,i € IG5y de los inmunoensayos competitivos seleccionados para fluopyram
(graficos superiores) y penthiopyrad (graficos inferiores). Los valores estan referidos al

comportamiento en PBS y son la media de tres réplicas independientes.

Para el ensayo directo de fluopyram (FPb#12/HRP—FPb), el aumento de la fuerza
idnica no indujo cambios importantes en los valores de Ans e ICso, aunque si se
observd una leve disminucién de ambos pardmetros cuando el ensayo se efectud a
fuerza idnica mas baja. En cualquier caso, este ensayo resultd ser bastante robusto
frente a las modificaciones de esta variable. Por su parte, el ensayo indirecto
(FPb#12/OVA—FPhb) para este analito mostré una mayor dependencia con la fuerza
idnica, especialmente en lo que respecta al valor de ICsg, que aumenté entre 2 y 2.5
veces cuando se llevod a cabo el ensayo a la fuerza idnica mas baja estudiada (50 mM) y
disminuyd alrededor de un 30% en el extremo opuesto del rango evaluado (/ = 276
mM). Para la sefial maxima, la tendencia observada fue similar a la del ensayo directo

(FPb#12/HRP—-FPb), es decir, poca variacion en el intervalo de fuerza idnica estudiado.

En cuanto al ensayo directo de penthiopyrad (PPm#410/HRP-PPm), no se
observaron variaciones sustanciales en la sensibilidad inducidas por los cambios de

fuerza idnica, pero si se produjo un importante descenso en la sefial maxima cuando el
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ensayo se efectud a los valores mas bajos de esta variable de estudio, alcanzando la
mitad de su valor inicial en el extremo inferior del rango evaluado. La variacién de este
parametro fue mucho mas evidente en el ensayo indirecto para este analito
(PPm#410/0OVA-PPd’), observandose una disminucién aproximadamente lineal del
valor de A con el aumento de la fuerza idnica desde el valor mds bajo ensayado,

mientras que el valor de ICsq practicamente no se vio modificado.

A la vista de los resultados obtenidos en los dos estudios anteriores, puede
concluirse que los inmunoensayos escogidos para la cuantificacion de fluopyram
fueron robustos frente a cambios de pH vy fuerza idnica, si bien valores extremos de
ambas variables experimentales indujeron en algunos casos cambios importantes en la
sensibilidad y/o la sefial maxima de los ensayos. En este sentido, un resultado a
destacar es la disminucion del valor de ICsy del ensayo indirecto de fluopyram
(FPb#12/OVA-FPhb) al aumentar tanto la fuerza idnica como el pH, por lo que cabria la
posibilidad de modificar en este sentido las condiciones del ensayo para optimizar asi
la sensibilidad. Sin embargo, puesto que el valor de ICsy logrado con PBS ya era
excelente, se consideréd mas oportuno mantener las condiciones iniciales con el fin de
garantizar la compatibilidad del ensayo con todo tipo de muestras,
independientemente de la modificacion que pudieran ejercer sobre el pH o la fuerza
idnica. Por tanto, para ambos ensayos se mantuvo el valor inicial de ambas variables

experimentales.

En cuanto a los ensayos escogidos para el analisis de penthiopyrad, la sensibilidad
no se vio afectada por las modificaciones de ninguna de las dos variables
experimentales estudiadas, reflejando por tanto una interaccién anticuerpo/analito
muy robusta. No obstante, la sefial maxima si presentdé una dependencia relevante
tanto con el pH como con la fuerza idnica, siendo particularmente importante en el
ensayo indirecto (PPm#410/OVA-PPd’). En cualquier caso, los resultados dieron a
entender que los valores éptimos de estas variables experimentales en estos ensayos
fueron los del PBS, dado que el intervalo de pH para el cual la sefial maxima fue estable
tuvo su centro aproximadamente a pH 7.4, mientras que una fuerza iénica de 166 mM
constituyd un buen valor de compromiso para lograr una sefal maxima en torno a la

unidad.
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3.7.3. Influencia de la presencia de disolventes organicos

Dado el cardcter fungicida de los dos analitos de estudio, el objetivo de los
inmunoensayos a desarrollar fue su aplicacion a muestras de origen vegetal que
pudieran contener residuos de éstos. No obstante, el analisis mediante inmunoensayo
se lleva a cabo con muestras liquidas, por lo que debe realizarse previamente un
proceso de extraccion de los posibles fungicidas de la muestra con un disolvente
organico miscible con agua. Esto implica que el ensayo tendrd lugar en presencia de
una pequefia concentracion del disolvente de extraccion, que puede llegar a influir en
las propiedades del ensayo. Del mismo modo, algunos tipos de muestras pueden
incorporar intrinsecamente componentes similares a los disolventes de extraccidn,
como es el caso del etanol de los vinos. Por ello, se llevd a cabo un estudio de
tolerancia a la presencia de dos disolventes de extraccién habituales, como son el
metanol y el acetonitrilo, y también a la de etanol, dado que los inmunoensayos

pretendian aplicarse a muestras de vino, como se describird mas adelante.

Para llevar a cabo el estudio, se prepararon curvas estandar de los analitos en agua
MilliQ conteniendo diferentes concentraciones del disolvente organico a evaluar, y se
afiadio el inmunorreactivo de competicidn disuelto en tampdn fosfato con NaCl, de tal
modo que la mezcla en ensayo tuviese la composicion del PBS. De este modo, la
influencia de los disolventes estudiados sobre los ensayos seleccionados para
fluopyram se muestra en la Figura 3.27 en forma de variacion de los valores de An:x €

ICso respecto a los valores observados en ausencia de disolvente.

El ensayo directo de fluopyram (FPb#12/HRP—FPb) resulté ser tolerante a la
presencia de los tres disolventes en el rango de concentracién estudiado, ya que la
presencia de ninguno de ellos dio lugar a grandes cambios de sefial o sensibilidad. Asi,
no se produjo variacién de la sefial maxima hasta con un 5% (v/v) de etanol y ésta
solamente se incremento ligeramente conforme aumento la proporcion de metanol y
acetonitrilo. Ademas, el valor de IC50 tan solo se duplicé con un 5% (v/v) de etanol o
metanol y con un 2% (v/v) de acetonitrilo. Por tanto, el disolvente mejor tolerado por

este ensayo fue el etanol.

La situacion fue todavia mejor para el ensayo indirecto (FPb#12/OVA—-FPhb), que
mostré muy buena tolerancia a los tres disolventes, especialmente a los dos alcoholes.
Asi, el valor de ICso se mantuvo practicamente invariable con concentraciones de hasta

el 5% (v/v) de todos ellos. Por otro lado, solamente se observaron leves incrementos
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de la sefial maxima en el rango de concentraciones ensayado. Este ensayo mostro ser
particularmente tolerante a etanol. Por ello, ademas de ser util para el analisis de
extractos diluidos de cualquiera de los tres disolventes, este ensayo podria ser de

interés para el analisis de fluopyram en muestras con elevados contenidos de etanol.
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Figura 3.27. Tolerancia de los inmunoensayos directo (e) e indirecto (o) de fluopyram a
la presencia de disolventes organicos. Los valores corresponden a las condiciones en

ensayo y son la media de tres réplicas independientes.

La Figura 3.28 muestra la influencia de metanol, etanol y acetonitrilo sobre los
principales parametros de la curva de inhibicidon de los ensayos seleccionados para
penthiopyrad. El ensayo directo para este analito (PPm#410/HRP-PPm) fue bastante
tolerante a la presencia de metanol y etanol. La sefial mdxima se mantuvo
practicamente invariable con hasta un 5% (v/v) de metanol hasta un 2% (v/v) de
etanol, mostrando mayor variacion en presencia de acetonitrilo. Por otro lado, la
sensibilidad de este ensayo no experimentd practicamente modificacién alguna hasta
con un 5% (v/v) de etanol, mientras que la presencia de metanol o de acetonitrilo

aumenté ligeramente el valor de ICsg en el rango de concentracion estudiado.
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Figura 3.28. Tolerancia de los inmunoensayos directo (e) e indirecto (o) de
penthiopyrad a la presencia de disolventes organicos. Los valores corresponden a las

condiciones en ensayo y son la media de tres réplicas independientes.

En cuanto al ensayo indirecto de penthiopyrad (PPm#410/OVA-PPd’), el
comportamiento observado fue muy similar al del ensayo directo para este analito. La
presencia de metanol Unicamente generd una variabilidad apreciable en la sensibilidad
del ensayo. Por otro lado, el ensayo toleré perfectamente la presencia de proporciones
de etanol de hasta el 5% (v/v), manteniéndose practicamente inalteradas tanto la
sensibilidad como la sefial maxima. Por dultimo, la respuesta al acetonitrilo fue
practicamente idéntica a la observada con el ensayo directo, es decir, se observé un
ligero descenso de la sefial maxima al incrementar la concentracion de este disolvente

pero sin producirse variacion significativa de la ICsy.

A la vista de los resultados anteriores, se puede concluir que el disolvente que
resultdé globalmente mejor tolerado por todos los inmunoensayos seleccionados fue el
etanol. En general, el acetonitrilo y el metanol también fueron tolerados por todos los
ensayos, aunque ambos ejercieron una ligera influencia sobre un parametro u otro de

algunos ensayos. Por lo tanto, cualquiera de estos disolventes seria adecuado para la
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obtencién de extractos organicos destinados al andlisis de fluopyram o penthiopyrad

mediante los inmunoensayos propuestos.

3.7.4. Caracteristicas de los inmunoensayos desarrollados

Una vez completados los estudios descritos anteriormente, el desarrollo de los
cuatro inmunoensayos propuestos se dio por completado. A continuacién se recogen
las principales caracteristica de los métodos desarrollados, incluyendo Ila
representacion grafica y los parametros de la curva de calibrado, las condiciones de
ensayo y algunos parametros analiticos de interés, como son el limite de deteccién
(LOD), el rango de trabajo y la precisidon observada dentro del mismo dia y a lo largo de

diferentes dias para la seiial maxima y la sensibilidad de los ensayos.

Los ensayos desarrollados para el analisis de fluopyram se muestran en la Tabla
3.25. El ensayo directo (FPb#12/HRP—FPb) se caracterizé por un LOD de 0.031 ng/mLy
por un intervalo de medida comprendido entre 0.060 y 0.595 ng/mL de fluopyram. En
cuanto al ensayo indirecto para este analito (FPb#12/OVA-FPhb), el LOD se situé en un
excelente valor de 0.024 ng/mL y el rango de trabajo fue desde 0.048 hasta 0.554
ng/mL de fungicida. Los rangos de trabajo de ambos métodos cubrieron asi un orden
de magnitud, caracteristica derivada de los valores de pendiente proximos a la unidad.
La medicion de los valores de A, s, del ensayo directo fue bastante precisa, mientras
que los coeficientes de variacion para la ICso fueron ligeramente elevados tanto en
determinaciones inter-dia como intra-dia. Por su parte, el ensayo indirecto resultd ser
altamente preciso, obteniéndose coeficientes de variacion inter e intra-dia inferiores al

10%.

Los inmunoensayos competitivos desarrollados para penthiopyrad se muestran en
la Tabla 3.26. En el caso del ensayo directo (PPm#410/HRP—PPm), el LOD fue de 0.033
ng/mL y el rango de trabajo estuvo comprendido entre 0.057 y 0.393 ng/mL. Por su
parte, el LOD del ensayo indirecto (PPm#410/OVA-PPd’) result6 ser de 0.038 ng/mL,
mientras que el intervalo de medida fue desde 0.059 hasta 0.277 ng/mL. En
comparacion con los ensayos desarrollados para fluopyram, los rangos de trabajo de
estos inmunoensayos fueron mas estrechos debido a los valores relativamente
elevados de la pendiente, especialmente en el caso del ensayo indirecto. A cambio, la
cuantificacién mediante cualquiera de estos métodos deberia ser mas precisa, dado

gue pequefios cambios en la concentracién de penthiopyrad supondrian grandes
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cambios en la sefial. A la vista de los coeficientes de variacion inter e intra-dia para la
medicion de An:x € ICso, casi todos ellos inferiores al 10%, se puede afirmar que ambos

inmunoensayos fueron altamente precisos, en especial el ensayo en formato indirecto.

Tabla 3.25. Curvas estandar normalizadas, condiciones y pardmetros analiticos de los
inmunoensayos desarrollados para fluopyram.?

Formato directo Formato indirecto
12—/ 12—
10— 10—
0s 08 {
< os < os
04 04
02 02
[Fluopyram] (ng/mL) [Fluopyram] (ng/mL)
Anticuerpo mAb FPb#12 a 1000 ng/mL mAb FPb#12 a 30 ng/mL
Conjugado HRP—FPb a 30 ng/mL OVA-FPhb a 1000 ng/mL
Tampc’mb pH7.4,/=166 mM pH7.4,1=166 mM
Anax 1.187+£0.124 1.001 £ 0.055
ICso (ng/mL) 0.187 + 0.046 0.162 £ 0.016
Pendiente -1.201 +0.163 -1.139+0.083
Anin 0.015+0.012 0.019 +0.015
LOD (ng/mL) 0.031+0.014 0.024 + 0.004
R.T. (ng/mL) De 0.060 +0.022 2 0.595 £ 0.112 De 0.048 + 0.007 a 0.554 + 0.066
CV inter-dia (%)
Anisx 8
ICso 25 8
CV intra-dia (%)°
Anisx 9 3
ICso 11 8

? Los valores son la media de 12 réplicas independientes. ® Pardmetros fisicoquimicos éptimos del
tampdén de ensayo. © Rango de trabajo calculado como el intervalo [Cy—ICg. ¢ Precision inter-dia
calculada como el coeficiente de variacién de 4 réplicas independientes. © Precisién intra-dia calculada
como el coeficiente de variacion de 4 réplicas independientes.
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Tabla 3.26. Curvas estandar normalizadas, condiciones y parametros analiticos de los
inmunoensayos desarrollados para penthiopyrad.?

Formato directo Formato indirecto
12— 12 T—
10 ¢— 10—
08 08
< os < os
04 04 {
02 02
0.0 o—/ T T - - . . 0.0 0—/ T T - :01 a T
[Penthiopyrad] (ng/mL) [Penthiopyrad] (ng/mL)
Anticuerpo mAb PPm#410 a 1000 ng/mL mAb PPm#410 a 100 ng/mL
Conjugado HRP—PPm a 100 ng/mL OVA-PPd’ a 100 ng/mL
Tampc’mb pH7.4,1=166 mM pH7.4,/=166 mM
Anax 1.504 £ 0.263 0.985 +0.073
ICso (ng/mL) 0.150 + 0.035 0.128 + 0.012
Pendiente -1.447 +0.137 -1.805 +0.093
Anin 0.003 + 0.007 0.012 + 0.005
LOD (ng/mL) 0.033 + 0.009 0.038 + 0.004
R.T. (ng/mL) De 0.057 +0.014 2 0.393 £ 0.094 De 0.059 + 0.006 a 0.277 £ 0.030
CV inter-dia (%)°
Anax 14 4
ICso 9 5
CV intra-dia (%)°
Anax 7 7
ICso 8 8

? Los valores son la media de 12 réplicas independientes. ® Pardmetros fisicoquimicos éptimos del
tampoén de ensayo. © Rango de trabajo calculado como el intervalo 1C,o—ICgo. ¢ Precisién inter-dia
calculada como el coeficiente de variacién de 4 réplicas independientes. € Precisién intra-dia calculada
como el coeficiente de variacion de 4 réplicas independientes.

3.8. Validacion y aplicacion de inmunoensayos

La implementacion de cualquier método de analisis requiere de la comprobacion
de la veracidad de los resultados que proporciona, es decir, de su validacién analitica.
Por este motivo, una vez optimizados y desarrollados los diferentes inmunoensayos
competitivos para fluopyram y penthiopyrad, se llevd a cabo su validacién empleando

muestras de diferentes matrices alimentarias en las que fueran potencialmente
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aplicables. En primer lugar, se cuantificaron los analitos de interés en muestras
dopadas con concentraciones conocidas de éstos, y posteriormente se analizaron
muestras de campo de concentracién desconocida y se compararon los resultados con
los obtenidos mediante un método de referencia. Una vez validados, y con el fin de
demostrar su utilidad real, los inmunoensayos fueron empleados como técnica de
analisis para llevar a cabo un estudio de transferencia de fungicidas desde la uva al

vino en procesos de vinificacion.

3.8.1. Obtencion de muestras

Para validar los inmunoensayos desarrollados se decidié emplear muestras de
frutos con relaciones superficie/volumen relativamente elevadas, tales como frutas de
hueso o de pepita de tamafio mediano o pequefio. De este modo, las matrices modelo
escogidas fueron ciruela amarilla y uva de cuatro variedades distintas: una blanca
(macabeo) y tres tintas (bobal, garnacha y tempranillo). Los LMR europeos actuales
para fluopyram en ciruela y uva son, respectivamente, 0.5 y 1.5 mg/kg. Para
penthiopyrad, dicho valor en ciruela es 1.5 mg/kg, mientras que en uva corresponde al
limite de cuantificacion genérico fijado por la Comisién Europea, que es de 0.01
mg/kg.>* Por tanto, considerando las caracteristicas de los ensayos desarrollados, con
cualquiera de ellos deberia ser posible cuantificar concentraciones de analito muy

inferiores a dichos limites legales.

Todas las matrices escogidas para la validacion de los inmunoensayos eran frutos
con pulpa y hueso o pepita, de modo que su analisis directo mediante ELISA
competitivo no era posible. Por ello, fue necesario emplear una técnica de extraccién
para poder manejar muestras liquidas. La extraccion también fue necesaria para los
analisis mediante el método cromatografico de referencia, como se describira mas
adelante en la seccidn 3.8.4. Los extractos de ciruela y uva se obtuvieron a partir de las
correspondientes muestras homogeneizadas mediante el método de extraccidon
QUEChERS, acrénimo en inglés de “Quick, Easy, Cheap, Effective, Rugged and Safe”.
Este método es la estrategia recomendada por la AOAC International (Association of
Analytical Communities, Método Oficial AOAC 2007.01) y por el CEN (Comité Européen
de Normalisation, EN 15662:2008) para la extraccién de residuos de fungicidas de

matrices alimentarias. 87183
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El método QUEChERS consta de una primera etapa de extraccidn con acetonitrilo
en la que se afaden d4cido acético, acetato sddico, MgSQ, vy, si procede, una
determinada cantidad de un patrdn interno. La homogeneizacién de la mezcla da lugar
a una fase acuosa tamponada con pH ligeramente acido que favorece la migracién de
los fungicidas y del patrén interno a la fase organica, la cual es a su vez secada por
accion del MgS0,. En una segunda etapa, la fase organica se seca con mas MgSQ, y se
limpia mediante extraccion en fase sdlida dispersiva empleando PSA
(primary/secondary amine), que viene a ser gel de silice funcionalizado con
etilendiamina. Esta funcionalizacion le confiere una densidad superficial de carga
positiva, por lo que puede adsorber por interaccion electrostatica diversos tipos de
moléculas, habitualmente presentes en alimentos, que podrian interferir en el
posterior analisis (pigmentos, azlcares o acidos grasos, entre otros). Se obtiene asi un
extracto purificado en acetonitrilo que contiene los fungicidas de la muestra inicial y el

patrén interno afadido inicialmente.

Aunque el principal objetivo de la obtencién de muestras fue la validacion de los
ensayos desarrollados, también se contempld su utilizacion con el fin de aplicar los
inmunoensayos desarrollados a un estudio analitico real. En particular, se planted
llevar a cabo un breve estudio de la transferencia de los fungicidas fluopyram y
penthiopyrad desde la uva al vino. Con este objetivo, en primer lugar se obtuvo un
conjunto de muestras de campo con distintas concentraciones de analitos a partir de
cultivos de los frutos escogidos, que fueron sometidos antes de ser recogidos a dos
tratamientos con los fungicidas de estudio. El tratamiento 1 (T1) consistid en la
aplicacion de fluopyram (Luna® Experience) o penthiopyrad (Fontelis®) a las dosis
recomendadas por los fabricantes, mientras que el tratamiento 2 (T2) se llevd a cabo
empleando el doble de dicha dosis, emulando asi una mala practica agricola. Cuando
se trataron ciruelas, se recogieron dos muestras por dia (M1 y M2) a lo largo de una
semana (D1, D3, D5 y D7). En el caso de la uva, se recogido una muestra de cada
variedad en distintos dias (D1 y D3). De esta forma, para cada analito se reunieron 16
muestras de ciruela y 4 muestras de cada una de las cuatro variedades de uva, es decir,
16 muestras de uva en total. Asimismo, en todos los casos se recogieron frutos sin
tratar, que sirvieron como control y también para la preparacion posterior de muestras
dopadas. Tras su recoleccidén, las muestras fueron trituradas, homogeneizadas y
conservadas a -20 °C hasta el momento de su analisis, para lo que se obtuvieron los

correspondientes extractos mediante el método QUEChERS. Siguiendo este
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procedimiento, a partir de las muestras de campo se obtuvieron 16 extractos de
ciruela y 16 extractos de uva para cada analito. Del mismo modo, se obtuvieron

extractos de las muestras no tratadas.

En segundo lugar, a partir de las diferentes muestras de uva homogeneizada, tanto
tratadas como sin tratar, se obtuvieron por filtracién los correspondientes mostos, que
se sometieron después a una fermentacion alcohdlica promovida por la accién de la
levadura Saccharomyces cerevisiae. El proceso dio lugar asi a un conjunto de vinos,
blancos o tintos en funciéon de la variedad de uva de partida, cuyo contenido en etanol
y otros componentes habituales fue monitorizada como control de calidad del proceso
(Tabla 3.27). Esta informacién también resulté de interés para los inmunoensayos,
puesto que algunos componentes como los azlcares o el etanol podrian afectar a su

funcionamiento.

Tabla 3.27. Propiedades de mostos y vinos obtenidos a partir de las
muestras de uva recolectadas.’

Bobal Garnacha Macabeo Tempranillo
Fermentacion (h) 141.11 157.11 167.78 143.78
Composicidn mosto
Glucosa (mg/mL) 91.33 102.57 105.64 103.76
Fructosa (mg/mL) 91.65 105.48 101.91 106.87
Glicerol (mg/mL) 0.20 0.35 0.41 0.28
Etanol (% v/v) 3.75 4.78 4.88 4.75
Ac. acético (mg/mL) 0.00 0.00 0.00 0.00
Composicidn vino
Glucosa (mg/mL) 0.43 0.96 3.82 0.55
Fructosa (mg/mL) 1.39 1.54 1.21 3.83
Glicerol (mg/mL) 7.34 9.24 8.83 7.40
Etanol (% v/v) 10.01 12.27 12.38 10.74
Ac. acético (mg/mL) 0.59 0.84 0.70 0.69

Los valores son la media de las nueve muestras de cada variedad,
independientemente de su tratamiento o del dia de recogida.

Todas las muestras tardaron en torno a 6 dias en completar su vinificacion,
monitorizada mediante el seguimiento de la densidad de la mezcla. Los resultados
también reflejan la desaparicion casi completa de los altos contenidos en azlcares de
los mostos tras completarse la fermentacion, produciéndose a su vez la formacion de

glicerol, etanol y acido acético hasta concentraciones en torno a 8 mg/mL, 11% (v/v) y
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0.7 mg/mL, respectivamente. Comparando las distintas variedades de uva, los mostos
de tipo bobal mostraron una concentracién de azucares algo mas reducida que los
restantes, lo que probablemente repercutié en menores tiempos de fermentacién. Por
su parte, el contenido en glucosa y fructosa en los vinos de variedades macabeo y
tempranillo tras la vinificacion fue levemente superior. En cuanto a la graduacién
alcohdlica, los vinos de tipo garnacha y macabeo resultaron contener las mayores

proporciones de etanol.

En resumen, la aplicacién de los preparados comerciales de fluopyram vy
penthiopyrad a cultivos de ciruela amarilla y de cuatro variedades de uva proporcioné
un total de 32 muestras de campo para cada analito, la mitad de ellas de ciruela y la
otra mitad de uva, cuyo tratamiento con el método QUEChERS dio lugar a los
correspondientes extractos organicos de fruta, aptos ya para su analisis. Ademas, a
partir de las muestras de uva se obtuvieron los respectivos mostos, cuya fermentacién
alcohdlica dio lugar al correspondiente conjunto de vinos. Del mismo modo, la
utilizacion de dichos procedimientos con frutas no tratadas proporcioné muestras de

todos los tipos libres de fluopyram y penthiopyrad.

3.8.2. Estudio de los efectos matriz

Una caracteristica comun a todos los métodos analiticos que hacen uso de curvas
de calibrado con patrones es la diferencia de composicion existente entre dichos
patrones y las muestras a analizar. Por ello, en ocasiones, algunos componentes de la
muestra procedentes de la matriz pueden interferir notablemente en el resultado del
analisis, dando lugar a lo que se conoce como efecto matriz. En el caso de los
inmunoensayos las muestras son liquidas y los limites de deteccién son generalmente
muy reducidos, por lo que el efecto deberia poder corregirse si la muestra se diluye lo

suficiente.

De este modo, con el fin de encontrar la dilucidn minima de muestra necesaria
para corregir el efecto matriz en los inmunoensayos desarrollados, se ensayaron las
curvas estandar en presencia de diversas diluciones de cada matriz estudiada (extracto
de fruta, mosto o vino), y se compararon con la curva estandar obtenida en ausencia
de matriz. Se utilizé para ello las muestras no tratadas, que fueron diluidas en agua
MilliQ (diluciones 1/25, 1/50, 1/250, 1/500 y 1/2500) y suplementadas con analito en

el momento del ensayo. A modo de ejemplo, la Figura 3.29 (izquierda) muestra el
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efecto matriz del mosto de variedad macabeo en el inmunoensayo indirecto de
penthiopyrad (PPm#410/0OVA-PPd’), reflejado en las variaciones que experimenta la
curva de inhibicién cuando se lleva a cabo el ensayo en un medio con contenido
creciente de mosto. En este caso, el incremento en la proporcion de matriz generé un
descenso generalizado de la sefial, incluso en el rango de trabajo (intervalo ICy—ICgg),
por lo que la cuantificacidon de penthiopyrad en una muestra insuficientemente diluida

daria lugar previsiblemente a una sobreestimacion del valor real.

2.0 /A
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£ 10 £ 15
c 1/500 o<
S 1/2500 <
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3 2 10 — .
c @
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H :
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Figura 3.29. Efecto del mosto de variedad macabeo en el ensayo indirecto de
penthiopyrad (PPm#410/OVA-PPd’). A la izquierda, modificacién de la curva de
inhibicidn en presencia de diferentes diluciones de la matriz. A la derecha, evolucion
del valor promedio del cociente entre la seial obtenida en cada punto de la curva en
presencia de matriz y la sefial obtenida en cada punto de la curva de control a lo largo
del rango de trabajo (en gris se ha resaltado el intervalo 0.8-1.2 para el eje de
ordenadas). Las diluciones de matriz mostradas en ambas graficas son antes de

ensayo.

Dada la importancia que tiene la variacion de la sefial en el rango de trabajo debida
al efecto matriz, es interesante efectuar una representacion grafica alternativa y mas
compacta de dicha variacién en funcién del factor de dilucién de la matriz que permita
estimar la dilucion minima recomendable, por ejemplo en forma de valor promedio del
cociente entre la sefial en cada punto de la curva en presencia de matriz y la sefial en
cada punto de la curva de control en tampdn (A/Awmpsn) €n dicho rango. Puesto que
los puntos experimentales de un ELISA competitivo definen una curva sigmoide que
puede ajustarse matemdticamente a una funcion logistica de cuatro parametros
(Ecuacion 5.4, seccion 5.8.3), dicho valor promedio puede estimarse a partir del
cociente de las dos funciones logisticas implicadas mediante célculo integral (Ecuacion

5.16, seccion 5.11.4). Asi, en la Figura 3.29 (derecha) se muestra una representacion
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grafica de este tipo para el mismo inmunoensayo y matriz indicados en el parrafo
anterior. Tomando como referencia la sefial de la curva control (valor promedio del
cociente A/Awmpsn igual @ 1), en ella puede apreciarse claramente una significativa
disminucion de la seial promedio en el rango de trabajo al realizar el ensayo con el
mosto diluido al menos 50 veces, mientras que no hubo perturbaciones importantes
cuando la matriz se diluyd al menos 250 veces, quedando el valor promedio de
A/Atampsn @ partir de este umbral en un intervalo de fiabilidad establecido

arbitrariamente en +0.2.

Este tratamiento de los resultados se aplicé a la representacién grafica del efecto
matriz de los 13 tipos de muestras disponibles (5 tipos de extractos de fruta, 4 de
mostos y 4 de vinos) sobre los cuatro inmunoensayos desarrollados. De este modo,

para los ensayos para fluopyram, los resultados se muestran en la Figura 3.30.

En el caso del ensayo directo de fluopyram (FPb#12/HRP—FPb) realizado en
presencia de extractos de fruta, la curva Unicamente se vio modificada de forma
significativa cuando éstos se diluyeron 50 veces o menos, produciéndose un aumento
de la sefal promedio en el rango de trabajo. Dado que todos los extractos dieron lugar
a un comportamiento muy similar, y teniendo en cuenta que el procedimiento de
extraccion también implicaba una limpieza del extracto, es muy probable que el efecto
en este caso fuese debido al acetonitrilo. De hecho, el andlisis de una muestra diluida
25 veces implica la presencia de un 2% (v/v) de disolvente en ensayo, capaz de duplicar
el valor de ICsg e incrementar levemente el valor de Ay (ver Figura 3.27), lo que daria
lugar al aumento observado de la sefial promedio. Por su parte, para este ensayo no se
observd un efecto matriz importante cuando se ensayaron los cuatro mostos
disponibles, ni tan siquiera a una dilucion 1/25, lo cual sorprende teniendo en cuenta
el considerable contenido en azucares de todos ellos. Con el vino de variedad garnacha
se observd una tendencia parecida, mientras que el de tipo tempranillo sélo hubo
cambios significativos en la curva de inhibicién en la menor dilucién ensayada (1/25).
Los restantes vinos tuvieron que ser diluidos al menos 250 veces para eliminar el

efecto matriz.
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Figura 3.30. Efecto matriz para los extractos de ciruela (m) y para los extractos de uva,

mostos y vinos de variedades bobal (e), garnacha (o), macabeo (v) y tempranillo () en
los ensayos seleccionados para fluopyram. Se ha resaltado en fondo gris el intervalo
0.8-1.2 para el eje de ordenadas. Los factores de dilucién (1/25, 1/50, 1/250, 1/500 y

1/2500) son antes de ensayo.

El efecto de los extractos de fruta sobre el ensayo indirecto propuesto para

fluopyram (FPb#12/OVA-FPhb) fue menor que en el correspondiente ensayo directo,
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ya que ninguno de ellos indujo cambios importantes en la curva de inhibicion, ni tan
siquiera diluyéndolos 25 veces. Este resultado pone indirectamente de manifiesto la
eficacia del método QUEChERS para obtener un extracto libre de compuestos que
puedan interferir potencialmente en los ensayos. Del mismo modo, el ensayo toleré
muy bien la presencia de los mostos de variedades bobal y macabeo, mientras que se
mostré algo mas sensible a los de variedades garnacha y tempranillo, los cuales
tuvieron que ser diluidos al menos 250 veces para eliminar completamente el efecto
matriz. Por su parte, el vino de variedad garnacha produjo un aumento de la sefial
promedio a diluciones iguales o inferiores a 1/500, mientras que el resto de vinos no

provocaron perturbaciones importantes en la curva de inhibicidn.

El efecto matriz de los distintos tipos de muestras sobre los inmunoensayos
desarrollados para penthiopyrad se muestra graficamente en la Figura 3.31. En el caso
del ensayo directo (PPm#410/HRP—PPm), de los cinco extractos de fruta ensayados,
Unicamente el obtenido a partir de uva garnacha fue tolerado dentro de los limites
aceptables. Los extractos de ciruela y los de uva de tipos macabeo y tempranillo
provocaron perturbaciones leves en la curva de inhibicion, cuya correccién se pudo
efectuar tras ser diluidos entre 250 y 500 veces. Por su parte, el extracto de uva bobal
indujo una severa reduccion de la sefial promedio en el rango de trabajo, siendo
necesario diluirlo al menos 2500 veces (1/5000 en ensayo) para obtener una curva
aceptable. Sin embargo, el correspondiente mosto no parecio afectar al ensayo, siendo
posible obtener una curva minimamente disminuida en presencia de una dilucién 1/25
de la matriz. Los restantes mostos indujeron perturbaciones en la curva de inhibicion
muy similares a las de sus correspondientes extractos de fruta, con la diferencia de que
el efecto matriz debido al mosto macabeo se corrigié a una dilucién algo superior. Por
su parte, la mayoria de los vinos no afectaron de forma importante a este ensayo,
siendo el Unico caso destacable el de variedad macabeo, que tuvo una influencia sobre

el inmunoensayo muy similar a la de su correspondiente mosto.

A diferencia de la considerable influencia que ejercieron casi todos los extractos de
fruta sobre el ensayo directo de penthiopyrad (PPm#410/HRP—PPm), dichas matrices
fueron mucho mejor toleradas por parte del ensayo indirecto para este analito
(PPm#410/0OVA-PPd’). Asi, Unicamente los extractos de ciruela y de uva macabeo
dieron lugar a una reduccion significativa de la sefal promedio en el intervalo de
medida que pudo corregirse hasta entrar en limites aceptables tras ser diluidos

Unicamente 50 veces. Sin embargo, la curva de inhibicidn se vio severamente alterada
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Figura 3.31. Efecto matriz para los extractos de ciruela (m) y para los extractos de uva,
mostos y vinos de variedades bobal (e), garnacha (o), macabeo (v) y tempranillo () en
los ensayos seleccionados para penthiopyrad. Se ha resaltado en fondo gris el intervalo
0.8-1.2 para el eje de ordenadas. Los factores de dilucién (1/25, 1/50, 1/250, 1/500 y

1/2500) son antes de ensayo.

con todos los mostos ensayados, especialmente los de variedades macabeo y

tempranillo, probablemente debido a la interferencia de la glucosa y fructosa
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altamente presentes en estas matrices. Mientras que el efecto debido al mosto de
variedad macabeo si pudo corregirse a una dilucion moderada de 1/250, los restantes
mostos requirieron diluciones iguales o superiores a la mas alta ensayada (1/2500)
para obtener una curva de calibrado adecuada. Curiosamente, los vinos de variedades
macabeo y tempranillo fueron muy bien tolerados por el ensayo, produciéndose
Unicamente un leve descenso de la senal promedio con el de tipo macabeo a una
dilucion 1/25. Por su parte, los vinos de variedades bobal y garnacha provocaron
aumentos de la sefial promedio del ensayo, que fueron corregidos a diluciones 1/250y

1/2500, respectivamente.

A la vista de todos los resultados anteriores, puede concluirse que cualquiera de los
dos inmunoensayos desarrollados para fluopyram podria emplearse en el analisis de
muestras de cualquiera de las matrices estudiadas diluidas al menos 50 veces (1/100
en ensayo), con la excepcion de los vinos de variedad garnacha, que parecieron
requerir una dilucién mayor para su andlisis con el ensayo indirecto (FPb#12/0OVA—-
FPhb). Por su parte, los inmunoensayos desarrollados para penthiopyrad necesitaron
diluciones generalmente mads elevadas de los mismos tipos de muestras para la
eliminacion de los efectos matriz, especialmente en el caso de mostos analizados
mediante el ensayo indirecto (PPm#410/OVA-PPd’). Dado que todos los
inmunoensayos desarrollados constituyen métodos de analisis de trazas, en este tipo
de casos seria necesaria una optimizacién previa del factor de dilucion de la muestra
en ensayo, con el objetivo de minimizar los efectos matriz y a la vez conseguir una
concentracion comprendida en el intervalo de medida y ademas superior al limite de

deteccion.

3.8.3. Analisis de muestras fortificadas

Una vez evaluado el efecto matriz de los extractos de fruta, mostos y vinos sobre
los ensayos, se procedid a su validacion analitica, en primer lugar mediante el analisis
de muestras dopadas con cantidades conocidas de fluopyram o penthiopyrad. Para
ello, las muestras de frutas no tratadas fueron suplementadas con distintas
concentraciones del analito de estudio en cada caso, todas ellas intencionadamente
inferiores a los correspondientes LMR y de forma que se cubrieran dos érdenes de
magnitud (5, 10, 50, 100, 200 y 500 ng/mL). En este sentido, dado que la Comision
Europea no establece LMR para alimentos procesados, como es el caso de los mostos y

vinos, se tomd como referencia el valor en uva (1500 ng/g para fluopyram y el valor
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genérico de 10 ng/g para penthiopyrad). Posteriormente, las muestras dopadas
obtenidas se diluyeron en agua MilliQ 25, 50 y 150 veces, se analizaron mediante los
inmunoensayos desarrollados, y se evalud la similitud de las concentraciones halladas
respecto a las reales mediante el calculo de los coeficientes de recuperacion (R).
Aunque en algunos casos las diluciones de muestra no darian lugar a una correccién
total del efecto matriz, este disefio experimental se considerd oportuno para evaluar la
capacidad analitica de los inmunoensayos propuestos en muestras con una
concentracion de analito realmente reducida, y por tanto con poco margen de
dilucion. Se consideré como limite de cuantificacién la concentracion mas baja
ensayada con la que se obtuvo una recuperacion en el intervalo de 80% a 120% y a su
vez con un coeficiente de variacidon inferior al 20%. Las recuperaciones halladas en

extractos de ciruela dopados con ambos analitos se recopilan en la Tabla 3.28.

Tabla 3.28. Coeficientes de recuperacion obtenidos mediante ELISA competitivo con

extractos de ciruela fortificados con fluopyram o con penthiopyrad.®

Inmunoensayos para fluopyram Inmunoensayos para penthiopyrad
[Analito] Directo Indirecto Directo Indirecto
(ng/mL) R (%)° R (%) R (%)
5 50  115+11 25 94+9 25 A 50 .
10 50 96+ 8 25 83+6 25 112+ 16 50 98+6
50 50 97+8 25 915 25 107 £ 15 150 99+ 8
100 150 104 + 17 25 105+6 25 101+ 18 150 103 £ 15
200 150 105+7 25 101 +12 50 90+13 150 112+ 12
500 150 - 25 - 50 98+11 150 93+13

® Los valores corresponden a la media de cinco réplicas independientes. ® Factor de dilucién de la
muestra. © Coeficiente de recuperacién y desviacién estandar. ¢ Valor fuera del intervalo de
recuperacion 80-120%.

Los cuatro inmunoensayos desarrollados dieron lugar a recuperaciones excelentes
con todas las muestras dopadas de ciruela. Asi, los ensayos para fluopyram alcanzaron
limites de cuantificacion de tan solo 5 ng/mL de fungicida, mientras que la muestra a
500 ng/mL parecié requerir una mayor dilucidn para su correcto analisis. Por su parte,
los ensayos desarrollados para penthiopyrad permitieron medir de manera exacta y
precisa concentraciones de hasta 10 ng/mL de analito. Estos limites de cuantificacion
estan muy por debajo de los LMR europeos en ciruela para fluopyram y penthiopyrad

(500 y 1500 ng/g, respectivamente).
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Tabla 3.29. Recuperaciones obtenidas mediante ELISA competitivo con extractos de cuatro
variedades de uva y sus correspondientes mostos y vinos fortificados con fluopyram.®

Bobal Garnacha Macabeo Tempranillo
Ensayo  Matriz [FP]" f° R (%)° f R (%) f R (%) f R (%)
Directo Extracto 5 50 96+5 25 107+9 25 107 +16 25 112+13
dewa 35 50 10248 25  99%3 25 101%7 25  104%3
50 50 97+8 50 1034 50 104t6 25 99+13
100 150 115+2 50 101+4 50 102+14 25 85+12
200 150 110%5 50 100+5 50 95+15 150 115%9
500 150 97+8 50 102+10 50 96+ 15 150 107+7
Mosto 5 50 e 25 112+12 50 - 25 -
10 50 115+13 25 121+15 50 126+21 25 109+8
50 50 1048 150 115%9 50 112+9 25  116+14
100 50 1034 150 1074 50 9745 150 104+18
200 150 101t6 150 98+14 150 108+9 150 115+16
500 150 9945 150 98+17 150 100+9 150 104+17
Vino 5 25 111420 25 - 25 118+12 25 -
10 25 110+18 25 - 25 122+3 25 104+ 16
50 25 93+6 25 105%15 25 102+10 25 112+13
100 150 106+8 25  110+22 150 1014 150 110+13
200 150 89+9 25 114+16 150 104+4 150 1079

500 150 98+ 15 25 105+15 150 1027 150 99+17

Indirecto  Extracto 5 50 9313 50 84+16 50 77 £10 50 81+17
de uva 10 150 104+13 150 101413 150 102+10 150 114+10
50 150 98+11 150 9816 150 953 150  100%5
100 150 1036 150  103+1 150 9744 150 1075
200 150 103%3 150 1014 150 1009 150 1036
500 150 100+4 150 9848 150  105+7 150 1099
Mosto 5 50 - 50 - 25 1037 50 -
10 150 88+11 150 75+11 25 9248 150 -
50 150 75+9 150 - 150 9742 150 -
100 150 7147 150 7348 150 98+7 150 -
200 150 7111 150 78+7 150 10149 150 -
500 150 - 150 88+12 150 101+19 150 -
Vino 5 25 79+12 50 - 25 995 25 -

10 150 103+15 150 92+15 150 107 +18 25 83+11

50 150 93+19 150 87+15 150 98+12 25 96+12
100 150 89+13 150 87+12 150 97+10 25 100+9
200 150 103+21 150 86+8 150 99+12 150 94+8
500 150 101+18 150 83+8 150 102+17 150 95+13

. . JORT] . . b . s .g:
® Los valores corresponden a la media de cinco réplicas independientes. ° Concentracién fortificada de
. . d . . .
fluopyram expresada en ng/mL. © Factor de dilucién de la muestra. ° Coeficiente de recuperacién y
desviacién estandar. © Valor fuera del intervalo de recuperacién 70-130%.
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La Tabla 3.29 recoge los resultados obtenidos a partir de los extractos de las cuatro
variedades de uva, asi como sus correspondientes mostos y vinos derivados, dopados
con fluopyram. A la vista de los resultados, el ensayo directo (FPb#12/HRP-FPb)
mostrd igualmente una elevada capacidad para cuantificar correctamente todos los
extractos de uva dopados, independientemente de su variedad y sin necesidad de
diluir excesivamente las muestras. La determinaciéon fue especialmente exacta y
precisa en extractos de uva garnacha, con recuperaciones en el rango 90-110% y
desviaciones estandar inferiores a 10% en todos los casos. El ensayo también mostro
un muy buen comportamiento en el analisis de mostos, con ciertas desviaciones en
algunos casos pero dentro de limites aceptables, siendo posible el analisis de hasta 10
ng/mL de fluopyram con todos ellos y de 5 ng/mL en mostos de tipo garnacha. En el
caso de los vinos, todas las muestras con valores de fortificacion entre 50 y 500 ng/mL
pudieron ser correctamente cuantificadas, aunque la capacidad de determinar
concentraciones inferiores varié segun el tipo de uva de partida, observandose los

mejores resultados con los de variedades bobal y macabeo.

Por su parte, el analisis de extractos de uva con el ensayo indirecto de fluopyram
(FPb#12/OVA—FPhb) proporciond recuperaciones excelentes en el rango de
fortificacion a una dilucion 1/150. Para este tipo de muestras pudieron cuantificarse de
forma exacta y precisa hasta 5 ng/mL de fluopyram, un valor superior al del
correspondiente ensayo directo pero igualmente muy por debajo del LMR para este
alimento (1500 ng/g). Para la determinacion de fluopyram en muestras de mosto, este
ensayo no parece ser tan adecuado como el directo. Tan solo el mosto de variedad
blanca macabeo pudo analizarse correctamente, alcanzando un limite de
cuantificacion de 5 ng/mL. Por el contrario, los mostos de variedades bobal y garnacha
proporcionaron, con un limite de cuantificacidon superior, recuperaciones inferiores a
las deseables pero en el limite de lo aceptable, aunque una dilucién 1/150 no fue
suficiente para cuantificar adecuadamente fluopyram en las muestras de mosto
tempranillo. En cambio, las recuperaciones obtenidas en las mismas condiciones con
muestras dopadas de vino fueron excelentes con las cuatro variedades, lograndose
nuevamente limites de cuantificacion de 10 ng/mL e incluso de 5 ng/mL en el caso de

la variedad blanca macabeo.
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Tabla 3.30. Recuperaciones obtenidas mediante ELISA competitivo con extractos de cuatro
variedades de uva y sus correspondientes mostos y vinos fortificados con penthiopyrad.?

Bobal Garnacha Macabeo Tempranillo

Ensayo Matriz  [PP]" f° R (%) f R (%) f R (%) f R (%)
Directo Extracto 5 25 - 50 - 50 - 25 121#21

dewa 15 5 - 50 - 150 11428 25 12548

50 25 110+9 150 118+9 150 100+12 25 108+10
100 25 10010 150 113+19 150 106 +15 25 100+6
200 150 99+13 150 1137 150 91+11 150 102+7
500 150 88+4 150 104+11 150 89+4 150 99+4

Mosto 5 25 - 25 109+11 25 - 25 114+6
10 25 122+9 25 108 +11 25 - 25 106 +6
50 25 108+9 25 94+11 25 109+19 25 87+11

100 150 97+12 25 90+11 25 99+10 150 94+14
200 150 97+3 150 87+7 150 102+15 150 91+11
500 150 10412 150 100+8 150 91+12 150 111+17

Vino 5 25 120+13 50 109+4 50 - 50 121+5
10 25 117+13 50 106 +19 50 110+6 50 104+7

50 25 102+13 150 108+11 50 112 +£22 50 106+14

100 25 106+14 150 107+20 150 102+10 50 96+13
200 150 107+19 150 105+21 150 97+13 150 96+5

500 150 80+24 150 99+20 150 86+17 150 97+16

Indirecto  Extracto 5 25 106%9 25  96%7 50 - 25  96%9
de uva 10 25 108+10 25 1016 50 111%7 25 98+9
50 150  98+7 150 100%9 50 107%7 150  93+11

100 150 107+10 150 110+5 150 100+12 150 103+16
200 150 106+13 150 112+15 150 107 £17 150 113+12
500 150 97+7 150 101+6 150 89+10 150 96+6

Mosto 5 50 - 50 - 50 - 50 -
10 50 - 50 - 50 99+6 50 -

50 150 - 150 - 50 93+10 150 -

100 150 - 150 - 50 91+12 150 -

200 150 759 150 - 150 101+11 150 -

500 150 - 150 72+16 150 86+10 150 -

Vino 5 50 104 +13 25 - 50 - 25 -
10 50 - 25 - 50 101+4 25 -

50 50 84+19 25 91+17 50 100+12 25 80+5
100 50 91+21 25 91+19 50 110+12 25 112+12
200 50 94+17 150 85+9 150 99+13 150 95+20
500 50 - 150 89+14 150 103+17 150 102+8

® Los valores corresponden a la media de cinco réplicas independientes. ® Concentracion fortificada de
penthiopyrad expresada en ng/mL. © Factor de dilucién de la muestra. ¢ Coeficiente de recuperacion y
desviacién estandar. ¢ Valor fuera del intervalo de recuperacién 70-130%.

» 217 «



Resultados y Discusion

Las recuperaciones obtenidas para extractos de uva, mostos y vinos fortificados
con penthiopyrad se muestran en la Tabla 3.30. Para el ensayo directo
(PPm#410/HRP-PPm), las recuperaciones en extractos de uva dopados a
concentraciones desde 50 hasta 500 ng/mL fueron por lo general excelentes
(recuperaciones entre 80% y 120% y coeficientes de variacion inferiores al 20%), si
bien fue necesario en muchos casos emplear la mayor dilucién para corregir los
efectos matriz. Con mostos de las variedades garnacha y tempranillo se alcanzaron
limites de cuantificacion de penthiopyrad de 5 ng/mL, mientras que en los casos del
mosto blanco de variedad macabeo y del mosto tinto de uva bobal el dicho limite fue
50 ng/mL. Finalmente, el inmunoensayo dio muy buenos resultados con practicamente
todas las muestras fortificadas de vino, alcanzando nuevamente excelentes limites de
cuantificacion de 5 ng/mL con las variedades bobal y garnacha y de 10 ng/mL con los
vinos de tipos macabeo y tempranillo. Mientras que para el andlisis de mostos una
dilucién de muestra 1/25 fue generalmente suficiente, en el caso de los vinos lo

habitual fue diluir al menos 50 veces.

Las recuperaciones obtenidas en el analisis de extractos de uva empleando el
ensayo indirecto de penthiopyrad (PPm#410/OVA-PPd’) resultaron ser también
excelentes, tanto en lo que se refiere a exactitud como a precisién. La concentracién
de analito pudo ser correctamente determinada en todos los extractos a 5 ng/mL,
excepto en los de uva blanca macabeo, para los que el limite de cuantificacion fue de
10 ng/mL. Teniendo en cuenta que la Comisidon Europea todavia no ha fijado un LMR
en uva para penthiopyrad, aplicandose por ello el valor genérico de 10 ng/g,>* este
ensayo podria emplearse para la cuantificacién del fungicida incluso por debajo del
reducido limite legal establecido. En contraposicion, y tal como era de esperar a la
vista de los resultados del estudio de efectos matriz, el ensayo no proporciond buenos
resultados con ninguna de las muestras de mostos tintos, si bien penthiopyrad se pudo
cuantificar de manera exacta y precisa en el mosto blanco de la variedad macabeo, con
un limite de cuantificacion de 10 ng/mL. Para el andlisis de vinos, el ensayo arrojo
buenos resultados generalmente con fortificaciones superiores a 50 ng/mL, siendo
posible obtener recuperaciones aceptables incluso analizando las muestras diluidas 50

veces y por tanto sin corregir completamente algunos efectos matriz.

En resumen, se puede afirmar que los inmunoensayos desarrollados fueron
capaces de cuantificar concentraciones extremadamente bajas de los dos analitos de

estudio (en su mayoria de 5 0 10 ng/mL) en un conjunto diverso de muestras, siendo
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cada uno de ellos mas o menos adecuado para cada tipo de matriz. Asi, los dos
inmunoensayos desarrollados para fluopyram tuvieron una capacidad similar para
analizar vinos y extractos de ciruela y de uva, mientras que las muestras de mostos
deberian poderse analizar correctamente con el ensayo directo (FPb#12/HRP—FPb).
Por otra parte, el ensayo indirecto propuesto para penthiopyrad (PPm#410/0OVA-PPd’)
proporciond muy buenos resultados con los extractos de ambas frutas, al igual que lo
hizo en menor medida el ensayo directo (PPm#410/HRP—PPm), con el que ademas las
muestras de mosto y vino fueron aparentemente mejor analizadas. Teniendo en
cuenta la dependencia de los pardmetros analiticos de este ensayo con el pH (Figura
3.25, seccién 3.7.2), una causa probable para las interferencias observadas en la
cuantificacidon de penthiopyrad en mostos y vinos con el ensayo indirecto podria ser la
naturaleza moderadamente acida de este tipo de muestras, y en el caso de los mostos,
también podrian deberse a su elevado contenido en azucares (ver Tabla 3.27, seccién
3.8.1). En cualquier caso, los resultados prueban la validez de los inmunoensayos
propuestos, capaces ademas de medir concentraciones de analito muy inferiores a los

LMR y en muchos casos sin necesidad de corregir completamente los efectos matriz.

3.8.4. Validacion frente a un método analitico de referencia

Tras verificar la exactitud y precision de los inmunoensayos desarrollados
utilizando muestras dopadas, se llevd a cabo su validacién estadistica frente a un
método analitico de referencia. Dicho método se basa en cromatografia liquida de
eficacia ultraelevada con deteccion por espectrometria de masas en tandem
(UPLC-MS/MS), y emplea condiciones previamente optimizadas en nuestro grupo para
un grupo de analitos entre los que se incluian fluopyram y penthiopyrad.”’ Dadas las
caracteristicas de la técnica de referencia escogida, se emplearon las muestras de
cultivos de ciruela y uva tratadas en campo con los fungicidas de estudio,
concretamente los correspondientes extractos de frutas obtenidos mediante el

procedimiento QUEChERS (seccion 3.8.1).

En primer lugar, se llevd a cabo el anadlisis de los extractos de muestras de campo
mediante el método de referencia. Con el objetivo de corregir la posible variabilidad
entre muestras debida a diferencias en la extraccidn y/o en la propia inyeccién en el
cromatografo, a todas ellas se afiadié una cantidad fija de un patrén interno (fosfato
de trifenilo, TPP), y se utilizd como respuesta el cociente entre el area cromatografica

del pico del analito y la del patrén interno multiplicada por la concentracion de éste.
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Ademas de las muestras, se prepard un calibrado multicomponente de seis patrones
de ambos analitos (3, 10, 30, 100, 300 y 1000 ng/mL) y un blanco, todos ellos con la
misma cantidad de patrén interno que las muestras (500 ng/mL). Por otra parte, con el
fin de hallar la ecuacion de la recta de calibrado mediante regresion lineal, se aplico un
factor de ponderacién de tipo 1/x para dar un menor peso a los puntos de mayor
concentracion, ya que su varianza suele ser mayor. De este modo, las rectas de
calibrado finalmente empleadas para la cuantificacion mediante UPLC—MS/MS se

muestran en la Figura 3.32.

12000 1 ®  Fluopyram 4

O  Penthiopyrad
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Figura 3.32. Rectas de calibrado obtenidas mediante el método de referencia(UPLC—
MS/MS) para la cuantificacién de fluopyram y penthiopyrad en los extractos obtenidos

con el procedimiento QUEChERS a partir de las muestras de campo de ciruela y uva.

Paralelamente, los mismos extractos fueron analizados mediante los
inmunoensayos desarrollados para fluopyram vy penthiopyrad. Dado que las
concentraciones de analito no eran conocidas, se analizaron diversas diluciones de
cada muestra (1/25, 1/50, 1/150, 1/250, 1/500 y 1/1000) con el objetivo de entrar en
los intervalos de medida, y se selecciond la mas adecuada en cada caso. Las
concentraciones de fluopyram y penthiopyrad halladas mediante los inmunoensayos
desarrollados y el método de referencia se recogen en el Anexo lll de esta memoria, y
se representan graficamente en la Figura 3.33 (muestras que contienen fluopyram) y

en la Figura 3.34 (muestras que contienen penthiopyrad). Completada la etapa de
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analisis, se compararon estadisticamente los resultados obtenidos con cada uno de los

inmunoensayos con los hallados mediante el método de referencia.

La comparacion estadistica de dos métodos analiticos puede llevarse a cabo de
diferentes formas. Una de ellas consiste en calcular el promedio de la diferencia en
valor absoluto entre la concentracidn hallada por el método a validar y la obtenida con
el método de referencia, y comprobar posteriormente mediante un ensayo de
hipodtesis si el promedio obtenido es estadisticamente igual a cero, en cuyo caso los
métodos son comparables. También es posible la comparacidn mediante graficos de
dispersién como los de tipo Bland—Altman,?*? en los que se representa la diferencia de
las concentraciones obtenidas con ambos métodos frente a su media aritmética, y se
considera que los métodos son comparables si los puntos se distribuyen
aleatoriamente por encima y por debajo de la diferencia promedio, que debe ser

préxima a cero.

Uno de los métodos mds empleados para la comparacion de dos métodos
analiticos es el test de la regresion lineal. Para ello, los puntos obtenidos por
representacion grafica de los valores obtenidos con el método ensayado frente a los
determinados con el método de referencia se ajustan a la ecuacién de una recta y se
calculan los intervalos de confianza de la pendiente y la ordenada. Si los métodos
fuesen equivalentes se obtendria una recta cuya pendiente seria la unidad y cuya
ordenada en el origen seria cero, por lo que si dichos valores estdan contenidos en los
intervalos de confianza calculados, los métodos se consideran comparables. Aunque lo
mas sencillo y habitual es realizar el ajuste matematico mediante minimos cuadrados
simples, este procedimiento no contempla las posibles desviaciones del método de
referencia (eje de abscisas). Teniendo en cuenta que el método de referencia no es
perfecto, para un calculo mas realista de la ecuacidon de la recta es mds conveniente
emplear regresion Deming, que tiene en cuenta las desviaciones de los dos métodos a
comparar. Por ello, este Ultimo procedimiento fue el escogido para llevar a cabo la
validacién de los inmunoensayos propuestos para fluopyram y penthiopyrad frente al
método UPLC-MS/MS de referencia. Adicionalmente, se complementaron los

resultados con los correspondientes graficos de dispersion Bland—Altman.

La Figura 3.33 muestra graficamente las concentraciones de fluopyram halladas en
las muestras mediante UPLC—MS/MS y los dos inmunoensayos propuestos, asi como
las rectas de regresion Deming obtenidas en cada caso, cuyos parametros y sus

intervalos al 95% de confianza se recogen en la Tabla 3.31. Las concentraciones de
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fluopyram halladas en ciruela fueron generalmente mas bajas que las encontradas en
uva, lo que es coherente con la mayor relacion superficie/volumen de este ultimo tipo
de muestras. Para muestras de concentracidn superior a 200 ng/mL, el ensayo directo

(FPb#12/HRP—FPb) mostrd una cierta imprecision, cosa que no sucedié con el ensayo

indirecto (FPb#12/OVA—FPhb).
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Figura 3.33. Arriba: Rectas de regresién Deming (lineas continuas) obtenidas en la
comparacion de los resultados del analisis de muestras de campo de uva (o) y de
ciruela (e) que contienen fluopyram mediante los inmunoensayos propuestos para
este analito y el método cromatogréfico de referencia (en linea discontinua se
muestran los limites del intervalo al 95% de confianza para la recta de regresion).
Abajo: Graficos de dispersion Bland—Altman obtenidos a partir de los mismos
resultados (la linea continua corresponde a la diferencia promedio, y las lineas
discontinuas son los limites del intervalo +1.96xdesviacién estandar). Los valores
obtenidos mediante ELISA corresponden a la media de cinco determinaciones
independientes, mientras que los hallados mediante el método de referencia son la

media de dos réplicas.
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Tabla 3.31. Parametros de las rectas obtenidas por regresion Deming en la
validacién de los inmunoensayos desarrollados para fluopyram con extractos de

ciruelay de uva.?

Pendiente Ordenada”
Inmunoensayo R* Media Int.Conf.95%° Media Int. Conf.95%
Directo 0.993 1.014 (0.978, 1.050) -0.142 (-0.633, 0.349)
Indirecto 0.996 0.902 (0.873,0.930) 0.227 (-0.275, 0.730)

® Se incluyen los coeficientes de determinacion (RZ). ® Valores expresados en ng/g.
“ Intervalo de confianza para la media poblacional del parametro con una probabilidad
del 95%.

En general se observd una buena concordancia de los resultados obtenidos con
ambos inmunoensayos respecto a los hallados mediante el método de referencia. De
hecho, los parametros de las rectas de regresion demuestran la validez de los dos
ensayos propuestos, con valores muy préximos a los esperados y coeficientes de
determinaciéon muy cercanos a la unidad. Asi, se puede afirmar que el ensayo directo
cumple los criterios de validez con un 95% de probabilidad, ya que los intervalos de
confianza de la pendiente y la ordenada en el origen contienen respectivamente los
valores 1y 0. Por su parte, el ensayo indirecto cumple dicho criterio para la ordenada
pero no para la pendiente, cuyo valor medio de 0.902 refleja una leve desviacién
proporcional entre ambas medidas. Las representaciones Bland—Altman son
consistentes con los resultados anteriores, ya que en ambos ensayos se puede
observar una distribucion aleatoria de los datos y diferencias en promedio cercanas a

cero, especialmente en el caso del ensayo directo.

Tabla 3.32. Pardmetros de las rectas obtenidas por regresion Deming en la
validacién de los inmunoensayos desarrollados para penthiopyrad con extractos de

ciruela y de uva.’

Pendiente Ordenada”
Inmunoensayo R? Media Int. Conf.95%° Media Int. Conf. 95%
Directo 0.987 1.085  (1.043,1.128) 2.040  (0.820, 3.261)
Indirecto 0.969 0.863  (0.825,0.902) 0.570  (-0.123,1.263)

® Se incluyen los coeficientes de determinacion (R%). ° Valores expresados en ng/g. °
Intervalo de confianza para la media poblacional del parametro con una probabilidad del
95%.

Los resultados de validacién de los inmunoensayos para el fungicida penthiopyrad

se muestran en la Tabla 3.32 y en la Figura 3.34. De forma similar a lo observado con

fluopyram, la concentracién hallada en muestras de uva resulté ser superior a la de las
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muestras de ciruela, lo que vuelve a poner de manifiesto la influencia del tamarfio del

fruto en la cantidad residual de plaguicidas. Destaca que las muestras a las que se

aplicé penthiopyrad presentaron concentraciones en general superiores a las tratadas

con fluopyram, lo que puede deberse muy probablemente al hecho de que la dosis

recomendada del primero es casi 4 veces superior a la del segundo (ver Tabla 5.3,

seccion 5.11.1.1).

[Penthiopyrad] ELISA (ng/g)

Diferencia ELISA - UPLC-MS/MS (ng/g)

Directo PPm#410/HRP-PPm Indirecto PPm#410/OVA-PPd’
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Figura 3.34. Arriba: Rectas de regresion Deming (lineas continuas) obtenidas en la
comparacion de los resultados del analisis de muestras de campo de uva (o) y de
ciruela (e) que contienen penthiopyrad, en forma de sus respectivos extractos,
mediante los inmunoensayos propuestos para este analito y el método cromatografico
de referencia (en linea discontinua se muestran los limites del intervalo al 95% de
confianza para la recta de regresion). Abajo: Graficos de dispersion Bland—Altman
obtenidos a partir de los mismos resultados (la linea continua corresponde a la
diferencia promedio, y las lineas discontinuas son los limites del intervalo
+1.96xdesviacion estandar). Los valores obtenidos mediante ELISA corresponden a la
media de cinco determinaciones independientes, mientras que los hallados mediante

el método de referencia son la media de dos réplicas.
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Aunque la correlacién entre los resultados de UPLC—MS/MS vy los del ensayo
directo de penthiopyrad (PPm#410/HRP—PPm) fue satisfactoria, con un coeficiente de
determinacion de 0.987 para la regresion Deming, se observd una ligera tendencia a
sobreestimar la concentracidn de penthiopyrad reflejada en valores de 1.085 y 2.040
para la pendiente y la ordenada de la recta calculada, respectivamente. No obstante, el
grafico Bland—Altman para este ensayo indica una comparabilidad aceptable entre el
inmunoensayo y el método de referencia, distribuyéndose los datos aleatoriamente
por encima y por debajo de la diferencia promedio entre métodos en un intervalo no
excesivamente amplio y con un solo valor fuera de éste. Por ello, aunque parezca
existir una cierta desviacién, en la prdactica este ensayo podria utilizarse para
determinar la concentracién de penthiopyrad tras la aplicacion de un factor de

correccion.

A diferencia del inmunoensayo en formato directo propuesto para penthiopyrad, el
ensayo indirecto (PPm#410/0OVA-PPd’) mostré una considerable variabilidad en los
resultados, con un coeficiente de determinacion de 0.969. En este caso, la ordenada en
el origen hallada mediante regresion Deming cumpliéd sin problemas el criterio
estadistico, mientras que la pendiente resultd tener un valor de 0.863, algo alejado del
valor esperado de 1. Es decir, este método parece subestimar la concentracion de
penthiopyrad, obteniéndose un 14% menos aproximadamente respecto al valor real.
En consonancia, el grafico Bland—Altman refleja una dispersién creciente con la
concentracion y una diferencia promedio considerablemente inferior a cero. Estos
resultados contrastan con lo observado en el andlisis de muestras fortificadas, con las
gue se obtuvieron recuperaciones excelentes con los cinco tipos de extractos

analizados en la mayor parte del intervalo de fortificacion.

En resumen, el andlisis de las muestras de campo de ciruela y uva que contienen
fluopyram y penthiopyrad mediante los inmunoensayos propuestos y su comparacién
con un método de referencia basado en UPLC-MS/MS permitié estimar la validez de
dichos inmunoensayos. Asi, fluopyram podria ser cuantificado en muestras de ciruela 'y
uva con cualquiera de los dos inmunoensayos propuestos, especialmente con el
ensayo directo, mientras que la determinacién de la concentracién de penthiopyrad

seria posible con el ensayo directo.
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3.8.5. Estudio de transferencia de fungicidas de la uva al vino

Con el objetivo de demostrar la utilidad practica de los inmunoensayos propuestos,
se planted llevar a cabo un pequeno estudio para determinar la capacidad de los
fungicidas fluopyram vy penthiopyrad de permanecer presentes en alimentos
procesados procedentes de muestras contaminadas. En concreto, y dado el gran
ndmero de precedentes descritos en la bibliografia para otros plaguicidas,?>>*> se
deseaba evaluar el porcentaje de fluopyram y penthiopyrad transferidos a vinos
obtenidos a partir de las muestras de campo de uva empleadas en los estudios de
validacién, asi como comprobar si la tasa de transferencia era dependiente o no de la

variedad de uva.

Para llevar a cabo el estudio deseado, en primer lugar se obtuvieron los mostos de
las muestras de campo de uva, los cuales fueron convenientemente vinificados tal y
como se ha descrito en la seccién 3.8.1 para dar lugar a un total de 16 vinos para cada
analito, tres cuartas partes de variedades tintas (bobal, garnacha y tempranillo) y el
resto de una variedad blanca (macabeo). Para la cuantificacion de los analitos se
procedid como con los extractos de fruta, es decir, se analizaron mediante los
inmunoensayos desarrollados diversas diluciones de cada muestra de vino (1/150,
1/250, 1/500 y 1/1000) para entrar en los intervalos de medida, y se selecciond el
resultado mdas adecuado en cada caso. Las concentraciones asi halladas se incluyen en
el Anexo lll, y a partir de ellas se obtuvieron los porcentajes medios de los fungicidas
de estudio transferidos al vino, clasificados segun la variedad de uva de partida. Dichos

resultados se recogen en la Tabla 3.33.

Tabla 3.33. Tasas promedio de transferencia de fluopyram y penthiopyrad desde las
muestras de campo de uva de cuatro variedades hasta sus correspondientes vinos.

Tasa de transferencia (%)®

Analito Inmunoensayo Bobal Garnacha Macabeo Tempranillo

Fluopyram Directo 103+13 104 £ 15 111+13 103+ 20
Indirecto 88+11 84113 105+19 99+17

Penthiopyrad Directo 55+5 55+11 60+ 13 62+4
Indirecto 4516 43+11 54+13 555

? Los valores se expresan como media y desviacién estdndar de cuatro muestras, cada una de las
cuales se cuantificd mediante cinco réplicas independientes (n = 20).

Segun los resultados hallados con el ensayo directo de fluopyram, las

concentraciones de analito halladas en los vinos analizados oscilaron entre 25 y 450
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ng/g, la mayor parte de ellos en el intervalo 175 + 75 ng/g. En cuanto a los vinos
contaminados con penthiopyrad, empleando el correspondiente ensayo directo se
determinaron concentraciones de analito situadas en su mayoria en el rango de 200 a
400 ng/g, observandose en algunas muestras contenidos superiores de hasta 650 ng/g
e inferiores de hasta aproximadamente 100 ng/g. Por ello, el primer resultado
destacable es que en todos los vinos se detectaron residuos del correspondiente
fungicida de tratamiento, lo que indica que ambos analitos son capaces de superar la

etapa de fermentacion sin disiparse o degradarse completamente.

Por otra parte, en el caso de fluopyram, los porcentajes de transferencia rondaron
el 100% en las cuatro variedades segun el ensayo directo, mientras que segun el
ensayo indirecto habria una ligera disminucién de la concentraciéon en vinos de las
variedades bobal y garnacha. En cambio, las tasas de transferencia de penthiopyrad al
vino fueron mucho menores que las de fluopyram, independientemente de la variedad
de uva, y estuvieron en torno al 60% segln los resultados obtenidos mediante el
ensayo directo y alrededor del 50% segun el ensayo indirecto. Estos resultados
sugieren que fluopyram permanece practicamente inalterado a lo largo del proceso de
vinificacion, mientras que aproximadamente la mitad de la concentracién de
penthiopyrad se pierde durante el procedimiento. Teniendo en cuenta las operaciones
realizadas para la obtencidn de las muestras de vino, dichas pérdidas podrian deberse
a la retencidn del analito tras el triturado de la uva en la fase sélida conformada por
piel, pulpa y pepita, a una degradacion parcial por parte de la levadura, o a una
combinaciéon de ambas. Ademas, en el caso de las variedades tintas la fermentacion se
produce con maceracion, es decir, afiadiendo al mosto parte de dicha fase sélida, lo
gue podria suponer un foco adicional de disipacion. No obstante, esta Uultima
posibilidad es poco probable, ya que los porcentajes de transferencia no parecen

depender de la variedad.

En resumen, los inmunoensayos desarrollados han servido para efectuar un breve
estudio sobre la transferencia de fluopyram y penthiopyrad desde la uva al vino. Dicho
estudio ha permitido concluir que ambos analitos son capaces de llegar inalterados al
vino en cantidades importantes, quedando practicamente el 100% de fluopyram vy
aproximadamente la mitad de penthiopyrad. En cualquier caso, el estudio ha puesto
también de manifiesto la aplicabilidad de los inmunoensayos desarrollados a
situaciones reales y por tanto su potencial interés fuera del ambito puramente

cientifico.
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4. CONCLUSIONES

Los resultados expuestos en el bloque anterior ponen de manifiesto que el
principal objetivo de esta Tesis Doctoral se ha cumplido, ya que se han desarrollado
inmunoensayos de tipo ELISA competitivo para el andlisis de fluopyram y penthiopyrad
en muestras de origen vegetal con elevada sensibilidad y selectividad, y en algunos
casos con exactitud y precisién comparables a la de los bien establecidos métodos
cromatograficos. Las conclusiones particulares que pueden extraerse de todo el

trabajo realizado son las siguientes:

+* Se han sintetizado un total de cuatro haptenos funcionalizados para fluopyram
(FPa, FPb, FPha’ y FPhb) y cinco para penthiopyrad (PPa, PPb, PPm, PPd’ y PPo),
preservando lo mdaximo posible las caracteristicas estructurales vy
estereoelectronicas originales de los analitos. El brazo espaciador carboxilado, que
permite la unidén covalente a las proteinas transportadoras, se ha incorporado en
dichos haptenos por posiciones complementarias del esqueleto de cada analito,
posibilitando de este modo diferentes modos de exposicién del mismo durante la

respuesta inmunitaria.

F3C Cl (0] —
3 | X O CF; S
H N=
CF3
Fluopyram (1) Penthiopyrad (16)

» 229 «



Conclusiones

HO,C | X O CFs

pd
Iz

Hapteno FPa (34)

HOZC/W\(I/\
F3

Hapteno FPha' (72)

TS

Hapteno FPb (35)

Hapteno FPhb (37)

0] —
\N\ N N S
N= H
CF3 COH

X/
L X4

X/
L X4

X/
°

CO,H

(0] —
y=/ H
N

Hapteno PPa (79) Hapteno PPd’ (102)

o] — o] —
\N‘YJ\H S \N\YJ\H S
N= CO,H N= CO,H
CF3 CF; ©

Hapteno PPb (80) Hapteno PPm (81) Hapteno PPo (83)

Se ha generado una coleccién de anticuerpos policlonales de conejo y otra de
anticuerpos monoclonales de ratéon. La gran mayoria han presentado una muy
elevada afinidad y especificidad hacia fluopyram y penthiopyrad, habiendo sido
posible llevar a cabo inmunoensayos con capacidad para detectar concentraciones

de hasta 24 pg/g de fluopyram y 33 pg/g de penthiopyrad.

En el caso de fluopyram se ha observado una capacidad similar de los dos
inmundgenos empleados para generar anticuerpos de elevada afinidad, aun
teniendo cada uno de los correspondientes haptenos el brazo espaciador en un
anillo distinto del analito. En cuanto a penthiopyrad, el mejor inmundgeno ha
resultado ser el basado en el hapteno PPm, que presenta una gran similitud con el
analito al aprovechar su fragmento alifatico ramificado caracteristico como brazo

espaciador.

El ligero reconocimiento del fungicida fluopicolide por parte de los anticuerpos
derivados del hapteno FPa, pero no por parte de los derivados del hapteno FPb,
junto con la similar idoneidad observada de ambos haptenos en la generacion de

anticuerpos, ha sugerido la posibilidad de que durante la inmunizacion ambos
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adquieran una conformacion plegada similar a la del fungicida, exponiendo asi los

mismos elementos al sistema inmunitario.

Los anticuerpos generados fueron capaces de reconocer conjugados heterdlogos.
En el caso de los anticuerpos para fluopyram, las variaciones estereoelectrénicas
asociadas al cambio de posicion o a la eliminaciéon de grupos fluorados en los
haptenos FPha’ y FPhb fueron muy influyentes en el grado de reconocimiento
molecular, tanto de anticuerpos policlonales como monoclonales. Para los
anticuerpos de penthiopyrad, las alteraciones estéricas y/o electrénicas inducidas
por el brazo espaciador tuvieron una mayor influencia en el reconocimiento de
haptenos heterdlogos que la introduccidén del brazo espaciador en una posicién

opuesta respecto a la homologa.

Usando constructos basados en nanotubos de carbono se ha comprobado que es
posible desencadenar el proceso de maduracion de la respuesta inmunitaria
(respuesta inmunitaria secundaria) hacia el hapteno PPm sin mediacién proteica,
siempre y cuando en la respuesta primaria si exista participacion de proteina
transportadora y se incluya adyuvante de Freund en todo el proceso. En segundo
lugar, los nanotubos de carbono presentan caracter autoadyuvante Unicamente

cuando se inoculan con proteina transportadora.

Se han desarrollado cuatro inmunoensayos de tipo ELISA competitivo, dos por cada
analito estudiado. Los ensayos han sido optimizados y caracterizados, y de este
modo ha sido posible cuantificar concentraciones de fluopyram y penthiopyrad de
hasta 5 ng/mL en las muestras de fruta, mientras que en mostos y vinos se han
logrado limites de cuantificacion de hasta 10 ng/mL. Estos excelentes limites
analiticos han resultado ser muy inferiores a los LMR establecidos para dichas

frutas en la Union Europea.

Por ultimo, se ha llevado a cabo un estudio de transferencia de los fungicidas
fluopyram y penthiopyrad de la uva al vino empleando los inmunoensayos
desarrollados. Los resultados del estudio sugieren que fluopyram se transfiere
completamente al vino, mientras que en el caso de penthiopyrad la tasa de
transferencia rondaria el 50%. Este estudio ha servido para demostrar la
aplicabilidad real de los inmunoensayos propuestos a una situacion para la que los

métodos inmunoquimicos constituyen una alternativa a los métodos tradicionales.
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5. SECCION EXPERIMENTAL

5.1. Reactivos, instrumentos y técnicas generales

5.1.1. Sintesis de haptenos

Los disolventes organicos se secaron y destilaron antes de su uso empleando

190 £l cH,Cl, y el CHsCN se destilaron sobre CaH, bajo atmdsfera

técnicas estandar.
inerte justo antes de ser usados. Del mismo modo, el éter etilico, el THF y el tolueno
fueron destilados sobre Na y benzofenona. La DMF fue destilada sobre CaH, a presién
reducida (7 mmHg) y se almacend a 4 °C. El metanol (MeOH) se secd y almacend sobre
tamiz molecular de 3 A. El resto de disolventes se emplearon sin purificacion previa.
Los disolventes deuterados para los experimentos de resonancia magnética nuclear

fueron suministrados por Sigma-Aldrich (Madrid).

Los reactivos comerciales se utilizaron en su mayoria sin ningun tratamiento
previo, mientras que los que lo requirieron fueron previamente purificados o
activados.’® La activacion del Zn en polvo se efectudé por inmersién con agitacion en
HCl 1 M durante 1 min, seguida de filtracién a vacio, lavado secuencial con HCl 1 M,
etanol (EtOH) absoluto y éter etilico anhidro, y secado a vacio durante toda una noche.
El isobuteno se obtuvo mediante destilacion de una mezcla a reflujo de terc-butanol y
acido fosfdrico concentrado, y se almacené en forma liquida sobre MgSQO, anhidro a

—20 °C. La lipasa B de Candida antarctica expresada en Aspergillus niger e inmovilizada
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en resina acrilica macroporosa (en adelante, lipasa inmovilizada) fue proporcionada

por Sigma-Aldrich (L4777, 25000 unidades/g).

Las operaciones con reactivos sensibles al aire y/o a la humedad se realizaron bajo
atmosfera inerte de N, seco o de Ar, empleando para ello jeringas o canulas, material
de vidrio secado en estufa a 130 °C y disolventes recién destilados y secados segun las

técnicas anteriormente descritas.

Las reacciones de hidrogenacidon a presiéon de H, superior a la atmosférica se
llevaron a cabo en un reactor Tiny Clave de Biichi Labortechnik (Flawil, Suiza). Tras
introducir la mezcla inicial de reaccién y una barra agitadora magnética, se sellé el
reactor y se purgd 5 veces con una presién de H, ligeramente superior a la deseada.
Por ultimo, se ajustd la presién de H, al valor buscado, manteniéndose constante hasta

la finalizacion de la reaccidn.

Las reacciones asistidas por microondas (MW) se efectuaron en un reactor
Discover SP de CEM (Matthews, NC, EE. UU.) equipado con agitacién magnética, sensor
de infrarrojos para el control de la temperatura, sistema de control de presiéon
Activent® y una opcién de enfriamiento simultaneo con aire comprimido (PowerMax)
para mantener constantes la temperatura y la presidn durante las reacciones. Tras
introducir la mezcla de reaccién en un tubo de vidrio de borosilicato con tapén
suministrado junto con el instrumento, se programo el reactor en las condiciones de

potencia, temperatura, tiempo y presién (por defecto, 1 bar) especificadas.

El seguimiento de las reacciones se llevd a cabo mediante cromatografia en capa
fina (CCF) sobre placas de gel de silice Merck 60 F254 de 0.25 mm con indicador
fluorescente. La visualizacion de las placas se realizd con luz ultravioleta (UV) de 254
nm y también mediante el uso de reveladores: molibdato cérico amdnico acuoso,
acido fosfomolibdico etandlico y ninhidridina. En estos casos, se introdujo la placa en
la disolucién reveladora escogida y se calenté con un secador industrial hasta

observarse coloracion adecuada.

Exceptuando los casos en los que el producto crudo mostré una pureza
suficientemente elevada (superior al 95% segin RMN-'H), los compuestos sintetizados
se purificaron mediante cromatografia flash en columna sobre gel de silice Merck 60
(230-400 mesh). En cada caso se empled como eluyente la mezcla de disolventes
especificada. La composicién de las fracciones cromatograficas se determind mediante

CCF siguiendo la metodologia descrita en el parrafo anterior. Una vez obtenido el
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producto puro, se calculd el rendimiento porcentual de la reaccién como el cociente
entre la cantidad obtenida y la cantidad maxima esperada de producto de acuerdo a la

estequiometria de la reaccién.

Los puntos de fusidon (Pf) de los productos sdlidos se determinaron en tubos
capilares empleando un aparato de punto de fusién M-560 de Biichi y se proporcionan

sin correccion.

Los espectros de infrarrojo (IR) se midieron sin preparacion previa empleando la
técnica de reflectancia total atenuada (ATR) en un espectrémetro FTIR Thermo
Scientific Nicolet i510, o bien en forma de pastilla de KBr en un espectrémetro Nicolet
Avatar 320 FT-IR, ambos de ThermoFisher Scientific (Waltham, MA, EE. UU.). La
posicién de las sefiales se expresa como nimero de ondas (cm™) y su intensidad como

fuerte (f), media (m) o débil (d).

Los espectros de resonancia magnética nuclear (RMN) fueron registrados a 25 °C
en un espectrometro Avance DRX-300MHz de Bruker (Billerica, MA, EE. UU.),
empleando en cada caso el disolvente deuterado indicado. Los espectros de RMN-'H
se registraron a 300 MHz, los de RMN-'3C a 75 MHz con desacoplamiento de protdn, y
los de RMN-"F a 282 MHz con desacoplamiento de protén a alta potencia. Los
desplazamientos quimicos (8) de RMN-"H y RMN-'3C se expresan en partes por millén
(ppm) relativas a tetrametilsilano (TMS), utilizando como referencia interna la sefial
residual del disolvente (RMN-'H: 7.26 ppm para CDCls, 3.31 ppm para CDs0OD y 2.50
para DMSO-dg; RMN-3C: 77.16 ppm para CDCls, 49.00 ppm para CDs0OD y 39.52 ppm
para DMSO-dg). Los desplazamientos quimicos de RMN-"°F se expresan en ppm
relativas a CFCls, cuya sefial se utilizé como referencia interna (0.00 ppm). El grado de
sustitucion de los atomos de carbono se determind mediante secuencias de pulsos
135° DEPT. La asignacion completa de las sefiales de RMN-'H y RMN-"3C se realizé con
ayuda de experimentos COSY y HSQC. En los casos en que se obtuvo una mezcla no
resuelta de diastereoisdmeros o un compuesto con formas tautoméricas, sélo se

indican las sefales del componente mayoritario de la mezcla.

Los espectros de masas de alta resolucion (EMAR) se obtuvieron mediante
electrospray (ES) empleando un espectrémetro de masas Q-TOF premier equipado con
una fuente de electrospray, y en algunos casos mediante impacto electrénico a 70 eV

(IE) en un espectrometro de masas de tiempo de vuelo de aceleracién ortogonal
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Micromass GCT Premier TM, ambos de Waters (Milford, MA, EE. UU.). Los datos

obtenidos estan expresados como relaciéon masa/carga (m/z, Da).

Los espectros de absorcidn ultravioleta—visible (UV/vis) se registraron con un lector
PowerWave HT de BioTek Instruments (Winooski, VT, EE. UU.) para microplacas de 96
o 384 pocillos. Los coeficientes de extincién molar (€) se expresan en mM™"* cm™

acompafiados de la longitud de onda (hnm) y el disolvente en el que se obtuvieron.

5.1.2. Modelizacion molecular

La busqueda de conféormeros de minima energia de los analitos se efectud en dos
pasos. En primer lugar, empleando Mecdnica Molecular (MM3) con el software CAChe
WorkSystem Pro versién 7.5.0.85, de Fujitsu Ltd (Tokyo, Japdn), se procedié a una
busqueda sistematica del conformero de menor energia, de manera que en cada
enlace con capacidad de rotacion libre se efectuaron iteraciones de 24° hasta dar con
el angulo diedro éptimo. En segundo lugar, la geometria se refind6 con MOPAC

empleando el método semiempirico PM3.

5.1.3. Preparacion de conjugados proteina—hapteno

El carbonato de N,N’'-disuccinimidilo (DSC), la ovoalbumina (OVA, grado V, Mw 44.3
kDa) y la peroxidasa de rdbano picante (HRP, tipo VI-A; actividad especifica = 1000
unidades/mg, Mw 44.0 kDa) fueron adquiridos en Sigma-Aldrich (Madrid). La
seroalbumina bovina (BSA, fracciéon V, Mw 66.0 kDa) se obtuvo de Roche Applied

Science (Mannheim, Alemania).

La purificacion de los conjugados proteina—hapteno se efectué mediante
cromatografia de filtracién en gel (exclusién molecular) en un equipo AKTA Purifier con
detector UV, empleando columnas Sephadex G-25 HiTrap Desalting de 5 mL cada una,
todo adquirido de GE Healthcare (Uppsala, Suecia). Se emplearon tres columnas
dispuestas en serie para los conjugados de BSA y OVA, y dos columnas para los
conjugados de HRP. Los espectros de absorcién UV/vis de los conjugados purificados
se registraron con un lector PowerWave HT de BioTek Instruments (Winooski, VT, EE.
uu.).

Los espectros de masas de los conjugados proteina—hapteno se obtuvieron en un
equipo TOF/TOF™ 5800 de ABsciex (Framingham, MA, EE. UU.) mediante desorcion-
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ionizacion laser asistida por matriz con detector de tiempo de vuelo (MALDI-TOF). La
matriz se obtuvo a partir de una disolucién de acido sinapinico (Bruker, Billerica, MA,
EE. UU.) a 5 mg/mL vy acido 2,2,2-trifluoroacético (TFA) al 0.1% (v/v) en CH3CN/H,0 7:3
(v/v). La mezcla de calibracion TOF/TOF™ fue proporcionada tambi por ABsciex. La
dialisis de los conjugados se llevd a cabo en mini casetes de dialisis Slide-A-Lyzer® de
300 pL de capacidad equipadas con membranas permeables a moléculas de peso
molecular inferior a 30 kDa, que fueron adquiridas de Thermo Fisher Scientific
(Waltham, MA, EE. UU.).

5.1.4. Produccion de anticuerpos y cultivos celulares

Los animales de laboratorio empleados para la producciéon de anticuerpos se
obtuvieron de Granja San Bernardo (Navarra). Se adquirieron tanto hembras de conejo
New Zealand [Crl:KBL(NWZ)] como hembras de ratén BALB/c (BALB/cAnNCrl), que se
estabularon en la Seccién de Produccién Animal del Servicio Central de Apoyo a la
Investigacion Experimental (SCSIE) de la Universitat de Valéncia durante el periodo de
inmunizacién. La manipulacién de los animales se llevd a cabo cumpliendo con las
leyes y directrices espafiolas (RD 1201/2005 y Ley 32/2007) y de acuerdo a la Directiva
Europea 2010/63/EU sobre la proteccion de animales empleados para fines cientificos.
Todos los inyectables para las inmunizaciones se prepararon en material estéril

estandar desechable (jeringas de pldstico y agujas metalicas).

La linea celular de plasmacitoma de raton P3-X63-Ag 8.653 se obtuvo de la
Coleccion Europea de Cultivos Celulares (ECACC, Salisbury, Reino Unido). Los cultivos
celulares se desarrollaron a 37 °C en un incubador ThermoElectron (Waltham, MA, EE.
UU.), con un ambiente de un 90% de humedad y un 5% de CO,. Para manejar los
cultivos se utilizd material estéril de plastico desechable suministrado por Corning
(Corning, NY, EE. UU.). El contaje de células se realizd con hematocitémetros
Neubauer. Las mallas estériles EASYstrainer™ de 70 um de didmetro de poro para la
filtracion de medio de cultivo se obtuvieron de Greiner Bio-One (Kremsmiinster,
Austria). Los criotubos Nunc para la conservacion en N, liquido de las lineas celulares

fueron proporcionados por Sigma-Aldrich (Madrid).

Los adyuvantes completo e incompleto de Freund, el medio Eagle modificado por
Dulbecco (DMEM, alto contenido en glucosa), el suero bovino fetal (SBF), la disolucién

de L-alanil-L-glutamina (L-Ala-L-GIn, 200 mM), la disolucién de aminoacidos no
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esenciales (NEAA, 100x), el tampdn de lisis de eritrocitos Hybri-Max y el polietilenglicol
(PEG 1500) se obtuvieron de Sigma-Aldrich (Madrid). La gentamicina (50 mg/mL), el
suplemento HT (hipoxantina 5 mM vy timidina 0.8 mM) y el suplemento HAT (HT con
aminopterina 20 uM) fueron proporcionados por Gibco BRL (Paisley, Reino Unido). El
suplemento de fusién y clonaje para hibridomas (HFCS, 50x) se adquiri6 en Roche
Applied Science (Mannheim, Alemania). El dimetilsulfoxido (DMSO) fue suministrado
por Scharlau (Barcelona). Todos los medios y suplementos empleados en cultivos

celulares se adquirieron estériles.

Los medios de cultivo preparados a partir las disoluciones de medios y

suplementos comerciales se prepararon también estériles y fueron los siguientes:

* Medio incompleto: DMEM comercial suplementado con L-Ala-.-Gln 2 mM, NEAA y

gentamicina a 25 pg/mL.

e Medio completo: Medio incompleto con un 10% (v/v) de SBF.

e Medio post-fusién: Medio incompleto con un 15% (v/v) de SBF.

* Medio HT: Medio incompleto con hipoxantina 100 uM, timidina 16 uM y 20% (v/v)
de SBF.

e  Medio HT-HFCS: Medio HT con un 1% (v/v) de HFCS.

¢ Medio HAT: Medio HT-HFCS con aminopterina 0.4 uM.

e Medio de congelacién: SBF con un 10% (v/v) de DMSO como crioprotector.

La purificacion de los anticuerpos monoclonales se efectué mediante
cromatografia de afinidad en un equipo AKTA Purifier con detector UV, empleando una
columna HiTrap Protein G HP de 5 mL precedida de una columna Sephadex G-25
HiTrap Desalting de 5 mL, todos adquiridos de GE Healthcare (Uppsala, Suecia). La
filtracion por centrifugaciéon de las disoluciones de anticuerpos monoclonales
purificados se realizé en tubos Amicon® Ultra-4 de Merck-Millipore (Billerica, MA, EE.
UU.) con membranas de celulosa regenerada permeables a moléculas de peso

molecular inferior a 30 kDa.

La isotipacién de las cadenas pesadas de los anticuerpos monoclonales se efectud
con el kit de isotipacion Calbiochem® Hybridoma Subisotyping Kit, Mouse de Merck-
Millipore (Cat. n? 386445). Para la isotipacién de las cadenas ligeras se emplearon
anticuerpos de conejo anti-inmunoglobulinas de ratén (RAM) de Rockland

Immunochemicals Inc (Limerick, PA, EE. UU.).
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5.1.5. Disoluciones y tampones

Todas las disoluciones acuosas y tampones empleados en este trabajo se
prepararon en agua ultrapura MilliQ® recién generada en un equipo de Merck-
Millipore (Billerica, MA, EE. UU.). Los reactivos empleados para su preparacién fueron
utilizados sin purificacion previa. Los nombres y composiciones de dichas disoluciones

se describen a continuacion:

* Tampon de tapizado: Tampdn carbonato-bicarbonato sédico 50 mM, pH 9.6.

e Disolucion de lavado: NaCl 150 mM y Tween-20 al 0.05% (v/v).

e PB: Tampodn fosfato sédico 100 mM, pH 7.4.
e PB10: Tampodn fosfato sédico 10 mM, pH 7.4.

e PB20: Tampodn fosfato sédico 20 mM, pH 7.4.
e PBS: Tampdn fosfato sédico 10 mM, pH 7.4, con NaCl 140 mM.

e PBS-T: PBS con Tween-20 al 0.05% (v/v).

e PBS(2x)-T: PBS doblemente concentrado, pH 7.4, con Tween-20 al 0.05% (v/v).
e PBS-T(10x): PBS con Tween-20 al 0.5% (v/v).

e PBS-BSA-timerosal: BSA al 1% (m/v) y timerosal al 0.01% (m/v) en PBS.

e Tampodn de revelado: Citrato sédico 25 mM y fosfato sédico 62 mM, pH 5.4.

e Disolucion de revelado: OPD a 2 mg/mL y H,0, al 0.012% (v/v) en tampdn de

revelado.

¢ Disolucién de parada: H,SO; 1 M.

e HBS-EP+: Tampon 2-(4-(2-Hidroxietil)piperazin-1-il)etano-1-sulfonato  sddico
(HEPES) 10 mM, pH 7.4, con NaCl 150 mM, EDTA 3 mM vy surfactante P20 al 0.05%
(v/v).

e SAS: Disolucion saturada de sulfato de amonio.
5.1.6. Inmunoensayos

Los estandares, grado Pestanal, de fluopyram (CAS n2 658066-35-4, Mw 396.71
Da), azoxystrobin (CAS n2 131860-33-8, Mw 403.39 Da), boscalid (CAS n2 188425-85-6,
Mw 343.21 Da), cyprodinil (CAS n2 121552-61-2, Mw 225.29 Da), fluopicolide (CAS n®
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239110-15-7, Mw 383.58 Da), fluodioxonil (CAS n2 131341-86-1, Mw 248.19 Da),
fenhexamid (CAS n2 126833-17-8, Mw 302.20 Da), fluxapyroxad (CAS n2 907204-31-3,
Mw 381.30 Da), tebuconazole (CAS n? 107534-96-3, Mw 307.82 Da), trifloxystrobin
(CAS n? 141517-21-7, Mw 408.37 Da), pyrimethanil (CAS n? 53112-28-0, Mw 199.25
Da) y pyraclostrobin (CAS n2 175013-18-0, Mw 387.82 Da), asi como el estandar de 2-
(trifluorometil)benzamida, fueron suministrados por Sigma-Aldrich (Madrid). El
estandar, grado Pestanal, de penthiopyrad (CAS n? 131341-86-1, Mw 359.41 Da) fue
proporcionado por DuPont (Nambsheim, Francia). Para cada estdndar se preparé una
disolucién stock concentrada (100 mM) en DMF anhidra, que se almacend en un vial

de color ambar a -20 °C.

El Tween-20, la o-fenilenodiamina (OPD), el H,0, (30% v/v) y el suero bovino de
adulto (SBA) se adquirieron en Sigma-Aldrich. El anticuerpo policlonal de cabra anti-
inmunoglobulinas de conejo conjugado a HRP (GAR-HRP) se adquiri6 en BioRad
(Madrid). El anticuerpo policlonal de conejo anti-inmunoglobulinas de ratén conjugado
a HRP (RAM-HRP) fue obtenido de Dako (Glostrup, Dinamarca). El anticuerpo
policlonal de cabra anti-inmunoglobulinas G de raton (GAM) se adquirié en Jackson

Immunoresearch Laboratories Inc (West Grove, PA, EE. UU.)

Las microplacas Costar® de poliestireno high-binding de 96 pocillos de fondo plano
para los andlisis mediante ELISA fueron obtenidas de Corning (Corning, NY, EE. UU.).
Las placas se lavaron empleando un lavador automadtico de microplacas modelo
ELx405 de BioTek Instruments (Winooski, VT, EE. UU.). La absorbancia obtenida en los
ensayos se midid con un lector de microplacas PowerWave HT también de BioTek
Instruments. El tratamiento matematico y la representacién grafica de los resultados
se llevaron a cabo mediante el uso del software SigmaPlot 12.5 de SPSS Inc (Chicago,

IL, EE. UU.).

5.1.7. Resonancia de plasmones superficiales

Los andlisis de interaccién en tiempo real mediante SPR se realizaron en un equipo
Biacore T100 de GE Healthcare (Uppsala, Suecia). Los materiales y reactivos para el
equipo Biacore, que incluyen los chips CM5 de oro Serie S, el kit de inmovilizacién
llamado Amine Coupling Kit, el tampdén HBS-EP+ concentrado (tampdn HEPES 100 mM
con NaCl 1.5 M, EDTA 30 mM vy surfactante P20 al 0.5% v/v), las disoluciones de

regeneracion y los viales de plastico y vidrio con tapon, fueron proporcionados
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igualmente por GE Healthcare. Los analisis se efectuaron a 25 °C. Como tampdn de
ensayo se empled en todos los casos HBS-EP+ recién preparado y filtrado a través de
membranas de nitrocelulosa de 0.45 um de didmetro de poro. Las muestras se
prepararon también en dicho tampdn para minimizar la diferencia de respuesta entre

muestras y tampodn (efecto bulk).

5.1.8. Cromatografia de liquidos

El andlisis de los extractos de las muestras mediante UPLC-MS/MS se llevd a cabo
en un cromatografo Acquity de Waters (Milford, MA, EE. UU.) equipado con un sistema
binario de suministro de disolvente, acoplado a un detector de espectrometria de
masas de triple cuadrupolo TQD equipado con una fuente de electrospray Z-spray. Se
empled una columna Bridged Ethylene Hybrid C18 (50x2.1 mm, tamafio de particula
1.7 um) también de Waters como fase estacionaria. La ionizacion por electrospray se
llevé a cabo en modo positivo a 120 °C aplicando al capilar un voltaje de 3.5 kV, con un
flujo de gas en el cono de 50 L/h y utilizando nitrogeno a 300 °C como gas de
desolvatacion a un flujo de 800 L/h. Los resultados se analizaron con el software
MassLynx 4.1 (Waters). El estandar de fosfato de trifenilo (TPP) empleado como patrén
interno fue proporcionado por Sigma-Aldrich (Madrid), y con él se prepard un stock
concentrado (100 pug/mL) en acetonitrilo y se almacend en un vial ambar a -20 °C. El
gel adsorbente de amina primaria/secundaria (PSA) para la limpieza de extractos

mediante extraccidn en fase sélida se obtuvo de Varian (Palo Alto, CA, EE. UU.).

El analisis de mostos y vinos mediante HPLC se realizé en un cromatdgrafo
Surveyor Plus de Thermo Fisher Scientific (Waltham, MA, EE. UU.) con detectores de
indice de refraccion y UV/vis. Se empled como fase estacionaria una columna
HyperREZ XP Carbohydrate H+8 um también de Thermo Fischer Scientific, que se
mantuvo a 50 °C durante todo el ensayo. Las muestras se filtraron antes de su analisis

con filtros de nylon de 0.2 um de diametro de poro.

5.1.9. Muestras de campo

Las muestras de campo de ciruela amarilla y uva (variedades bobal, garnacha,
macabeo y tempranillo) procedieron de cultivos de la Plana de Utiel (Valencia). Para la
trituracion y la homogeneizacion de muestras se utilizaron una picadora americana

De’Longhi KF8140G (Treviso, Italia) y un aparato homogeneizador UltraTurrax T-25-
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S25N-18G de IKA Works Inc (Staufen, Alemania). Tras su tratamiento, las muestras se

almacenaron a -20 °C en tubos de plastico Corning de 50 mL.

Los formulados comerciales Luna® Experience (fluopyram) vy Fontelis®
(penthiopyrad) fueron amablemente proporcionados por Bayer Cropscience
(Frankfurt, Alemania) y DuPont (Nambsheim, Francia), respectivamente. Los
tratamientos se realizaron con pulverizadores de presién previa de 1.5 L. Las muestras
se recogieron en bolsas de plastico comerciales con cierre hermético para congelacion

de alimentos.

La filtracion de mostos se llevd a cabo con bolsas Stomacher® con filtro de
polietileno de 0.5 mm de didmetro de poro suministradas por Seward (Worthing,
Reino Unido). Para la preparacion de vinos se empled la cepa de levadura Lalvin QA23
(Saccharomyces cerevisiae), que fue proporcionada por Lallemand Inc (Montreal,
Quebec, Canada). La levadura se rehidraté antes de su utilizacién por inmersién a 37 °C
en agua MilliQ estéril, siguiendo las instrucciones del fabricante. Las medidas de
densidad se efectuaron con un densimetro Densito 30 PX de Mettler-Toledo GmbH
(Greifensee, Suiza). La fermentacién se llevd a cabo en un incubador Selecta

(Barcelona) con un agitador orbital de 16 mm de radio de 6érbita.

El tratamiento matematico y la representacion grafica de los resultados obtenidos
con las muestras de campo se llevaron a cabo mediante el uso del software SigmaPlot

12.5 de SPSS Inc (Chicago, IL, EE. UU.).

5.1.10. Inmunégenos basados en nanotubos de carbono

Los nanotubos de carbono de pared multiple sin funcionalizar (MWNT, 95% m/m,
50-80 nm de diametro y 10-20 um de longitud) se adquirieron de Cheap Tubes Inc
(Brattleboro, VT, EE. UU.). Los disolventes y reactivos para la funcionalizacién de los
nanotubos se obtuvieron de Sigma-Aldrich (Madrid) y se utilizaron sin purificacién

previa.

Las reacciones asistidas por microondas se realizaron empleando tanto el
instrumental como la metodologia descritas en la seccién 5.1.1. Para la filtracién a
vacio de las muestras de nanotubos se emplearon membranas de Nylon Albet® de 0.45

um de didmetro de poro adquiridas de Levantina Lab (Valencia).
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Las medidas de potencial zeta ({) para la monitorizacién de las reacciones se
registraron a temperatura ambiente con un aparato Zetasizer Nano ZS de Malvern
Instruments Ltd (Worcestershire, Reino Unido). Las muestras se introdujeron en celdas
capilares plegadas Size & Zeta potential propias del instrumento, con una capacidad de
750 pL. Cada muestra se diluyd convenientemente en agua desionizada hasta entrar
en el rango de medida del instrumento. Los resultados fueron procesados con el

software del instrumento (Malvern).

Las imagenes de microscopia electrdnica de transmision (TEM) se obtuvieron en un
microscopio electrénico JEM-1010 de 100 kV de JEOL (Tokyo, Japdn) equipado con una
camara digital AMT RX80 (8 Mpx). La adquisicion de imagenes digitales se realizé con
el software Analysis. Las muestras se depositaron en rejillas de niquel (400 mesh)
recubiertas con resina de poliformal de vinilo (formvar). El anticuerpo policlonal de
cabra anti-inmunoglobulina G de conejo marcado con oro coloidal de 5 nm (GAR-Au)

fue proporcionado por Sigma-Aldrich.

5.2. Sintesis de precursores de brazos espaciadores

Nal 2 4
Me0,c~ > B MeO,C” > >
acetona 1 3 5
ta., 1.5h
39 93% 43

5-Yodopentanoato de metilo (43). A una disolucion de Nal (15.37 g, 152.54 mmol)
en acetona anhidra (40 mlL) se afiadid bajo atmdsfera de N, una disolucién de
5-bromopentanoato de metilo (39, 5 g, 25.63 mmol) en acetona anhidra (40 mL). La
suspension resultante, de color amarillo palido, se agitd a temperatura ambiente
durante 1.5 h (reaccion monitorizada mediante CCF, hexano/AcOEt 4:1). Transcurrido
dicho tiempo, la mezcla se diluyd en agua y se extrajo con hexano. Las fases organicas
reunidas se lavaron con Na,S,0s; acuoso al 5%, con Na,COs acuoso al 5% y con
salmuera, se secaron sobre MgS0, anhidro, se filtraron y se evaporaron a vacio. Se
obtuvo asi el yoduro de alquilo 43 (5.75 g, 93%) como un aceite amarillo palido [lit.,*®®
aceite rojizo] que no requirid purificacion adicional. Este compuesto se ha descrito
previamente (CAS n? 14273-88-2), coincidiendo las propiedades espectroscopicas

observadas con las ya descritas.'®”*8
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\/\/ HZSO4 : ™0
MgSO,, CH,Cl,

53 -20°Cata.,12h 59
84%

Hex-5-inoato de terc-butilo (59). A una suspensién agitada de 4cido hex-5-inoico
(53, 2.49 g, 22 mmol), MgS0, anhidro (2.72 g, 22.6 mmol) y H,SO4 concentrado (310
uL, 5.5 mmol) en CH,Cl, anhidro (14 mL) a —20 °C se afiadid bajo atmodsfera de N,
isobuteno liquido (6.17 mL, 68.2 mmol). La mezcla resultante se agitdé a temperatura
ambiente durante 12 h. Transcurrido dicho tiempo, la mezcla se enfrié a —15 °C para
evaporar el isobuteno remanente, y después se filtré a vacio, enjuagando el MgSO4 no
filtrado con AcOEt. La fase organica filtrada se lavd con NaHCO3 acuoso al 5 % y con
salmuera, se secd sobre Na,SO, anhidro, se filtrd y se evapord a vacio. Se obtuvo asi el
éster terc-butilico 59 (3.09 g, 84%) como un aceite incoloro. Este compuesto se ha
descrito previamente (CAS n? 73448-14-3), coincidiendo las propiedades

espectroscopicas observadas con las ya descritas.?*

(@)
O 2
H202 3 'e)
6 i
TFAA ¢ 6
ta., 18 h 5 &
54%
101 100

6,6-Dimetiltetrahidro-2H-piran-2-ona (100). A una mezcla de TFAA (905 uL, 6.50
mmol) y H,0; acuoso al 35% (m/v, 671 uL, 7.80 mmol) agitada a 0 °C durante 90 min se
anadié gota a gota 2,2-dimetilciclopentan-1-ona (101, 850 pL, 6.50 mmol) durante 2
min. La disolucidn resultante se agitd a temperatura ambiente durante 18 h (reaccion
monitorizada mediante CCF, CHCI3/MeOH 19:1). Transcurrido dicho tiempo, la mezcla
se diluyé en CH,Cl; y un exceso de disolucion acuosa fria de Na,COs, y se extrajo con
CH,Cl,. Las fases orgdnicas reunidas se lavaron con salmuera, se secaron sobre MgSQO,
anhidro, se filtraron y se evaporaron a vacio. Se obtuvo asi la lactona 100 (451.7 mg,
54%) como un aceite amarillo palido que no requirid purificacion adicional. Este
compuesto se ha descrito previamente (CAS n? 2610-95-9), coincidiendo las

propiedades espectroscépicas observadas con las ya descritas. 22237238
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5.3. Sintesis de haptenos para fluopyram

5.3.1. Sintesis del hapteno FPa

0 0
Cl A _Cl
Ho)h sOCl, S
N”>cl 80°C, 4h 2 N7l
95%
38 42

Cloruro de 5,6-dicloronicotinoilo (42). Una disolucion de acido
5,6-dicloronicotinico (38, 1.00 g, 5.21 mmol) y SOCI, (3.8 mL, 52.08 mmol) se calento a
reflujo (80 °C) hasta que mediante CCF (CHCl3/MeOH 19:1 como eluyente) se observd
la desaparicion de todo el producto de partida (aproximadamente 4 h).
Posteriormente se atemperd la mezcla, se diluyd con tolueno y el disolvente se
evapord a vacio, lo que dio lugar al cloruro de acilo 42 (1.04 g, 95%) como un sélido
marrén oscuro [lit.,*® aceite beige] que se utilizd en la siguiente etapa sin purificacion

adicional.

Datos fisicos y espectroscépicos:*®® Pf. 45.6-47.0 °C (tolueno); IR (puro) Vmsx (cm™)
3030m, 1750m, 1706m, 1562m, 1545m, 1416f, 1372f, 1198f, 1155f, 1043m, 929f;
RMN-H (300 MHz, CDCl5) 6 8.97 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H, Py), 8.42 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H,
Py); RMN-"3C (75 MHz, CDCl3) § 165.2 (s, COCl), 155.9 (s, Cs Py), 149.2 (s, C, Py), 140.2
(s, C4 Py), 131.7 (s, Cs Py), 129.3 (s, C; Py).

| Zn (activado) Znl
MeO,C~ > " = [MeO,C~

DMI, TMSCI, CH3CN
70 °C, 50-60 min
43 44

Yoduro de (5-metoxi-5-oxopentil)zinc(ll) (44). Una suspension de zinc en polvo
activado (139.8 mg, 2.14 mmol) y DMI (308 uL, 2.85 mmol) en CH3CN anhidro (3 mL) se
sonicd en banfo de ultrasonidos durante 5 min a temperatura ambiente y bajo
atmosfera de Ar. La mezcla se calentd a 60 °C con agitacion y se afiadieron dos gotas
de TMSCI. Pasados 5 min, se afiadié gota a gota una disolucion del yoduro de alquilo
43 (690.1 mg, 2.85 mmol) en CH3CN anhidro (3 mL), y la mezcla resultante se agitd
bajo atmdsfera de Ar a 70 °C durante 50-60 min, lo que dio lugar a una disolucién
amarilla de yoduro de (5-metoxi-5-oxopentil)zinc(ll) (44) que se dejé atemperar antes

de su utilizacion.
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@) 0}
2 4 4
Cl PdCIz(phen) Cl
MeOZC/\/\/Z”I + Cl | N MeO,C 3 5 63 | s
~ CH5CN 1 R
N Cl ta., 4h N6 Cl
44 42 63% desde 42 45

6-(5,6-Dicloropiridin-3-il)-6-oxohexanoato de metilo (45). Una disolucion del
cloruro de acilo 42 (300 mg, 1.43 mmol) y PdCl,(phen) (15.3 mg, 43 umol) en CH3CN
anhidro (3 mL) se afiadid gota a gota sobre una disolucidon recién preparada del
organozinc 44 en CHsCN anhidro (6 mL), bajo atmédsfera de Ar a temperatura
ambiente. La mezcla resultante se agité a temperatura ambiente durante 4 h (reaccién
monitorizada mediante CCF, hexano/AcOEt 7:3). Transcurrido dicho tiempo, la mezcla
se diluyd en una disolucion acuosa saturada de NH,Cl y se extrajo con AcOEt. Las fases
organicas reunidas se lavaron con disolucidon acuosa saturada de NH4Cl, con NaHCO3
acuoso al 5% y con salmuera, y posteriormente se secaron sobre MgSQO, anhidro, se
filtraron y se evaporaron a vacio. El producto crudo se purificé mediante cromatografia
flash en columna (gel de silice, hexano/AcOEt 9:1), obteniéndose el cetoéster 45 (262.6

mg, 63%) como un sdlido blanco.

Datos fisicos y espectroscdpicos: Pf. 71.9-72.9 °C (AcOEt); IR (puro) vmsx (cm™)
2953d, 1735f, 1684f, 1576m, 1431m, 1360f, 1282f, 1253m, 1153f, 1040f; RMN-'H (300
MHz, CDCl3) 6 8.80 (d, J = 2.1 Hz, 1H, H, Py), 8.27 (d, J = 2.1 Hz, 1H, H, Py), 3.66 (s, 3H,
CO,CHs), 2.98 (t, J = 6.9 Hz, 2H, Hs), 2.37 (t, J = 7.0 Hz, 2H, H,), 1.84-1.65 (m, 4H, H3 y
H,); RMN-"C (75 MHz, CDCl5) 6 196.4 (s, Cs), 173.8 (s, Ci1), 153.3 (s, Cs Py), 146.9 (s, C;
Py), 137.9 (s, C4 Py), 132.1 (s, C3 Py), 131.5 (s, Cs Py), 51.8 (s, CO,CHs), 38.8 (s, Cs), 33.8
(s, Co), 24.4 (s, C4), 23.2 (s, C3); EMAR (TOF, ES+) m/z calculada para C12H14>>Cl,NO3
[M+H]" 290.0345, encontrada 290.0342.

0 F F
Cl DAST 4 = 4 ¢l
MeO,C | X MeO,C™ 7 63| s
_ CH,Cl,/EtOH 1 ~
N~ ~ClI 60 °C, 25 h 2 'N'sCl
83%
45 46

6-(5,6-Dicloropiridin-3-il)-6,6-difluorohexanoato de metilo (46). Bajo atmdsfera de
argoén se anadid DAST (1.6 mL, 12.06 mmol) a una disolucidon del cetoéster 45 (350 mg,
1.21 mmol) en CH,Cl, anhidro (5.2 mL) y EtOH absoluto (0.1 mL) contenida en una
ampolla enfriada a —40 °C. Dicha ampolla se sellé a vacio y se calentd a 60 °C durante

25 h. Transcurrido dicho tiempo se abrié la ampolla, la mezcla se diluyé en CH,Cl, y
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agua y se extrajo con CH,Cl,. Las fases organicas reunidas se lavaron con NaHCOs
acuoso al 5% y con salmuera, se secaron sobre MgSO, anhidro, se filtraron y se
evaporaron a vacio. El producto crudo se purific6 mediante cromatografia flash en
columna (gel de silice, hexano/Et,0 17:3), obteniéndose el compuesto gem-difluorado

46 (315.8 mg, 83%) como un aceite amarillo palido.

Datos fisicos y espectroscdpicos: IR (puro) Vmax (cm™) 2954d, 1735m, 1426d,
1372m, 1217m, 1155f, 998m, 838d, 752f; RMN-'H (300 MHz, CDCls) & 8.40 (d, J = 2.2
Hz, 1H, H, Py), 7.85 (d, J = 2.2 Hz, 1H, H,4 Py), 3.67 (s, 3H, CO,CH;s), 2.32 (t, J = 7.3 Hz,
2H, H,), 2.24-2.04 (m, 2H, Hs), 1.69 (tt, J = 7.3, 7.3 Hz, 2H, Hs), 1.55-1.42 (m, 2H, H,);
RMN-"C (75 MHz, CDCl5) § 173.6 (s, C1), 150.9 (s, Cs Py), 144.3 (t, *Jcr = 6.6 Hz, C, Py),
135.8 (t, *Jer = 6.0 Hz, C; Py), 133.5 (t, %Jor = 28.2 Hz, C; Py), 130.9 (s, Cs Py), 121.0 (t,
YJer = 243.9 Hz, C5), 51.8 (s, CO,CH3), 38.7 (t, er = 26.6 Hz, Cs), 33.7 (s, ), 24.4 (s, Cs),
21.9 (t, *Jor = 3.9 Hz, C,); RMN-"°F (282 MHz, CDCl3) § -96.19 (s, CF,); EMAR (TOF, ES+)
m/z calculada para C1,H14¥Cl,F,NO, [M+H]" 312.0364, encontrada 312.0365.

FF
Cl COZtBU CSzCO3
MeO,C l N +
7 CN THF
N" Cl 90°C,5h
46 “ (MW a 300 W)

62% desde 46

6-(6-(2-(terc-Butoxi)-1-ciano-2-oxoetil)-5-cloropiridin-3-il)-6,6-difluorohexanoato
de metilo (48). Una mezcla de la cloropiridina 46 (100 mg, 0.32 mmol), 2-cianoacetato
de terc-butilo (41, 69 pL, 0.48 mmol) y Cs,CO3 (261 mg, 0.80 mmol) en THF anhidro
(1.5 mL) se introdujo en un tubo de microondas bajo atmdsfera de N,. Dicha mezcla se
agité y calenté en horno microondas a 90 °C (300 W) durante 5 h (reacciéon
monitorizada mediante CCF, hexano/AcOEt 7:3). Transcurrido dicho tiempo, la mezcla
se diluyé en agua y se extrajo con AcOEt. Las fases organicas reunidas se lavaron con
salmuera, se secaron sobre MgSQO, anhidro, se filtraron y se evaporaron a vacio. El
producto crudo se purifico6 mediante cromatografia flash en columna (gel de silice,
hexano/AcOEt 9:1), obteniéndose el compuesto 48 (82.7 mg, 62%) como un aceite
amarillo intenso, cuyo espectro de RMN-"H mostré ser una mezcla 2:1 de tautémeros

ceto/enol.

Datos_fisicos y espectroscdpicos: IR (puro) vmsx (cm™}) 2976d, 2962d, 2931d,
2201m, 1736f, 1636m, 1579m, 1369m, 1309m, 1244f, 1148f, 1005m,; RMN-'H (300
MHz, CDCl3) 6 8.62 (d, /= 1.9 Hz, 1H, H, Py), 7.85 (d, / = 1.9 Hz, 1H, H, Py), 5.29 (s, 1H,
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CH(CN)), 3.66 (s, 3H, CO,CH3), 2.33 (t, J = 7.3 Hz, 2H, H,), 2.25-1.99 (m, 2H, Hs), 1.69 (tt,
J=7.3,7.3 Hz, 2H, Hs), 1.50 (s, 9H, C(CH;)3), 1.56-1.43 (m, 2H, H,); RMN-"3C (75 MHz,
CDCl3) 6 173.6 (s, C;), 161.8 (s, CO,tBu), 149.9 (s, Cs Py), 144.8 (t, *Jcr = 6.4 Hz, C, Py),
135.4 (t, 2Jer = 28.1 Hz, C3 Py), 134.9 (t, *Jor = 6.1 Hz, C; Py), 131.5 (s, Cs Py), 121.0 (t,
YJer = 244.1 Hz, Co), 113.9 (s, CN), 85.8 (s, C(CHs)3), 51.8 (s, CO,CH3), 45.0 (s, CH(CN)),
38.7 (t, Yer = 26.6 Hz, Cs), 33.7 (s, C2), 27.9 (s, C(CHs)3), 24.4 (s, C3), 21.9 (t, *Jer = 4.1 Hz,
C,); RMN-"F (282 MHz, CDCl;) § -96.61 (s, CF,); EMAR (TOF, ES+) m/z calculada para
CioH24>CIF,N,04 [M+H]" 417.1387, encontrada 417.1385.

F F
MeO,C Y PTSA-H,0 2« NS al
o2 | 5 CcO tB MeOZC 3 5 6 3 | N 5
N 2Bu tolueno 1 _ CN
CN 120°C, 3h 2 °N"s
75%
48 49

6-(5-Cloro-6-(cianometil)piridin-3-il)-6,6-difluorohexanoato de metilo (49). Una
disolucion del éster terc-butilico 48 (150 mg, 0.36 mmol) y monohidrato de PTSA (4.6
mg, 24 umol) en tolueno anhidro (1.1 mL) se agitd a reflujo (120 °C) con agitacién bajo
atmosfera de N, durante 3 h (reaccion monitorizada mediante CCF, hexano/AcOEt
7:3). Transcurrido dicho tiempo, la mezcla atemperada se diluyé en tolueno y agua y se
extrajo con tolueno. Las fases orgdnicas reunidas se lavaron con disolucién acuosa de
NaHCOs al 5% y con salmuera, se secaron sobre MgSQ, anhidro, se filtraron y se
evaporaron a vacio. El producto crudo se purific6 mediante cromatografia flash en
columna (gel de silice, hexano/AcOEt 4:1), obteniéndose el nitrilo 49 (85.1 mg, 75%)

como un sélido amarillo palido.

Datos fisicos y espectroscépicos: Pf. 44.2—46.3 °C (hexano/AcOEt); IR (puro) Vmax
(cm™') 3005d, 2931d, 2874d, 2251d, 1725f, 1598d, 1389f, 1289m, 1167f, 1055m, 995f;
RMN-'H (300 MHz, CDCls) & 8.61 (d, J = 1.9 Hz, 1H, H, Py), 7.82 (d, J = 1.9 Hz, 1H, H,
Py), 4.09 (s, 2H, CH,CN), 3.66 (s, 3H, CO,CH;), 2.32 (t, J = 7.3 Hz, 2H, H,), 2.24-2.06 (m,
2H, Hs), 1.68 (tt, J = 7.3, 7.3 Hz, 2H, Hs), 1.56-1.45 (m, 2H, H,); RMN-"C (75 MHz,
CDCl3) 6 173.6 (s, C1), 149.7 (s, Cs Py), 144.8 (t, *Jcr = 6.4 Hz, C, Py), 134.7 (t, Yer = 27.9
Hz, C; Py), 134.5 (t, *Jer = 6.0 Hz, C; Py), 131.0 (s, Cs Py), 121.0 (t, Ycr = 243.8 Hz, Cy),
115.4 (s, CH,CN), 51.8 (s, CO,CH3), 38.7 (t, “Jer = 26.6 Hz, Cs), 33.7 (s, C2), 25.2 (s, Cs),
24.4 (s, CH,CN), 21.9 (t, *Jcr = 3.9 Hz, C;); RMN-"°F (282 MHz, CDCl;) § -96.40 (s, CF>);
EMAR (TOF, ES+) m/z calculada para C1aH16>>CIF,N,0, [M+H]* 317.0863, encontrada
317.0859.
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F F , . RF
Cl H, (1 atm) 4 _Cl
MeO,C | A MeOz? S 5 63 | X%
s CN PtO2 —
N HCI/MeOH 2°N7s NH,-HCI
49 ta., 5 h 50
54%

Hidrocloruro de 6-(6-(2-aminoetil)-5-cloropiridin-3-il)-6,6-difluorohexanoato de
metilo (50). Una suspensién del nitrilo 49 (82.2 mg, 0.26 mmol) y PtO, (17.7 mg, 78
umol) en una disolucién de HCl 0.35 M en MeOH (5.3 mL) se agitd a temperatura
ambiente bajo atmodsfera de H, (1 atm) durante 5 h (reaccién monitorizada mediante
CCF, CHCl3/MeOH 4:1). Transcurrido dicho tiempo, la mezcla se filtré a vacio a través
de celite, lavando con MeOH abundante, y el filtrado se evapord a vacio. El producto
crudo se purificé mediante cromatografia flash en columna (gel de silice, CHCls/MeOH

17:3), obteniéndose el hidrocloruro de amina 50 (54 mg, 58%) como un sélido naranja.

Datos fisicos y espectroscépicos: Pf. 99.5-100.7 °C (CHCl3/MeOH); IR (puro) Vmax
(cm_l) 3392m (ancha), 3070m, 2950m, 2915m, 1732f, 1594m, 1497m, 1380m, 1245m,
1165f, 985f; RMN-"H (300 MHz, CDCl3) 6 8.53 (d, J = 1.6 Hz, 1H, H, Py), 7.75 (d, J = 1.9
Hz, 1H, H, Py), 7.25 (br s, 3H, CH,CH,NH;Cl), 3.65 (s, 3H, CO,CH;), 3.53 (t, /= 5.6 Hz, 2H,
CH,CH,N), 3.40 (t, J = 5.5 Hz, 2H, CH,CH;,N), 2.31 (t, J = 7.3 Hz, 2H, H,), 2.23-2.03 (m,
2H, Hs), 1.67 (t, J = 7.3 Hz, 2H, Hs), 1.55-1.42 (m, 2H, Hs); RMN-"3C (75 MHz, CDCls)
6 173.7 (s, C1), 157.0 (s, Cs Py), 143.9 (t, SJCF = 6.4 Hz, C; Py), 134.2 (t, 3JCF = 6.0 Hz, ¢
Py), 133.2 (t, %Jcr = 28.1 Hz, C3 Py), 131.5 (s, Cs Py), 121.2 (t, YJcr = 243.6 Hz, C4), 51.7 (s,
CO,CH3), 38.6 (t, ZJCF = 26.7 Hz, Cs), 38.0 (s, CH,CH,N), 33.7 (s, C;), 31.0 (s, CH,CH;N),
24.5 (s, C3), 21.9 (t, SJCF =3.9 Hz, Cy); RMN-"°F (282 MHz, CDCl3) 6 -96.25 (s, CF); EMAR
(TOF, ES+) m/z calculada para C14H20>>CIF,N,0, [M-CI]* 321.1176, encontrada
321.1191.

F F
cl
MeOZC | N
N7 NH,-HCI
2 ) 4 R F 3 N
50 N
A pyaop  MeO LT =T e ST G Q@ S
_—— P
2 6 3
oF DIPEA, DMF N N i
g ta, 17 h 6 4
HO2C\© 79% desde 50 &1 5
40

6-(5-Cloro-6-(2-(2-(trifluorometil)benzamido)etil)piridin-3-il)-6,6-difluorohexano-
ato de metilo (51). Una disolucién de PyAOP (189.7 mg, 0.36 mmol) en DMF anhidra
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(1.5 mL) se afiadido gota a gota bajo atmdsfera de N, sobre una disolucion del
hidrocloruro 50 (100 mg, 0.28 mmol), acido 2-(trifluorometil)benzoico (40, 63.9 mg,
0.34 mmol) y DIPEA (146 uL, 0.84 mmol) en DMF anhidra (1.5 mL). La disolucion
resultante se agitdé a temperatura ambiente durante 17 h (reaccion monitorizada
mediante CCF, hexano/AcOEt 3:7). Transcurrido dicho tiempo, la mezcla se diluyd en
agua y se extrajo con AcOEt. Las fases organicas reunidas se lavaron con LiCl acuoso al
1.5% y con salmuera, se secaron sobre MgSQO, anhidro, se filtraron y se evaporaron a
vacio. El producto crudo se purificd6 mediante cromatografia flash en columna (gel de
silice, hexano/AcOEt 3:2), obteniéndose la amida 51 (109.2 mg, 79%) como un sélido

amarillo palido.

Datos fisicos y espectroscopicos: Pf. 44.5-47.2 °C (Et,0); IR (puro) Vms (cm™)
3268m (ancha), 2946d, 2872d, 1725f, 1640f, 1543m, 1314f, 1169f, 1127f, 1059m,
985m; RMN-'H (300 MHz, CDCl3) § 8.47 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H; Py), 7.75 (d, J = 2.0 Hz, 1H,
H, Py), 7.65 (dd, J = 6.8, 2.2 Hz, 1H, Hg Ph), 7.61-7.47 (m, 3H, H3, Hsy Hs Ph), 6.74 (br t,
J = 4.6 Hz, 1H, CONH), 3.99 (dt, J = 6.0 Hz, 2H, NHCH,CH,), 3.65 (s, 3H, CO,CHS3), 3.26 (t,
J =5.9 Hz, 2H, NHCH,CH,), 2.30 (t, J = 7.3 Hz, 2H, H,), 2.22-2.05 (m, 2H, Hs), 1.67 (dt,
J = 7.4 Hz, 2H, Hs), 1.53-1.41 (m, 2H, H,); RMN-"3C (75 MHz, CDCl5) & 173.7 (s, C1),
167.8 (s, CONH), 158.4 (t, *Jc; = 1.5 Hz, Cs Py), 143.8 (t, *Jr = 6.5 Hz, C; Py), 136.3 (q,
*Jee = 1.8 Hz, C; Ph), 133.8 (t, *Jce = 6.1 Hz, C4 Py), 132.6 (t, *Jor = 28.0 Hz, C; Py), 132.2
(s, Cs Ph), 131.8 (s, Cs Py), 129.8 (s, C; Ph), 128.8 (s, Cs Ph), 127.2 (q, *Jer = 32.3 Hz, C,
Ph), 126.4 (q, *Jer = 5.0 Hz, C5 Ph), 123.7 (q, “Jer = 273.6 Hz, CF3), 121.3 (t, Ycr = 243.4
Hz, Co), 51.7 (s, CO,CH3), 38.7 (t, “Jor = 26.9 Hz, Cs), 37.2 (s, NHCH,CH,), 33.9 (s,
NHCH,CH,), 33.7 (s, Cs), 24.5 (s, C3), 22.0 (t, *Jc¢ = 5.7 Hz, C4); RMN-"°F (282 MHz, CDCls)
6 -59.47 (s, CF3), -96.17 (s, CF,); EMAR (TOF, ES+) m/z calculada para C22H2335CIF5N203
[M+H]" 493.1312, encontrada 493.1318.

R F 2 4 i 4 cl
Cl . X
MeO,C | S O CF; LiOH HO2? g | 5 0 2CF3
=
2 2 3
N N THF/H,0 N8 N i
H ta. 16 h 6 4
>99% 5
51 34 (Hapteno FPa)

Acido  6-(5-cloro-6-(2-(2-(trifluorometil)benzamido)etil)piridin-3-il)-6,6-difluoro-
hexanoico (hapteno FPa, 34). Una disolucidon acuosa de LiOH 2.5 M (1.1 mL, 2.74
mmol) se afadidé gota a gota y con agitacion vigorosa sobre una disolucién del éster

metilico 51 (82.2 mg, 0.17 mmol) en THF anhidro (1.7 mL). La mezcla resultante se
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agitd a temperatura ambiente durante 16 h (reaccién monitorizada mediante CCF,
CHCl3/MeOH 19:1). Transcurrido dicho tiempo se evaporo a vacio el THF y el residuo se
diluyé en agua, se acidificd con acido citrico hasta pH 2-3 y se extrajo con AcOEt. Las
fases organicas reunidas se lavaron con salmuera, se secaron sobre MgSQO, anhidro, se
filtraron y se evaporaron a vacio. Se obtuvo asi el hapteno FPa (34, 79.9 mg, >99%)

como un sélido amarillo palido que no requirié purificacion adicional.

Datos fisicos y espectroscopicos: Pf. 140.1-141.4 °C (CHCl3); IR (puro) vmsx (cm™)
3289m (ancha), 2950d, 1710m, 1652m, 1541m, 1315f, 1174m, 1133m, 1065d, 1032d,
770m; RMN-"H (300 MHz, CD;0D) & 8.59 (d, J = 1.8 Hz, 1H, H, Py), 7.96 (d, J = 1.9 Hz,
1H, H, Py), 7.72 (dd, J = 7.4, 0.8 Hz, 1H, H; Ph), 7.70-7.63 (m, 1H, Hs Ph), 7.63-7.57 (m,
1H, H, Ph), 7.48 (dd, J = 7.5, 0.6 Hz, 1H, Hs Ph), 3.84 (t, J = 6.9 Hz, 2H, NHCH,CH,), 3.30
(t, J = 6.9 Hz, 2H, NHCH,CH,), 2.27 (t, J = 7.2 Hz, 2H, H,), 2.33-2.14 (m, 2H, Hs), 1.64 (tt,
J=7.2,7.2 Hz, 2H, H3), 1.53-1.42 (m, 2H, H,); RMN-'3C (75 MHz, CD;0D) & 177.2 (s, C),
170.7 (s, CONH), 159.2 (s, Cs Py), 145.1 (t, *Jcr = 6.6 Hz, C5 Py), 137.2 (q, *Jcr = 2.4 Hz, C;
Ph), 135.3 (t, *Jcr = 6.1 Hz, C4 Py), 134.2 (t, “gr = 28.1 Hz, C;5 Py), 133.3 (s, Cs Ph), 132.8
(s, Cs Py), 131.0 (s, C; Ph), 129.6 (s, Cs Ph), 128.2 (g, Ycr = 32.0 Hz, C, Ph), 127.4 (q,
*Jee = 5.0 Hz, C3 Ph), 125.1 (q, Yer = 272.9 Hz, CF3), 122.9 (t, Yer = 242.3 Hz, C5), 39.1 (t,
?Jer = 26.7 Hz, Cs), 38.9 (s, NHCH,CH,), 35.3 (s, Cs), 34.5 (s, NHCH,CH5), 25.5 (s, C3), 23.0
(t, *Jer = 4.0 Hz, C;); RMN-"°F (282 MHz, CD;0D) & -60.94 (s, CF3), -96.99 (s, CF); EMAR
(TOF, ES+) m/z calculada para Cp1H»1>°CIFsN,05 [M+H]® 479.1155, encontrada
479.1157; UV (PB) € (290 nm) = 0.15 mM ™" cm™, £ (280 nm) = 1.97 mM ™" cm™, £ (270
nm)=3.60mM " cm™, £ (260 nm) =2.67 MM cm™, € (250 nm) =1.71 mM tcm™.

5.3.2. Sintesis del hapteno FPb

4
F |
F3C_~C R Cs,CO5 3C 5| e
| +  NC” "CO,Bu P ><
N~ >cl THF 6 °'N"2 O

90°C,2h CN
(MW a 300 W)
8 41 94% desde 8 54

2-(3-Cloro-5-(trifluorometil)piridin-2-il)-2-cianoacetato de terc-butilo (54). Una
mezcla de la dicloropiridina 8 (1 g, 4.63 mmol), 2-cianoacetato de terc-butilo (41, 992
uL, 6.94 mmol) y Cs,CO5 (3.77 g, 11.57 mmol) en THF anhidro (17 mL) se introdujo en
un tubo de microondas bajo atmdsfera de N,. Dicha mezcla se calentd con agitacién

usando un horno microondas a 90 °C (300 W) durante 2 h (reaccién monitorizada
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mediante CCF, hexano/AcOEt 4:1). Transcurrido dicho tiempo, la mezcla se diluyd en
agua y se extrajo con AcOEt. Las fases organicas reunidas se lavaron con salmuera, se
secaron sobre MgSQO, anhidro, se filtraron y se evaporaron a vacio. El producto crudo
se purificd mediante cromatografia flash en columna (gel de silice, hexano/AcOEt 9:1),
obteniéndose el compuesto 54 (1.39 g, 94%) como un solido amarillo intenso, cuyo

espectro de RMN-'H mostré ser una mezcla 2:1 de tautémeros ceto/enol.

Datos fisicos y espectroscopicos: Pf. 119.7-121.8 °C (hexano/AcOEt); IR (puro) Vmax
(cm™') 3084d, 3031d, 2979d, 2202f, 1647f, 1591f, 1308f, 1252f, 1002m, 899m, 772m;
RMN-H (300 MHz, CDCls) & 8.81 (dq, “Jun = 1.9 Hz, “Jir = 0.8 Hz, 1H, Hg Py), 8.03 (dq,
*Juw = 1.9 Hz, YJye = 0.5 Hz, 1H, H4 Py), 5.33 (s, 1H, CH(CN)), 1.51 (s, 9H, C(CHs)3);
RMN-"C (75 MHz, CDCl;) & 161.4 (s, CO,tBu), 152.2 (s, C, Py), 144.7 (9, *Jcr = 4.0 Hz, Cs
Py), 135.2 (q, *Jcr = 3.6 Hz, C; Py), 131.8 (s, C; Py), 128.5 (q, “Jer = 34.5 Hz, Cs Py), 122.3
(9, Yo = 273.5 Hz, CF3), 113.5 (s, CN), 86.1 (s, CMes), 45.1 (s, CH(CN)), 27.8 (s, C(CH3)3);
RMN-"F (282 MHz, CDCl5) 6 -62.95 (s, CF;); EMAR (TOF, ES+) m/z calculada para
C13H13*CIF3N,0, [M+H]" 321.0612, encontrada 321.0613.

F3C Cl 4

B PTSA-H,0 F3C8 x3-Cl
N7 OO m
tolueno s N2~ CON
CN 120°C, 3 h
0,
54 82% 10

2-(3-Cloro-5-(trifluorometil)piridin-2-il)acetonitrilo (10). Una disolucién del éster
terc-butilico 54 (732.3 mg, 2.28 mmol) y monohidrato de PTSA (89.4 mg, 0.16 mmol)
en tolueno anhidro (4.5 mL) se calentd a reflujo (120 °C) con agitacion bajo atmésfera
de N, durante 3 h (reaccion monitorizada mediante CCF, hexano/AcOEt 4:1).
Transcurrido dicho tiempo, la mezcla se diluyd en agua y se extrajo con benceno. Las
fases organicas reunidas se lavaron con NaHCO; acuoso al 5% y con salmuera, se
secaron sobre MgS0, anhidro, se filtraron y se evaporaron a vacio. El producto crudo
se purific6 mediante cromatografia flash en columna (gel de silice, hexano/AcOEt

19:1), obteniéndose el compuesto 10 (412.4 mg, 82%) como un solido amarillo.

Datos fisicos y espectroscépicos: Pf. 33.3-34.8 °C (hexano/AcOEt); IR (puro) Vmax
(cm™) 3078d, 2951d, 2923d, 2257m, 1877d, 1846d, 1603m, 1563d, 1396f, 1336f,
1315f, 1134f; RMN-"H (300 MHz, CDCl3) & 8.80 (dq, “Juy = 1.8 Hz, “J4r = 0.7 Hz, 1H, Hs
Py), 7.99 (dq, “Juy = 1.8 Hz, “Jue = 0.5 Hz, 1H, H4 Py), 4.14 (s, 2H, CH,CN); RMN-"C (75
MHz, CDCl3) & 152.1 (s, C, Py), 144.7 (q, *Jcr = 3.9 Hz, Cs Py), 134.8 (9, *Jcr = 3.6 Hz, G4
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Py), 131.3 (s, C3 Py), 128.0 (9, Ycr = 31.0 Hz, Cs Py), 122.4 (9, YJcr = 273.2 Hz, CF3), 114.9
(s, CN), 25.5 (s, CH,CN); RMN-"°F (282 MHz, CDCls) & -62.85 (s, CF3); EMAR (TOF, ES+)
m/z calculada para C8H535CIF3N2 [M+H]" 221.0088, encontrada 221.0089.

4
FsC | Y H, (1 atm) FSC\SI(ﬁ/\CI/\
N7 >N Pd/C 10% 6 N7 NH,-HC
HCI/MeOH
ta.,25h

Hidrocloruro de 2-(3-cloro-5-(trifluorometil)piridin-2-il)etan-1-amina (55). Una
suspension del nitrilo 10 (37 mg, 0.17 mmol) y Pd/C al 10% (1.4 mg, 1.3 umol Pd) en
una disoluciéon de HCl 0.75 M en MeOH (1.12 mL) se agité a temperatura ambiente
bajo atmédsfera de H, (1 atm) durante 2.5 h (reaccién monitorizada mediante CCF,
hexano/AcOEt 4:1). Transcurrido dicho tiempo la mezcla se filtré a través de celite,
lavando con abundante MeOH, y se evapord el disolvente a vacio. Se obtuvo asi el
hidrocloruro 55 (42.9 mg, 98%) como un sélido anaranjado que no requirié purificacion

adicional.

Datos fisicos y espectroscdpicos:**° Pf. 188.1-190.3 °C (MeOH, descomp.) [lit., pf
188-192 °C]; IR (puro) Vmaix (cm'l) 3398m (ancha), 3112d, 2966m, 2884d, 1604f,
1485m, 1395m, 1328f, 1165m, 1135f, 1056m, 919m; RMN-'H (300 MHz, CDs;0D)
5 8.82 (d, J = 1.6 Hz, 1H, Hg Py), 8.26 (d, J = 1.6 Hz, 1H, H, Py), 3.51 (t, J = 6.0 Hz, 2H,
CH,CH;N), 3.40 (t, J = 6.4 Hz, 2H, CH,CH,N); RMN-3C (75 MHz, DMSO-dg) & 159.1 (s, C»
Py), 143.9 (q, *Jcr = 4.0 Hz, Cs Py), 134.3 (g, *Jer = 3.5 Hz, C,4 Py), 131.0 (s, C; Py), 124.8
(9, Yer = 32.3 Hz, Cs Py), 122.9 (g, Yer = 273.1 Hz, CF3), 36.1 (s, CH,CH,N), 31.7 (s,
CH,CH,N); RMN-'°F (282 MHz, DMSO-dg) 6 -61.07 (s, CFs); EMAR (TOF, ES+) m/z
calculada para C8H935CIF3N2 [M-CI]* 225.0401, encontrada 225.0400.

CF; , O CFy
HO,C. i BnBr 3 N0 3
Cs,CO3, DMF 1 (jsA & ¢
NO, 60 °C, 40 min 5 . NO;
(MW a 300 W)
52 99% 56

4-Nitro-2-(trifluorometil)benzoato de bencilo (56). Una suspension de 3acido
4-nitro-2-(trifluorometil)benzoico (52, 1 g, 4.25 mmol), Cs,CO3 (2.07 g, 6.38 mmol) y
bromuro de bencilo (0.76 mL, 6.38 mmol) en DMF anhidra (17 mL) se introdujo en un

tubo de microondas. Dicha mezcla se calentd con agitacion usando un horno
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microondas a 60 °C (300 W) durante 40 min (reaccién monitorizada mediante CCF,
hexano/AcOEt 9:1). Transcurrido dicho tiempo, la mezcla se diluyd en agua y se extrajo
con AcOEt. Las fases orgdnicas reunidas se lavaron con LiCl acuoso al 1.5% y con
salmuera, se secaron sobre MgSQO, anhidro, se filtraron y se evaporaron a vacio. El
producto crudo se purific6 mediante cromatografia flash en columna (gel de silice,
hexano/AcOEt 19:1), obteniéndose el éster bencilico 56 (1.37 g, 99%) como un aceite

amarillo.

Datos fisicos y espectroscdpicos: IR (puro) Vs (cm™") 3092d, 3031d, 2951d, 2890d,
1736f, 1617m, 1535m, 1353m, 1289f, 1113f, 1046f, 912m; RMN-'H (300 MHz, CDCl3)
5 8.60 (d, J = 2.2 Hz, 1H, H; Ph), 8.44 (dd, J = 8.5, 2.2 Hz, 1H, Hs Ph), 7.97 (d, J = 8.5 Hz,
1H, Hg Ph), 7.48=7.34 (m, 5H, CH,CeHs), 5.41 (s, 2H, CH,Ph); RMN-'3C (75 MHz, CDCl,)
6 164.9 (s, CO,Bn), 149.0 (s, C4 Ph), 136.8 (q, 3JCF = 1.7 Hz, C; Ph), 134.5 (s, C; CH,Ph),
131.9 (s, Cs Ph), 130.7 (q, “Jcr = 34.4 Hz, C; Ph), 129.0 (s, C; CH,Ph), 128.9 (s, C3 y Cs
CH,Ph), 128.9 (s, C; y Cs CH,Ph), 126.7 (s, Cs Ph), 122.4 (q, *Jes = 5.5 Hz, C5 Ph), 122.2 (q,
YYer = 274.2 Hz, CF5), 68.9 (s, CH,Ph); RMN-°F (282 MHz, CDCl3) 6 -60.27 (s, CF3); EMAR
(TOF, ES+) m/z calculada para NaCisH1gFsNO, [M+Na]" 348.0454, encontrada 348.0445.

CF; ) @) 2CF3
BnO,C Fe, NH4CI 3©1/\o 1 3
4
EtOH/H,0 4 6 6
NO, 80°C,2.5h 5 5 N2
83%
56 57

4-Amino-2-(trifluorometil)benzoato de bencilo (57). Sobre una disolucidon del
nitroderivado 56 (661.7 mg, 2.03 mmol) y NH4Cl (54.4 mg, 1.02 mmol) en etanol (13
mL) y agua (2.3 mL) a 80 °C se afiadié poco a poco Fe en polvo (363.7 mg, 6.51 mmol).
La suspensidon resultante se agitd a 80 °C durante 2.5 h (reaccion monitorizada
mediante CCF, hexano/AcOEt 7:3). Transcurrido dicho tiempo, la mezcla se atempero,
se diluyé en agua y se extrajo con AcOEt. Las fases organicas reunidas se lavaron con
salmuera, se secaron sobre Na,SO, anhidro, se filtraron y se evaporaron a vacio. El
producto crudo se purifico6 mediante cromatografia flash en columna (gel de silice,

hexano/AcOEt 9:1), obteniéndose la anilina 57 (500 mg, 83%) como un aceite amarillo.

Datos fisicos y espectroscdpicos: IR (puro) Vmsx (cm™) 3495m, 3386f, 3227d, 2943d,
1720f, 1632f, 1604f, 1456m, 1352m, 1274f, 1166f, 1041m; RMN-'H (300 MHz, CDCl5)
6 7.78 (d, J = 8.5 Hz, 1H, Hg Ph), 7.48-7.32 (m, 5H, CH,CgHs), 6.97 (d, J = 2.3 Hz, 1H, H;
Ph), 6.73 (dd, J = 8.5, 2.3 Hz, 1H, Hs Ph), 5.32 (s, 2H, CH,Ph), 4.18 (br s, 2H, NH,);

» 254 «



Seccion Experimental

RMN-"C (75 MHz, CDCl5) 6 165.9 (s, CO,Bn), 149.8 (s, C; Ph), 135.9 (s, C; CH,Ph), 133.7
(s, Cs Ph), 131.4 (q, %Jor = 32.4 Hz, C, Ph), 128.7 (s, C3 y Cs CH,Ph), 128.5 (s, C> y Cs
CH,Ph), 128.4 (s, C; CH,Ph), 123.4 (q, YJe = 273.7 Hz, CF3), 119.0 (s, C; Ph), 115.9 (s, Cs
Ph), 112.9 (q, *Jcr = 6.1 Hz, C3 Ph), 67.2 (s, CH,Ph); RMN-"’F (282 MHz, CDCl;) § -60.22
(s, CF3); EMAR (TOF, ES+) m/z calculada para CisHi3FsNO, [M+H]® 296.0893,
encontrada 296.0895.

O CF
CFs ‘BUONO 2, 2]

BnO,C 3 OAO 1 3

4
CH,l,, CHACN 4 6 6 |

NH, 80°C, 2.5 h 5 5
80%
57 58

4-Yodo-2-(trifluorometil)benzoato de bencilo (58). A una disolucién a temperatura
ambiente de la anilina 57 (929 mg, 3.15 mmol) en CH,l; (9 mL, 111.71 mmol) y CH3CN
anhidro (3.3 ml) se afiadio bajo atmdsfera de N, nitrito de terc-butilo (1.72 mL, 14.47
mmol). La mezcla resultante se calentd a reflujo (80 °C) y se agitd durante 2.5 h
(reaccion monitorizada mediante CCF, hexano/AcOEt 7:3). Transcurrido dicho tiempo
la mezcla se dejo atemperar y el disolvente se evapord a vacio. El producto crudo se
purific6 mediante cromatografia flash en columna (gel de silice, hexano/AcOEt 19:1),

obteniéndose el yoduro 58 (1.03 g, 80%) como un sélido amarillo palido.

Datos fisicos y espectroscépicos: Pf. 38.2-39.0 °C (hexano/AcOEt); IR (puro) Vmax
(cm_l) 2924d, 2852d, 1738f, 1589m, 1564d, 1456m, 1377m, 1302f, 1259f, 1174f,
1046f, 697m; RMN-'H (300 MHz, CDCl3) & 8.08 (d, J = 1.4 Hz, 1H, H; Ph), 7.95 (dd,
J=8.2, 1.4 Hz, 1H, Hs Ph), 7.53 (d, J = 8.2 Hz, 1H, Hg Ph), 7.47-7.32 (m, 5H, CH,CeHs),
5.36 (s, 2H, CH,Ph); RMN-"3C (75 MHz, CDCl3) & 166.0 (s, CO,Bn), 141.1 (s, Cs Ph), 135.9
(9, 3Jcr = 5.7 Hz, C3 Ph), 135.1 (s, C; CH,Ph), 131.9 (s, Cs Ph), 130.6 (q, *Jcr = 1.9 Hz, C;
Ph), 130.4 (q, *Jcr = 32.8 Hz, C; Ph), 128.8 (s, C3 y Cs CH,Ph), 128.8 (s, Cs, C4 'y C5 CH,Ph),
122.3 (q, Yer = 274.3 Hz, CF3), 97.5 (s, C; Ph), 68.2 (s, CH,Ph); RMN-'°F (282 MHz,
CDCl5) 6 -60.04 (s, CF3); EMAR (TOF, ES+) m/z calculada para CisH14F3INO, [M+NH4]"
424.0016, encontrada 424.0008.
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CF;
PdCly(PPhs3)
BnO,C + \/\/COZtBU 2 3)2
Cul, EtzN, DMF
I ta,2h
95% desde 58
58 59

4-(6-(terc-Butoxi)-6-oxohex-1-in-1-il)-2-(trifluorometil)benzoato de bencilo (60). A
una disolucidn agitada y sonicada bajo atmédsfera de N, del yodobenceno 58 (450 mg,
1.11 mmol), PdCl,(PPhs), (21.1 mg, 33 umol), Cul (15.2 mg, 78 umol) y el alquino 59
(279.3 mg, 1.66 mmol) en DMF anhidra (887 uL) a temperatura ambiente se anadié
trietilamina (887 uL, 6.36 mmol). La mezcla resultante se agitd durante 2 h a
temperatura ambiente (reaccion monitorizada mediante CCF, hexano/AcOEt 4:1).
Transcurrido dicho tiempo, la mezcla se diluyd en agua y se extrajo con AcOEt. Las
fases organicas reunidas se lavaron con LiCl acuoso al 1.5% y con salmuera, se secaron
sobre MgS0, anhidro, se filtraron y se evaporaron a vacio. El producto crudo se
purific6 mediante cromatografia flash en columna (gel de silice, hexano/AcOEt 19:1),
obteniéndose el producto de acoplamiento cruzado 60 (472.2 mg, 95%) como un

aceite amarillo palido.

Datos fisicos y espectroscépicos: IR (puro) Vmsx (cm™) 2977d, 2935d, 2230d, 1725f,
1610m, 1456m, 1367m, 1286m, 1258f, 1141f, 1047f; RMN-"H (300 MHz, CDCl5) & 7.74
(d, J = 1.3 Hz, 1H, H3 Ph), 7.74 (d, J = 8.0 Hz, 1H, Hs Ph), 7.57 (dd, J = 8.0, 1.3 Hz, 1H, Hs
Ph), 7.46-7.31 (m, 5H, CH,C¢Hs), 5.36 (s, 2H, CH,Ph), 2.49 (t, J = 7.2 Hz, 2H, H3), 2.40 (t,
J=7.2 Hz, 2H, Hs), 1.90 (tt, J = 7.2, 7.2 Hz, 2H, H,), 1.46 (s, 9H, C(CHs)3); RMN-"3C (75
MHz, CDCl3) § 172.4 (s, Cg), 166.1 (s, CO,Bn), 135.2 (s, C; CH,Ph), 134.5 (s, Cs Ph), 130.7
(s, Cs Ph), 130.0 (q, *Jor = 5.5 Hz, C; Ph), 129.6 (q, *Jor = 1.9 Hz, C; Ph), 129.3 (q,
’Jer = 32.8 Hz, C, Ph), 128.8 (s, C; y Cs CH,Ph), 128.7 (s, C, y Cs CH,Ph), 128.7 (s, C,
CH,Ph), 127.7 (s, C; Ph), 123.1 (q, YJer = 273.7 Hz, CF3), 93.9 (s, C,), 80.6 (s, CMes), 79.6
(s, C1), 68.0 (s, CHyPh), 34.5 (s, Cs), 28.3 (s, C(CHs)3), 23.9 (s, C4), 19.0 (s, C5); RMN-"°F
(282 MHz, CDCl3) & -60.09 (s, CF3); EMAR (TOF, ES+) m/z calculada para CysHasFsNO,
[M+NH,4]* 464.2043, encontrada 464.2044.
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CF3; CF;
BnO,C H, (2 atm) HO,C._*A_ s o
Pd/C 10% ; LA ><
X CO,Bu AcOEt, t.a., 3 h 5 1 3 5 0 O
89%
60 61

Acido  4-(6-(terc-butoxi)-6-oxohexil)-2-(trifluorometil)benzoico  (61). Una
suspension del alquino 60 (420 mg, 0.94 mmol) y Pd/C al 10% (217.3 mg, 0.20 mmol
Pd) en AcOEt anhidro (11.2 mL) se introdujo en un reactor equipado con agitacién
magnética y se hidrogend a temperatura ambiente durante 3 h bajo una presién de H;
de 2 atm. Transcurrido dicho tiempo el reactor se despresurizd y la suspension negra
se filtré a través de celite, lavando con EtOAc. Tras evaporar el disolvente a vacio, se
obtuvo el acido 61 (303 mg, 89%) como un aceite naranja que se utilizé en la siguiente

etapa sin purificacion adicional.

Datos fisicos y espectroscopicos: IR (puro) vmsx (cm™) 3000d (ancha), 2932m,
2860d, 1726f, 1710f, 1368m, 1312m, 1138f, 1048m; RMN-'H (300 MHz, CDCl3) & 8.14
(br's, 1H, CO,H), 7.90 (d, J = 7.9 Hz, 1H, Hg Ph), 7.58 (d, J = 1.2 Hz, 1H, H; Ph), 7.43 (dd, J
=7.9,1.2 Hz, 1H, Hs Ph), 2.72 (t, J = 7.7 Hz, 2H, H1), 2.22 (t, J = 7.4 Hz, 2H, Hs), 1.67 (tt, J
= 7.6, 7.6 Hz, 2H, H,), 1.63 (tt, J = 7.5, 7.5 Hz, 2H, H,), 1.43 (s, 9H, C(CHs)s), 1.41-1.31
(m, 2H, Hs); RMN-3C (75 MHz, CDCl3) 6 173.5 (s, Cs), 171.3 (s, CO,H), 147.9 (s, C, Ph),
131.7 (s, Cs Ph), 131.7 (s, Cs Ph), 129.7 (q, *Jor = 32.5 Hz, C, Ph), 127.2 (q, *Jcr = 5.8 Hz,
C;y C3 Ph), 123.4 (q, “Jer = 273.5 Hz, CF3), 80.4 (s, CMes), 35.7 (s, C3), 35.5 (s, Cs), 30.7
(s, C2), 28.7 (s, C3), 28.2 (s, C(CH5)s), 24.9 (s, C;); RMN-°F (282 MHz, CDCl;) 6 -59.77 (s,
CF;); EMAR (TOF, ES+) m/z calculada para CigH,7FsNO, [M+NH.]* 378.1887, encontrada
378.1883.

F3C_~_Cl
|
N NH,-HCI
4
FsC 3_Cl
%5 NP O CF
PyAOP | 3
+ 6 2
N2 NT o)
CF DIPEA, DMF H 1 5 3 ><
8 ta, 15h & Y o
HO,C 52% desde 61
CO,Bu 62
61

6-(4-((2-(3-Cloro-5-(trifluorometil)piridin-2-il)etil)carbamoil)-3-(trifluorometil)-
fenil)hexanoato de terc-butilo (62). Una disolucién de PyAOP (64.9 mg, 0.13 mmol) en

DMF anhidra (0.5 mL) se afiadi6 gota a gota bajo atmdsfera de N, sobre una disolucién
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del hidrocloruro 55 (25 mg, 96 umol), el acido 61 (34.5 mg, 96 umol) y DIPEA (50 pL,
0.29 mmol) en DMF anhidra (0.5 mL). La disolucién roja resultante se agité a
temperatura ambiente durante 1.5 h (reaccion monitorizada mediante CCF,
hexano/AcOEt 3:2). Transcurrido dicho tiempo, la mezcla se diluyd en agua y se extrajo
con AcOEt. Las fases organicas reunidas se lavaron con LiCl acuoso al 1.5% y con
salmuera, se secaron sobre MgSQO, anhidro, se filtraron y se evaporaron a vacio. El
producto crudo se purific6 mediante cromatografia flash en columna (gel de silice,
hexano/AcOEt 4:1), obteniéndose la amida 62 (28.2 mg, 52%) como un aceite amarillo

palido.

Datos fisicos y espectroscépicos: IR (puro) Vms (cm™) 3301d (ancha), 2973d, 2929d,
2859d, 1724f, 1655m, 1538d, 1319f, 1136f, 1063m, 911d, 847d; RMN-'H (300 MHz,
CDCl3) 6 8.65 (d, J = 1.3 Hz, 1H, Hg Py), 7.91 (d, J = 1.3 Hz, 1H, H,4 Py), 7.43 (d, J = 1.1 Hz,
1H, H, Ph), 7.41 (d, J = 8.1 Hz, 1H, Hs Ph), 7.35 (dd, J = 8.1, 1.1 Hz, 1H, Hs Ph), 6.66 (t,
J = 5.8 Hz, 1H, CONH), 3.98 (dt, J = 5.8, 5.8 Hz, 2H, NHCH,CH,), 3.29 (t, J = 5.8 Hz, 2H,
NHCH,CH,), 2.65 (t, J = 7.7 Hz, 2H, Hg), 2.20 (t, J = 7.4 Hz, 2H, H,), 1.62 (tt, J = 7.3, 6.3
Hz, 2H, Hs), 1.59 (tt, J = 7.3, 5.7 Hz, 2H, H3), 1.42 (s, 9H, C(CHs)s), 1.38-1.28 (m, 2H, H,);
RMN-C (75 MHz, CDCl5) & 173.2 (s, C;), 168.0 (s, CONH), 160.9 (s, C, Py), 144.9 (s, C;
Ph), 143.7 (q, *Jcr = 4.0 Hz, Cs Py), 133.9 (q, *Jcr = 3.5 Hz, C;4 Py), 133.6 (g, *Jcr = 1.9 Hz,
C4 Ph), 132.0 (s, C3 Py), 132.0 (s, Cs Ph), 128.8 (s, Cs Ph), 127.1 (q, “Jer = 31.4 Hz, C; Ph),
126.2 (q, *Jcr = 4.9 Hz, C, Ph), 125.9 (q, Ycr = 33.6 Hz, Cs Py), 123.7 (9, Ycr = 273.8 Hz,
CF; Ph), 122.8 (q, Jcr = 272.8 Hz, CF3 Py), 80.2 (s, CMe3), 36.9 (s, NHCH,CH,), 35.5 (s, C;
y Cs), 34.2 (s, NHCH,CH,), 30.9 (s, Cs), 28.6 (s, C4), 28.2 (s, C(CHs)s), 24.9 (s, C5); RMN-"°F
(282 MHz, CDCl3) & -59.37 (s, CF; Ph), -62.74 (s, CF; Py); EMAR (TOF, ES+) m/z
calculada para C26H3035CIF6N203 [M+H]" 567.1844, encontrada 567.1815.

4
FsC Cl FsCs ~3 Cl
X 6N 2
J\©\ N"2 N~ 3
H

3
(CH,)5CO,'Bu 6 6 4 2

P4
Iz

62 35 (Hapteno FPb)

Acido 6-(4-((2-(3-cloro-5-(trifluorometil)piridin-2-il)etil)carbamoil)-3-(trifluorome-
til)fenil)hexanoico (hapteno FPb, 35). Una disolucidn del éster terc-butilico 62 (56 mg,
0.11 mmol) en acido formico (2.3 mL) se agitd a temperatura ambiente durante 3 h
(reaccién monitorizada mediante CCF, CHCls/MeOH 19:1). Transcurrido dicho tiempo,

la mezcla se diluyd en CHCl; y se evapord el disolvente a vacio, repitiendo hasta
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eliminar todo el acido férmico. El producto crudo se purific6 mediante cromatografia
flash en columna (gel de silice, CHCIs), obteniéndose el hapteno FPb (35, 47.5 mg, 95%)

como un solido blanco.

Datos fisicos y espectroscépicos: Pf. 107.8-109.3 °C (benceno); IR (puro) vmax (cm™)
3267f, 3071d, 3040d, 2948m, 2866m, 1717f, 1653f, 1545m, 1399d, 1331f, 1131f,
914m; RMN-"H (300 MHz, CDCl3) § 9.94 (br s, 1H, CO,H), 8.65 (d, J = 1.2 Hz, 1H, He Py),
7.92 (d, J = 1.2 Hz, 1H, H, Py), 7.43 (d, J = 1.1 Hz, 1H, H, Ph), 7.42 (d, J = 8.0 Hz, 1H, Hs
Ph), 7.35 (dd, J = 8.0, 1.1 Hz, 1H, He Ph), 6.69 (t, J = 5.9 Hz, 1H, CONH), 3.99 (dt, J = 5.9,
5.9 Hz, 2H, NHCH,CH,), 3.30 (t, J = 5.9 Hz, 2H, NHCH,CH,), 2.66 (t, J = 7.6 Hz, 2H, Hg),
2.34 (t, J = 7.4 Hz, 2H, H,), 1.66 (tt, J = 7.4, 6.0 Hz, 2H, H;), 1.63 (tt, J = 7.6, 6.0 Hz, 2H,
Hs), 1.45-1.29 (m, 2H, H,); RMN-"3C (75 MHz, CDCl5) § 179.3 (s, C;), 168.2 (s, CONH),
160.8 (s, C, Py), 144.9 (s, C; Ph), 143.6 (q, *Jcr = 4.0 Hz, Cs Py), 134.1 (q, *Jcr = 3.6 Hz, G,
Py), 133.4 (q, *Jr = 2.1 Hz, C; Ph), 132.1 (s, C; Py), 132.0 (s, Cs Ph), 128.9 (s, Cs Ph),
127.1 (9, Yer = 31.6 Hz, C3 Ph), 126.3 (q, *Jcr = 4.8 Hz, C, Ph), 126.1 (q, Ycr = 33.8 Hz, Cs
Py), 123.7 (g, Yer = 274.1 Hz, CF5 Ph), 122.8 (q, Yer = 272.7 Hz, CF3 Py), 37.0 (s,
NHCH,CH,), 35.4 (s, Ce), 34.2 (s, NHCH,CH,), 33.9 (s, C>), 30.8 (s, Cs), 28.5 (s, Cs), 24.5 (s,
C;); RMN-"°F (282 MHz, CDCl3) & -59.35 (s, CF; Ph), -62.73 (s, CF3 Py); EMAR (TOF, ES+)
m/z calculada para C22H2235CIF6N203 [M+H]" 511.1218, encontrada 511.1196; UV (PB)
€ (290 nm) = 0.13 MM ecm™, € (280 nm) = 2.45 MM cm™, € (270 nm) = 4.70 mM™*
cm™, € (260 nm) =3.35 MM ecm™, € (250 nm) = 2.56 mM " cm ™.

5.3.3. Sintesis del hapteno FPha’

Br5_~.3_Cl
Br AN Cl P CSQCO3 | N O
| + NC” ~CO,Bu 6 N7 o><
N THF, 90 °C, 9 h 2
(MW a 300 W) CN
63 41 76% desde 63 64

2-(5-Bromo-3-cloropiridin-2-il)-2-cianoacetato de terc-butilo (64). Una mezcla de
la cloropiridina 63 (500 mg, 2.20 mmol), 2-cianoacetato de terc-butilo (41, 470 uL, 3,29
mmol) y Cs,CO;3 (1.81 g, 5,56 mmol) en THF anhidro (8.5 mL) se introdujo en un tubo
de microondas bajo atmdsfera de N,. Dicha mezcla se calentd con agitacién usando un
horno microondas a 90 °C (300 W) durante 9 h (reaccion monitorizada mediante CCF,
hexano/AcOEt 4:1). Transcurrido dicho tiempo, la mezcla se diluyd en agua y se extrajo

con AcOEt. Las fases organicas reunidas se lavaron con salmuera, se secaron sobre
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MgSQO, anhidro, se filtraron y se evaporaron a vacio. El producto crudo se purificd
mediante cromatografia flash en columna (gel de silice, hexano/AcOEt 19:1),

obteniéndose el compuesto 64 (552.3 mg, 76%) como un sélido amarillo intenso.

Datos fisicos y espectroscopicos: Pf. 101.1-102.6 °C (hexano/AcOEt); IR (puro) Vmax
(cm_l) 2983d, 2947d, 2251m, 1732f, 1555d, 1428m, 1370m, 1283m, 1149f, 1055m,
825f; RMN-"H (300 MHz, CDCl3) 6 8.60 (d, J = 2.0 Hz, 1H, Hg Py), 7.95 (d, J = 2.0 Hz, 1H,
H, Py), 5.21 (s, 1H, CH(CN)), 1.49 (s, 9H, C(CHs)3); RMN-"3C (75 MHz, CDCl3) § 161.7 (s,
CO,tBu), 149.2 (s, Cs Py), 147.1 (s, C, Py), 140.1 (s, C4 Py), 131.8 (s, C3 Py), 121.3 (s, Cs
Py), 113.8 (s, CN), 85.7 (s, CMes), 44.7 (s, CH(CN)), 27.8 (s, C(CHs)s); EMAR (TOF, ES+)
m/z calculada para CgHs"°Br*>CIN,0, [M-C4Hg]* 274.9217, encontrada 274.9219.

Br cl 4
\(I/ PTSA-H,0 BF\S(\;C
Y CO,Bu
N tolueno 6 > N2 CN
CN 125°C, 3 h

>99%
64 65

2-(5-Bromo-3-cloropiridin-2-il)acetonitrilo  (65). Una disolucion del éster
terc-butilico 64 (448.5 mg, 1.35 mmol) y monohidrato de PTSA (17.3 mg, 91 umol) en
tolueno anhidro (2.7 mL) se calentd a reflujo (125 °C) con agitacidén bajo atmdsfera de
N, durante 3 h (reaccion monitorizada mediante CCF, hexano/AcOEt 4:1). Transcurrido
dicho tiempo, la mezcla se diluyd en éter etilico y agua y se extrajo con éter. Las fases
organicas reunidas se lavaron con NaHCOs acuoso al 5% y salmuera, se secaron sobre
MgSQO, anhidro, se filtraron y se evaporaron a vacio. El producto crudo se purificd
mediante cromatografia flash en columna (gel de silice, hexano/AcOEt 19:1),

obteniéndose el nitrilo 65 (325 mg, 75%) como un aceite amarillento.

Datos _fisicos y espectroscépicos: IR (puro) vmsx (cm™) 3060d, 2913d, 2251m,
1559d, 1441m, 1398m, 1371m, 1103m, 1048f, 845m, 700m; RMN-'H (300 MHz, CDCl3)
& 8.55 (d, J = 2.0 Hz, 1H, Hg Py), 7.89 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H, Py), 4.00 (s, 2H, CH,CN);
RMN-"C (75 MHz, CDCl5) § 149.0 (s, Cs Py), 146.7 (s, C, Py), 139.6 (s, C4 Py), 131.3 (s, C;
Py), 120.4 (s, Cs Py), 115.3 (s, CN), 24.8 (s, CH,CN); EMAR (TOF, ES+) m/z calculada para
C7Hs'°Br*CIN, [M+H]* 230.9319, encontrada 230.9316.
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2 4
Br cl PdCl,(PPhs) MeOC™ 77 8, 4
AN 2 3)2 5 5 _CI
N Cul, Et3N, DMF 2 A CN
t.a,8h N
85% desde 65
66 65 67

6-(5-Cloro-6-(cianometil)piridin-3-il)hex-5-inoato de metilo (67). A una disolucién
agitada y sonicada bajo atmdsfera de N, de la bromopiridina 65 (100 mg, 0.43 mmol),
PdCI,(PPhs); (9.2 mg, 13 umol), Cul (5.8 mg, 30 umol) y hex-5-inoato de metilo (66,
82.6 mg, 0.66 mmol) en DMF anhidra (400 uL) a temperatura ambiente se afiadid
trietilamina (400 pL, 2.87 mmol). La disolucion marrdn resultante se agité durante 8 h
a temperatura ambiente (reaccion monitorizada mediante CCF, hexano/AcOEt 4:1).
Transcurrido dicho tiempo, la mezcla se diluyd en agua y se extrajo con éter etilico. Las
fases organicas reunidas se lavaron con LiCl acuoso al 1.5% y con salmuera, se secaron
sobre MgS0O, anhidro, se filtraron y se evaporaron a vacio. El producto crudo se
purific6 mediante cromatografia flash en columna (gel de silice, hexano/AcOEt 9:1),
obteniéndose el producto de acoplamiento cruzado 67 (101.1 mg, 85%) como un

solido marron.

Datos fisicos y espectroscépicos: Pf. 55.1-57.1 °C (hexano/AcOEt); IR (puro) Vmax
(cm_l) 2944d, 2254m, 2226m, 1725f, 1437m, 1374m, 1261m, 1195f, 1056f, 885m,
706m; RMN-'H (300 MHz, CDCl5) & 8.46 (d, J = 1.8 Hz, 1H, H, Py), 7.68 (d, J = 1.8 Hz, 1H,
H, Py), 4.01 (s, 2H, CH,CN), 3.66 (s, 3H, CO,CH3s), 2.51 (t, J = 7.2 Hz, 2H, H,), 2.46 (t,
J=7.2 Hz, 2H, H,), 1.92 (tt, J = 7.2, 7.2 Hz, 2H, H3); RMN-"3C (75 MHz, CDCl5) § 173.3 (s,
C1), 150.2 (s, C; Py), 146.4 (s, Cs Py), 139.5 (s, C4 Py), 130.2 (s, Cs Py), 122.2 (s, C; Py),
115.6 (s, CN), 95.1 (s, Cs), 76.4 (s, Cg), 51.7 (s, CO,CH3), 32.8 (s, C>), 25.0 (s, CH,CN), 23.5
(s, C3), 19.0 (s, C4); EMAR (TOF, ES+) m/z calculada para C14H14>>CIN,0, [M+H]"
277.0738, encontrada 277.0740.

2 4 6 4
Me0,C D H, (2 atm) MeO,C S
| , 3 5 |
A _cn Pd/C 10% 2 \Zo~CN
N AcOEt, ta., 1h
81%
67 68

6-(5-Cloro-6-(cianometil)piridin-3-il)hexanoato de metilo (68). Una suspensién del
alquino 67 (84.6 mg, 0.31 mmol) y Pd/C al 10% (65.4 mg, 61 umol Pd) en AcOEt
anhidro (2.3 mL) se introdujo en un reactor equipado con agitacién magnética y se

hidrogend a temperatura ambiente durante 1 h bajo una presidon de H, de 2 atm.
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Transcurrido dicho tiempo, el reactor se despresurizé y la suspension negra se filtré a
través de gel de silice, lavando con AcOEt, y el filtrado se evapord a sequedad. Se
obtuvo asi el compuesto hidrogenado 68 (69.4 mg, 81%) como un aceite amarillo que

se utilizé en la siguiente etapa sin purificacion adicional.

Datos fisicos y espectroscépicos: IR (puro) Vmsx (cm™) 2930m, 2859d, 2254m,
1732f, 1457m, 1399m, 1171f, 1057f, 890m, 714m; RMN-'H (300 MHz, CDCls) & 8.31 (d,
J=1.7 Hz, 1H, H, Py), 7.52 (d, J = 1.7 Hz, 1H, H, Py), 4.00 (s, 2H, CH,CN), 3.65 (s, 3H,
CO,CHs), 2.61 (t, J = 7.5 Hz, 2H, Hg), 2.30 (t, J = 7.5 Hz, 2H, H,), 1.65 (tt, J = 7.5, 7.5 Hz,
2H, Hs), 1.62 (tt, J = 7.5, 7.5 Hz, 2H, Hs), 1.41-1.29 (m, 2H, H,); RMN-'3C (75 MHz,
CDCl3) 6 174.0 (s, C;), 148.1 (s, C> Py), 145.3 (s, Cs Py), 139.6 (s, C3 Py), 137.1 (s, C4 Py),
130.6 (s, Cs Py), 116.1 (s, CN), 51.6 (s, CO,CH3), 33.9 (s, C2), 32.1 (s, Cg), 30.5 (s, Cs), 28.6
(s, C4), 24.8 (s, CH,CN), 24.6 (s, C3); EMAR (TOF, ES+) m/z calculada para C14H1835CIN202
[M+H]* 281.1051, encontrada 281.1055.

2 4 6 4
3
ieO.C N cl H, (1 atm) MeO,C Y ¢
1
N >N pto,, HCI/MeOH 25\ NH,-HCI
ta.,5h
0,
68 53% 69

Hidrocloruro de 6-(6-(2-aminoetil)-5-cloropiridin-3-il)hexanoato de metilo (69).
Una suspension del nitrilo 68 (69.4 mg, 0.25 mmol) y PtO, (0.74 mg, 3.26 umol) en una
disolucién de HCl 0.75 M en MeOH (3.5 mL, 2.63 mmol) se agité a temperatura
ambiente bajo atmdsfera de H; (1 atm) durante 5 h (reaccion monitorizada mediante
CCF, CHCl3/MeOH 19:1). Transcurrido dicho tiempo, la mezcla se filtré a vacio a través
de celite, lavando con MeOH. Posteriormente se evapord el disolvente, se diluyo el
residuo en agua y se extrajo con AcOEt. Las fases orgdnicas reunidas se lavaron con
salmuera, se secaron sobre MgSQO, anhidro, se filtraron y se evaporaron a vacio. El
residuo obtenido, cuyo andlisis mediante RMN-'H confirmé la presencia del

hidrocloruro de amina 69, se utilizé en la siguiente etapa sin purificacion adicional.

Datos fisicos y espectroscopicos: RMN-"H (300 MHz, CD;0D) & 8.61 (s, 1H, H, Py),
8.45 (s, 1H, H, Py), 3.65 (s, 3H, CO,CHs), 2.86 (t, J = 7.7 Hz, 2H, CH,CH,N), 2.73 (t, J = 7.7
Hz, 2H, CH,CH,N), 2.35 (t, J = 7.7 Hz, 2H, He), 2.33 (t, J = 7.4 Hz, 2H, H,), 1.68 (tt, J = 7.7,
7.7 Hz, 2H, Hs), 1.66 (tt, J = 7.4, 7.4 Hz, 2H, H3), 1.46-1.35 (m, 2H, H,).
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MeOZC(Hzc)5 Cl

X

—

N NH,-HCl

69 3
MGOZC
1

PyAOP 3 5|l 2
" ¥ A~ N NENG-CFs
DIPEA, DMF H . .
HO,C CF3 ta., 5h ;
\©/ 21% desde 69
71

70

6-(5-Cloro-6-(2-(3-(trifluorometil)benzamido)etil)piridin-3-il)hexanoato de metilo
(71). Una disolucion de PyAOP (88.5 mg, 0.17 mmol) en DMF anhidra (0.75 mL) se
afiadié gota a gota bajo atmdsfera de N, sobre una disolucion del hidrocloruro 69 (41.8
mg, 0.13 mmol), acido 3-(trifluorometil)benzoico (70, 24.8 mg, 0.13 mmol) y DIPEA (68
uL, 0.39 mmol) en DMF anhidra (0.75 mL). La disolucion marrdn resultante se agité a
temperatura ambiente durante 5 h (reaccion monitorizada mediante CCEF,
hexano/AcOEt 3:2). Transcurrido dicho tiempo, la mezcla se diluyd en agua y se extrajo
con AcOEt. Las fases organicas reunidas se lavaron con LiCl acuoso al 1.5% y con
salmuera, se secaron sobre MgSQ, anhidro, se filtraron y se evaporaron a vacio. El
producto crudo se purifico6 mediante cromatografia flash en columna (gel de silice,
CHCl3/MeOH 99:1), obteniéndose la amida 71 (12.5 mg, 21%) como un aceite amarillo

anaranjado.

Datos fisicos y espectroscopicos: IR (puro) Vmex (cm™) 3324m (ancha), 2933m,
2859d, 1735f, 1646f, 1543f, 1335f, 1277f, 1127f, 1074m, 1699m; RMN-'H (300 MHz,
CDCl3) 6 8.26 (d, /= 1.8 Hz, 1H, H, Py), 8.05 (s, 1H, H, Ph), 8.01 (d, J = 7.9 Hz, 1H, H¢ Ph),
7.71 (d, J=7.9 Hz, 1H, H, Ph), 7.70 (t, J = 6.0 Hz, 1H, CONH), 7.63 (d, J = 1.8 Hz, 1H, H,
Py), 7.55 (dd, J = 7.9, 7.9 Hz, 1H, Hs Ph), 3.94 (dt, J = 6.0, 6.0 Hz, 2H, NHCH,CH,), 3.65 (s,
3H, CO,CH3), 3.32 (t, J = 6.0 Hz, 2H, NHCH,CH.), 2.62 (t, J = 7.7 Hz, 2H, Hg), 2.29 (t,
J=7.4Hz, 2H, H,), 1.70-1.56 (m, 4H, H3 y Hs), 1.42-1.30 (m, 2H, H,); RMN-"3C (75 MHz,
CDCl3) 6 174.1 (s, C;), 166.0 (s, CONH), 153.5 (s, Cs Py), 145.0 (s, C> Py), 138.8 (s, C3 Py),
138.5 (s, C4 Py), 135.4 (s, C; Ph), 132.3 (s, Cs Py), 131.1 (q, ZJCF =31.9 Hz, C3 Ph), 130.4
(s, Cs Ph), 129.2 (s, Cs Ph), 128.0 (q, *Jcr = 3.7 Hz, C; Ph), 124.3 (q, *Jcr = 3.9 Hz, C, Ph),
123.9 (q, Yer = 273.3 Hz, CF3), 51.6 (s, CO,CH3), 37.8 (s, NHCH,CH,), 33.9 (s, Cz), 32.6 (s,
NHCH,CH,), 32.1 (s, Cg), 30.5 (s, Cs), 28.6 (s, C4), 24.6 (s, C3); RMN-"°F (282 MHz, CDCls)
86 -63.20 (s, CF3); EMAR (TOF, ES+) m/z calculada para CayH25>>CIF3N,05 [M+H]"
457.1500, encontrada 457.1501.
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A g 3 . 5 CI
MeO,C(H2C)s I AN Cl o Lipasa HO,C S z | A (o) )
1
CF
N/ N CF3 2 N/e )K©3/ 3
6 4

H THF, PB N
ta., 48h
>99% 5
71 72 (hapteno FPha')
Acido 6-(5-cloro-6-(2-(2-(trifluorometil)benzamido)etil)piridin-3-il)hexanoico

(hapteno FPha', 72). A una disolucion del éster metilico 71 (11.9 mg, 26 umol) en THF
(1.5 mL) se afiadid una suspension de lipasa inmovilizada (14.3 mg, 271.5 unidades) en
PB (0.38 mL). La mezcla amarilla resultante se agitd a temperatura ambiente durante
48 h (reaccion monitorizada mediante CCF, CHCl3/MeOH 9:1). Transcurrido dicho
tiempo la mezcla se filtré por gravedad, lavando la lipasa separada con agua
desionizada, v el filtrado se extrajo con AcOEt. Las fases organicas reunidas se lavaron
con salmuera, se secaron sobre MgS0O,4 anhidro, se filtraron y se evaporaron a vacio. Se
obtuvo asi el hapteno FPha' (72, 11.5 mg, >99%) como un aceite amarillo que no

requirié purificacion adicional.

Datos fisicos y espectroscdpicos: IR (puro) vimsx (cm‘l) 2927d, 1713f, 1652f, 1540m,
1333m, 1276m, 1168m, 1128f, 1073m, 912d; RMN-'H (300 MHz, CDCls) & 8.25 (br s,
1H, CO,H), 8.25 (d, J = 1.2 Hz, 1H, H, Py), 8.01 (s, 1H, H Ph), 7.94 (d, J = 7.8 Hz, 1H, Hs
Ph), 7.71 (d, J = 7.8 Hz, 1H, H, Ph), 7.60 (br t, J = 5.5 Hz, 1H, CONH), 7.54 (dd, J = 7.8, 7.8
Hz, 1H, Hs Ph), 7.53 (d, J = 1.2 Hz, 1H, H4 Py), 3.93 (dt, J = 5.5, 5.5 Hz, 2H, NHCH,CH,),
3.23 (t, J = 5.5 Hz, 2H, NHCH,CH,), 2.60 (t, J = 7.5 Hz, 2H, He), 2.34 (t, J = 7.5 Hz, 2H, H,),
1.66 (tt, J = 7.5, 7.5 Hz, 2H, Hs), 1.64 (tt, J = 7.5, 7.5 Hz, 2H, H3), 1.38 (tt, J = 7.5, 7.5 Hz,
2H, H,); RMN-C (75 MHz, CDCl5) 6 178.1 (s, C;), 166.0 (s, CONH), 154.1 (s, Cs Py),
146.7 (s, C, Py), 137.8 (s, C3 Py), 137.4 (s, C4 Py), 135.7 (s, C; Ph), 131.7 (s, Cs Py), 131.1
(9, %Jer = 32.8 Hz, C; Ph), 130.5 (s, Cs Ph), 129.2 (s, Cs Ph), 128.0 (q, *Jcr = 3.7 Hz, C4 Ph),
124.1 (q, ¥Jcr = 3.8 Hz, C, Ph), 124.0 (q, Jer = 272.6 Hz, CF3), 38.0 (s, NHCH,CH,), 33.9 (s,
C,), 33.3 (s, NHCH,CH,), 32.0 (s, Cs), 30.5 (s, Cs), 28.5 (s, C4), 24.5 (s, C3); RMN-"°F (282
MHz, CDCl3) & -63.21 (s, CF3); EMAR (TOF, ES+) m/z calculada para Co1H23>>CIF3N,05
[M+H]" 443.1344, encontrada 443.1338.
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5.3.4. Sintesis del hapteno FPhb

4
Pl C g Pdcly(dpp) TN o
F3B
DL oL A~ A

N Cl Cs,CO3 H
tolueno/H,O
80°C,8h
8 74 53% desde 8 75

(2-(3-Cloro-5-(trifluorometil)piridin-2-il)etil)carbamato de terc-butilo (75). A una
disolucién de (2-((terc-butoxicarbonil)amino)etil)trifluoroborato de potasio (74, 55 mg,
0.22 mmol), Cs,CO3; (195.4 mg, 0.60 mmol) y PdCly(dppf) (7.3 mg, 10 umol) en una
mezcla 2:1 de tolueno y agua (1.5 mL) se afadié bajo atmdsfera de Ar 2,3-dicloro-5-
(trifluorometil)piridina (8, 43.2 mg, 0.20 mmol). La mezcla marrdn resultante se agit6 a
80 °C durante 8 h (reacciéon monitorizada mediante CCF, hexano/AcOEt 4:1).
Transcurrido dicho tiempo, la mezcla se atemperé lentamente, se diluyd en agua y se
extrajo con éter etilico. Las fases organicas reunidas se lavaron con salmuera, se
secaron sobre MgS0, anhidro, se filtraron y se evaporaron a vacio. El producto crudo
se purificd mediante cromatografia flash en columna (gel de silice, hexano/AcOEt
19:1), obteniéndose el producto de acoplamiento cruzado 75 (34.2 mg, 53%) como un

solido naranja.

Datos fisicos y espectroscépicos: Pf. 81.0-81.8 °C (hexano/AcOEt); IR (puro) Vmax
(cm™) 3349m, 2982d, 2928d, 1685f, 1603d, 1529f, 1464m, 1324f, 1135f, 1093m,
882m; RMN-'H (300 MHz, CDCl5) & 8.70 (d, “Jun = 2.0 Hz, “Jyr = 0.8 Hz, 1H, Hg Py), 7.88
(d, “Jun = 2.0 Hz, Yy = 0.5 Hz, 1H, Hy Py), 5.11 (br's, 1H, NHBoc), 3.64 (dt, J = 6.0, 6.0 Hz,
2H, NHCH,CH,), 3.18 (t, J = 6.0 Hz, 2H, NHCH,CH.,), 1.41 (s, 9H, C(CHs)s); RMN-"3C (75
MHz, CDCl3) § 161.2 (s, CO,tBu), 156.0 (s, C> Py), 143.9 (9, *Jcr = 3.9 Hz, C5 Py), 133.8 (q,
*Jer = 3.5 Hz, C4 Py), 132.0 (s, C3 Py), 125.9 (q, “Jcr = 33.3 Hz, Cs Py), 122.9 (q, Jer = 272.5
Hz, CF3), 79.4 (s, CMes), 37.9 (s, NHCH,CH,), 35.5 (s, NHCH,CH,), 28.5 (s, C(CHs)s);
RMN-"F (282 MHz, CDCl5) 6 -62.72 (s, CF;); EMAR (TOF, ES+) m/z calculada para
C13H1,>°CIF3N,0, [M+H]" 325.0925, encontrada 325.0939.

4
FaC Ol HClidioxano  F3C 5| 3O
| N
N NHBoc THF/MeOH N”2 NH,-HCI
ta.,5h
75 99% 55

Hidrocloruro de 2-(3-cloro-5-(trifluorometil)piridin-2-il)etan-1-amina (55). A una
disolucion del carbamato 75 (34.2 mg, 0.11 mmol) en una mezcla THF/MeOH 5:1 (1.3

» 265 «



Seccion Experimental

mL) se afiadié una disolucién de HCl 4 M en dioxano (0.64 mL, 2.56 mmol). La mezcla
resultante se agitd a temperatura ambiente durante 5 h (reaccién monitorizada
mediante CCF, hexano/AcOEt 4:1). Transcurrido dicho tiempo el disolvente se evaporé
a sequedad, obteniéndose el hidrocloruro 55 (27.1 mg, 99%) como un sdlido naranja
palido que se empled en la siguiente etapa sin purificacidon adicional. Los datos fisicos y

espectroscopicos de este compuesto se han incluido en la seccién 5.3.2.

2
1

HO,C
HO,C \ PACI(PPhy), ’ ’
\©\ ¥ \\/\/COZtBU 6 AN 9
| Cul, Et;N, DMF - ><
ta,5h Z . 6°0
95% desde 73
73 59 76

Acido 4-(6-(terc-butoxi)-6-oxohex-1-in-1-il)benzoico (76). A una disolucién agitada
y sonicada bajo atmdsfera de N, de acido 4-yodobenzoico (73, 100 mg, 0.40 mmol),
PdCl,(PPhs), (8.5 mg, 12 umol), Cul (5.4 mg, 28 umol) y alquino 59 (101.8 mg, 0.61
mmol) en DMF anhidra (400 uL) a temperatura ambiente se afiadié trietilamina (400
uL, 2.87 mmol). La disolucién ambar resultante se agitdé durante 5 h a temperatura
ambiente (reaccién monitorizada mediante CCF, CHCls/MeOH 9:1). Transcurrido dicho
tiempo, la mezcla se diluyd en HCl acuoso 1 M y se extrajo con AcOEt. Las fases
organicas reunidas se lavaron con LiCl acuoso al 1.5% y con salmuera, se secaron sobre
MgSQO, anhidro, se filtraron y se evaporaron a vacio. El producto crudo se purificd
mediante cromatografia flash en columna (gel de silice, CHClz/MeOH 49:1),
obteniéndose el producto de acoplamiento cruzado 76 como un sdlido anaranjado
(110 mg, 95%).

Datos fisicos y espectroscépicos: Pf. 120.1-122.0 °C (CHClz/MeOH); IR (puro) Vmax
(cm™) 2978m, 1724f, 1686f, 1606m, 1367m, 1280m, 1150f, 930d, 861d, 770d; RMN-'H
(300 MHz, CDCl3) 6 8.02 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H, y Hs Ph), 7.48 (d, J = 8.0 Hz, 2H, H3 y Hs
Ph), 2.50 (t, J = 7.1 Hz, 2H, H3), 2.41 (t, J = 7.1 Hz, 2H, Hs), 1.91 (tt, J = 7.1, 7.1 Hz, 2H,
H,), 1.46 (s, 9H, C(CHs)s); RMN-'3C (75 MHz, CDCl3) & 172.6 (s, Cs), 172.5 (s, CO5H),
131.8 (s, Cy, C3y C5 Ph), 130.2 (s, C, y Cg Ph), 129.7 (s, C4 Ph), 93.3 (s, C;), 80.9 (s, CMe3),
80.6 (s, C;), 34.6 (s, Cs), 28.3 (s, C(CHs)3), 24.1 (s, C4), 19.1 (s, C3); EMAR (TOF, ES+) m/z
calculada para C17H,104 [M+H]" 289.1434, encontrada 289.1429.
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FaC_Cl
L~
N NH,HCI
55
PyAOP
+
HO,C DIPEA, DMF
ta.,1.5h
“« 84% desde 55
N CO,'Bu 77
76

6-(4-((2-(3-Cloro-5-(trifluorometil)piridin-2-il)etil)carbamoil)fenil)hex-5-inoato de
terc-butilo (77). Una disolucion de PyAOP (113.5 mg, 0.22 mmol) en DMF anhidra (0.8
mL) se afiadié gota a gota bajo atmdsfera de N, sobre una disolucién del hidrocloruro
55 (43.7 mg, 0.17 mmol), el 4cido 76 (48.3 mg, 0,17 mmol) y DIPEA (87 puL, 0.50 mmol)
en DMF anhidra (0.8 mL). La disolucién marrdn resultante se agité a temperatura
ambiente durante 1.5 h (reaccion monitorizada mediante CCF, hexano/AcOEt 3:2).
Transcurrido dicho tiempo, la mezcla se diluyd en agua y se extrajo con AcOEt. Las
fases organicas reunidas se lavaron con LiCl acuoso al 1.5% y con salmuera, se secaron
sobre MgSO, anhidro, se filtraron y se evaporaron a vacio. El crudo se purificé
mediante cromatografia flash en columna (gel de silice, hexano/AcOEt 9:1),

obteniéndose la amida 77 como un sélido blanco (70 mg, 84%).

Datos fisicos y espectroscépicos: Pf. 102.3—103.1 °C (hexano/AcOEt); IR (puro) Vmax
(cm'l) 3335d (ancha), 2984d, 1718f, 1633m, 1534m, 1326f, 1150f, 1128f, 1094m,
848m; RMN-"H (300 MHz, CDCl3) & 8.72 (dq, “Jun = 2.0 Hz, “Je = 0.8 Hz, 1H, Hg Py), 7.90
(da, “Jun = 2.0 Hz, “Jue = 0.6 Hz, 1H, H, Py), 7.65 (d, J = 8.6 Hz, 2H, H3 y Hs Ph), 7.41 (d,
J=28.6 Hz, 2H, H, y Hs Ph), 7.11 (t, J = 6.0 Hz, 1H, CONH), 3.96 (dt, J = 6.0, 6.0 Hz, 2H,
NHCH,CH,), 3.29 (t, J = 6.0 Hz, 2H, NHCH,CH,), 2.47 (t, J = 7.2 Hz, 2H, Hy), 2.39 (t, J = 7.2
Hz, 2H, H,), 1.88 (tt, J = 7.2, 7.2 Hz, 2H, H3), 1.44 (s, 9H, C(CHs)3); RMN-"3C (75 MHz,
CDCl3) 6 172.6 (s, C;), 166.8 (s, CONH), 161.3 (g, *Jcr = 1.0 Hz, C> Py), 143.8 (q, *Jcr = 4.0
Hz, Cs Py), 134.1 (q, *Jcr = 3.6 Hz, C4 Py), 133.5 (s, C; Ph), 132.1 (s, C3 Py), 131.8 (s, C> y
Cs Ph), 127.3 (s, C; Ph), 126.9 (s, C3 y Cs Ph), 126.1 (q, 2Jcr = 33.8 Hz, Cs Py), 122.8 (q,
YYer = 272.9 Hz, CF3), 92.0 (s, Cs), 80.7 (s, CMe3), 80.5 (s, Cs), 37.2 (s, NHCH,CH,), 34.6 (s,
C,), 34.6 (s, NHCH,CH,), 28.2 (s, C(CHs)3), 24.1 (s, C3), 19.0 (s, C;); EMAR (TOF, ES+) m/z
calculada para C25H2735CIF3N203 [M+H]" 495.1657, encontrada 495.1670.
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FaC cl .
7 FaC5 A3 Cl
NS 2 atm
N N _— 6 4 2
BuO,C NN 0
H 2 PAIC 10% H 15 3 e
x AcOEt SN Yy o
ta,25h
77 75% 78

6-(4-((2-(3-Cloro-5-(trifluorometil)piridin-2-il)etil)carbamoil)fenil)hexanoato  de
terc-butilo (78). Una suspension del alquino 77 (40 mg, 81 umol) y Pd/C al 10% (20.6
mg, 19 umol Pd) en AcOEt anhidro (1.1 mL) se introdujo en un reactor equipado con
agitacion magnética y se hidrogend a temperatura ambiente durante 2.5 h bajo una
presién de H, de 2 atm. Transcurrido dicho tiempo, el reactor se despresurizé y la
suspension negra se filtro a través de gel de silice, lavando con AcOEt, y se evapord el
filtrado a vacio. Se obtuvo asi el compuesto hidrogenado 78 (30.3 mg, 75%) como un

aceite amarillo que se utilizo en la siguiente etapa sin purificacion adicional.

Datos fisicos y espectroscdpicos: IR (puro) vms (cm™') 3322d (ancha), 2929d, 1725f,
1629f, 1537m, 1336f, 1234m, 1124f, 1018m, 849m; RMN-'H (300 MHz, CDCl5) & 8.74
(da, “un = 1.5 Hz, “Jyr = 0.7 Hz, 1H, Hg Py), 7.91 (da, “Juy = 1.5 Hz, “Jue = 0.5 Hz, 1H, H,4
Py), 7.65 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H; y Hs Ph), 7.21 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H, y Hs Ph), 7.02 (t,
J =5.9 Hz, 1H, CONH), 3.98 (dt, J = 5.9, 5.9 Hz, 2H, NHCH,CH,), 3.31 (t, J = 5.9 Hz, 2H,
NHCH,CH,), 2.63 (t, J = 7.6 Hz, 2H, Hg), 2.19 (t, J = 7.5 Hz, 2H, H,), 1.62 (tt, /= 7.6, 7.6
Hz, 2H, Hs), 1.60 (tt, J = 7.5, 7.5 Hz, 2H, Hs), 1.42 (s, 9H, C(CH3)3), 1.39-1.29 (m, 2H, H,);
RMN-"3¢ (75 MHz, CDCl3) 6 173.3 (s, C;), 167.4 (s, CONH), 161.4 (s, C, Py), 146.6 (s, C;
Ph), 143.8 (9, *Jcr = 4.1 Hz, Cs Py), 134.0 (q, ¥Jcr = 3.3 Hz, C, Py), 132.2 (s, C; Ph), 132.1
(s, C3 Py), 128.7 (s, C; y Cs Py), 127.1 (s, C3 y Cs Py), 126.1 (q, *Jer = 33.9 Hz, Cs Py), 122.9
(a, Yer=272.3 Hz, CF3), 80.2 (s, CMe3), 37.1 (s, NHCH,CH,), 35.7 (s, Cg), 35.6 (s, C), 34.7
(s, NHCH,CH,), 31.0 (s, Cs), 28.7 (s, C4), 28.2 (s, C(CH3)3), 25.0 (s, C3); RMN-"°F (282
MHz, CDCl3) 6 -62.69 (s, CFs); EMAR (TOF, ES+) m/z calculada para CpsH31>°CIF3N,03
[M+H]" 499.1970, encontrada 499.1975.

ta,2h H 1 5 3 1
91% 5 CO,H
6 6 4 2

FsC cl F4C5 A3 Cl
= 3 5
| o HCO,H a o
X . 4
N H 6 N2 2
(CHQ)5COztBU

78 37 (hapteno FPhb)

Acido 6-(4-((2-(3-cloro-5-(trifluorometil)piridin-2-il)etil)carbamoil)fenil)hexanoico
(hapteno FPhb, 37). Una disolucion del éster terc-butilico 78 (37.7 mg, 76 ummol) en

acido formico (1.4 mlL) se agité a temperatura ambiente durante 2 h (reaccion
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monitorizada mediante CCF, CHCI;/MeOH 19:1). Transcurrido dicho tiempo, la mezcla
se diluyo en CHCls y el disolvente se evapord a vacio, repitiendo hasta eliminar todo el
acido formico. Se obtuvo asi el hapteno FPhb (37, 30.5 mg, 91%) como un sélido

blanco que no requirid purificacién adicional.

Datos fisicos y espectroscépicos: Pf. 131.3—132.1 °C (CHCl3); IR (puro) vmsx (cm™)
3298d (ancha), 2938d, 1698m, 1630f, 1541m, 1320f, 1170m, 1129f, 1054m, 909m;
RMN-H (300 MHz, CDCls) & 9.62 (br s, 1H, CO,H), 8.72 (d, J = 1.9 Hz, 1H, He Py), 7.91
(d, J= 1.9 Hz, 1H, H, Py), 7.65 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H3y Hs Ph), 7.20 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H, y
Hg Ph), 7.13 (t, J = 6.0 Hz, 1H, CONH), 3.96 (dt, J = 6.0, 6.0 Hz, 2H, NHCH,CH,), 3.30 (t,
J = 6.0 Hz, 2H, NHCH,CH,), 2.63 (t, J = 7.5 Hz, 2H, He), 2.33 (t, J = 7.5 Hz, 2H, H,), 1.65
(tt, J = 7.5, 7.5 Hz, 2H, Hs), 1.62 (tt, J = 7.5, 7.5 Hz, 2H, Hs), 1.43-1.30 (m, 2H, H,);
RMN-"3¢C (75 MHz, CDCl3) 6 178.9 (s, C;), 167.6 (s, CONH), 161.3 (s, C> Py), 146.5 (s, C;
Ph), 143.7 (q, >Jcr = 3.9 Hz, Cs Py), 134.1 (9, *Jor = 3.4 Hz, C4 Py), 132.2 (s, C4 Ph), 132.1
(s, C3 Py), 128.7 (s, Coy Cs Ph), 127.1 (s, C3 y Cs Ph), 126.1 (g, Ycr = 33.8 Hz, Cs Py), 122.8
(a, Yer = 273.0 Hz, CF3), 37.2 (s, NHCH,CH,), 35.6 (s, Cg), 34.6 (s, NHCH,CH,), 34.0 (s,
C,), 30.9 (s, Cs), 28.7 (s, Ca), 24.6 (s, C3); RMN-'"F (282 MHz, CDCl;) 6§ -62.69 (s, CF3);
EMAR (TOF, ES+) m/z calculada para Cp1H»3>°CIF3N,05 [M+H]" 443.1344, encontrada
443.1354.

5.4. Sintesis de haptenos para penthiopyrad

5.4.1. Sintesis del hapteno PPa

3 proZ
H (0]
NNy~ COEL co, IS A A A G
NN \ AN
et N= 3pr|;|E 2 N_J+ O

CF; acetona N :

ta.,4h CF3
85 84 86% desde 84 87

1-Alil-3-(trifluorometil)-1H-pirazol-4-carboxilato de etilo (87). A una suspension de
3-(trifluorometil)-1H-pirazol-4-carboxilato de etilo (84, 500 mg, 2.40 mmol) en acetona
anhidra (5.4 mL) bajo atmdsfera de N, se afiadié K,CO3 (498 mg, 3.60 mmol) y bromuro
de alilo (85, 311 L, 3.60 mmol). La mezcla resultante se agitd a temperatura ambiente
durante 4 h (reaccién monitorizada por CCF, hexano/AcOEt 7:3). Transcurrido dicho

tiempo la mezcla se diluyd en agua y se extrajo con AcOEt. Las fases organicas reunidas
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se lavaron con salmuera, se secaron sobre MgS0O, anhidro, se filtraron y se evaporaron
a vacio. El producto crudo, que contenia una mezcla de 87 y su regioisdmero alquilado
en N-2 en proporcién 40:1, se purific6 mediante cromatografia flash en columna (gel
de silice, hexano/AcOEt 9:1), obteniéndose el derivado alilico 87 (513.2 mg, 86%) como

207

un solido blanco [lit.,””’ sélido amarillo].

Datos fisicos v espectroscépicos:*”’ Pf. 54.4-55.0 °C (hexano); IR (KBr) vmax (cm™)
3420d, 3159m, 2995m, 2937m, 1908d, 1728f, 1541f, 1308f, 1059f, 861f, 775f; RMN-'H
(300 MHz, CDCls) & 7.99 (g, >Jur = 0.9 Hz, 1H, Hs Pz), 6.01 (ddt, J = 16.4, 10.2, 6.2 Hz, 1H,
CH,CH=CH,), 5.38 (ddt, J = 10.2, 2.1, 1.1 Hz, 1H, H3 proE), 5.32 (ddt, J = 16.4, 2.2, 1.2
Hz, 1H, Hs proZ), 4.78 (ddd, J = 6.2, 1.2, 1.1 Hz, 2H, CH,CH=CH,), 4.30 (g, J = 7.1 Hz, 2H,
CH,CHs), 1.33 (t, J = 7.1 Hz, 3H, CH,CH;); RMN-"C (75 MHz, CDCl3) & 160.9 (s, COEt),
141.7 (g, “Jor = 38.4 Hz, C; Pz), 135.3 (s, Cs Pz), 130.9 (s, CH,CH=CH,), 121.0 (s,
CH,CH=CH,), 120.5 (q, YJer = 269.6 Hz, CF3), 113.6 (s, C; Pz), 61.0 (s, CH,CH3), 55.7 (s,
CH,CH=CH,), 14.2 (s, CH,CH3); RMN-"F (282 MHz, CDCl3) § -62.49 (s, CF3); EMAR (TOF,
ES+) m/z calculada para CigH12F3N,0, [M+H]" 249.0845, encontrada 249.0845.

3 proZ
H
\/\N AN CO,Et NaOH s ] 5
- N AN CO.H
N H 5 N 4
CF3 EtOH/Hzo 3 proE N=
80 °C, 40 min 3 CF
96% 3
87 88

Acido 1-alil-3-(trifluorometil)-1H-pirazol-4-carboxilico (88). Una mezcla del éster
etilico 87 (450 mg, 1.81 mmol), NaOH 1 M en agua (3.6 mL, 3.62 mmol) y EtOH (5 mL)
se calentd a reflujo (85 °C) durante 30 min (reaccion monitorizada mediante CCF,
hexano/AcOEt 7:3). Transcurrido dicho tiempo la mezcla se enfriéd en un bafio de hielo
y agua, se acidificd hasta pH 2 con HCl concentrado y se extrajo con AcOEt. Las fases
organicas reunidas se lavaron con salmuera, se secaron sobre MgSO,; anhidro, se
filtraron y se evaporaron a vacio. Se obtuvo asi el acido 88 (399.3 mg, 96%) como un

solido blanco que se empled en la siguiente etapa sin purificacidén adicional.

Datos fisicos y espectroscépicos: Pf. 139.6—140.3 °C (hexano/CHCIs); IR (KBr) Vmax
(cm_l) 3158f, 2988f, 2600f, 1701f, 1541f, 1317f, 1151f, 1053f, 875f, 743f; RMN-'H (300
MHz, CDCl3) 6§ 10.52 (br s, 1H, CO,H), 8.06 (q, *Jur = 0.6 Hz, 1H, Hs Pz), 6.02 (ddt,
J=16.7,10.2, 6.3 Hz, 1H, CH,CH=CH,), 5.41 (ddt, J = 10.2, 2.1, 1.1 Hz, 1H, H; proE), 5.35
(ddt, J =16.7, 2.1, 1.4 Hz, 1H, H3 proZ), 4.81 (ddd, J = 6.3, 1.4, 1.1 Hz, 2H, CH,CH=CH,);
RMN-"3C (75 MHz, CDCl3) & 166.4 (s, CO,H), 142.4 (q, %Jcr = 38.7 Hz, C; Pz), 136.3 (s, Cs
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Pz), 130.6 (s, CH,CH=CH,), 121.3 (s, CH,CH=CH,), 120.3 (q, “Jcr = 269.8 Hz, CF3), 112.6
(s, C4 Pz), 55.8 (s, CH,CH=CH,); RMN-'°F (282 MHz, CDCl;) 6 -62.65 (s, CF;); EMAR
(TOF, ES+) m/z calculada para CgHgF3N,0, [M+H]* 221.0532, encontrada 221.0523.

4 5
— 0 _
BzClI 2 3
H N’ \;S - 3N N/C\;S
EtsN, CH,CI H 2
CO,Me i G2 6 CO,Me
97% 9
26 30

3-Benzamidotiofeno-2-carboxilato de metilo (30). A wuna suspensién de
3-aminotiofeno-2-carboxilato de metilo (26, 1.5 g, 9.54 mmol) y trietilamina (1.6 mL,
11.26 mmol) en CH,Cl, anhidro (10 mL) a 5 °C bajo atmédsfera de N, se afiadid gota a
gota cloruro de benzoilo (1.2 mL, 10.02 mmol). La mezcla resultante se agitd a
temperatura ambiente durante 3 h (reaccion monitorizada por CCF, CH,Cl,).
Transcurrido dicho tiempo la mezcla se diluyé en CH,Cl,, se lavé con NaHCO3 acuoso al
5% y con salmuera, se seco sobre MgS0O, anhidro, se filtro y el disolvente se evaporo a
vacio. El producto crudo se purific6 mediante cromatografia flash en columna (gel de

silice, CH,Cl,), obteniéndose la benzamida 30 (2.409 g, 97%) como un sélido amarillo
211

palido [lit.,””" solido blanco]. Este compuesto se ha descrito previamente (CAS n¢
79128-70-4), coincidiendo las propiedades espectroscépicas observadas con las ya
descritas. 321021

Lo _ PyHol Z s\

BzHN NS
CO,Me piridina
130°C, 48 h
979
30 e 31

N-(Tiofen-3-il)benzamida (31). Una suspension del éster metilico 30 (800 mg, 3.06
mmol) y cloruro de piridinio (1.06 g, 9.19 mmol) en piridina anhidra (8.5 mL) se calenté
a reflujo (130 °C) con agitaciéon bajo atmdsfera de N, durante 48 h (reaccion
monitorizada mediante CCF, CH,Cl,). Posteriormente la mezcla se vertid sobre hielo, se
acidificd con HCl concentrado hasta pH 2 y se extrajo con AcOEt. Las fases organicas
reunidas se lavaron con salmuera, se secaron sobre MgSQO, anhidro, se filtraron y se
evaporaron a vacio. Se obtuvo asi el compuesto 31 (602.1 mg, 97%) como un sélido

marron palido que se empled en la siguiente etapa sin purificacion adicional.
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Datos fisicos y espectroscdpicos:****° Pf. 145.0-146.8 °C (CHCI5) [lit., pf 153 °C]; IR
(KBr) vmax (cm™) 3332d, 3140d, 3112d, 3052d, 2927d, 1652m, 1570m, 1284m, 771m;
RMN-'H (300 MHz, CD;0D) & 7.93-7.87 (m, 2H, H, y Hg Ph), 7.69 (dd, J = 3.2, 1.3 Hz,
1H, H, Th), 7.58=7.43 (m, 3H, H3, Hs y Hs Ph), 7.33 (dd, J = 5.2, 3.2 Hz, 1H, Hs Th), 7.25
(dd, J = 5.2, 1.3 Hz, 1H, H, Th); RMN-"3C (75 MHz, CD;0D) & 167.9 (s, CONH), 137.8 (s,
C3Th), 135.8 (s, C; Ph), 132.9 (s, C4 Ph), 129.7 (s, C3 y Cs Ph), 128.5 (s, C, y Cs Ph), 125.2
(s, Cs Th), 123.0 (s, C4 Th), 111.8 (s, C, Th); EMAR (TOF, ES+) m/z calculada para
C11H1oNOS [M+H]" 204.0478, encontrada 204.0474.

/C\ o) PTSAH,0  , 2
o M
BzHN" tolueno 4
130°C, 5.5 h s
61% desde 31
31 29 89
(7:3 E/Z)

N-(2-(4-Metilpent-2-en-2-il)tiofen-3-il)benzamida (89). A una suspension del
compuesto 31 (550 mg, 2.71 mmol) y monohidrato de PTSA (257.4 mg, 1.35 mmol) en
tolueno bajo atmdsfera de N, se afiadié 4-metilpentan-2-ona (29, 1.02 mL, 8.12 mmol).
La mezcla resultante se calenté a reflujo (130 °C) durante 5.5 h, eliminando el agua
formada mediante una trampa Dean-Stark (reaccion monitorizada mediante CCF,
hexano/AcOEt 4:1). Transcurrido dicho tiempo, la mezcla se atemperd, se diluyé en
benceno y se lavd con NaOH acuoso 1 M. La fase orgdnica se lavd con salmuera, se
secd sobre MgS0O, anhidro, se filtré y se evapord a vacio. El producto crudo se purificé
mediante cromatografia flash en columna (gel de silice, hexano/AcOEt 19:1),
obteniéndose el alqueno 89 (473.3 mg, 61%) como un sélido amarillo [lit.,*® cristales

incoloros] cuyo espectro de RMN-'H mostrd ser una mezcla 7:3 de isémeros E/Z.

Datos fisicos y espectroscdpicos:*® Pf. 79.2-80.9 °C (hexano); IR (KBr) Vmax (cm™)
3270f, 2958f, 1649f, 1515f, 1490f, 1288f, 714m, 690m; RMN-'H (300 MHz, CDCls)
5 8.27 (s, 1H, CONH), 7.94 (d, J = 5.5 Hz, 1H, H, Th), 7.88=7.79 (m, 2H, H, y Hs Ph),
7.58-7.44 (m, 3H, Hs, Ha y Hs Ph), 7.19 (d, J = 5.5 Hz, 1H, Hs Th), 5.57 (dq, J = 9.3, 1.4
Hz, 1H, Hs), 2.75 (d spt, J = 9.3, 6.7 Hz, 1H, Hy), 2.05 (d, J = 1.4 Hz, 3H, Hy), 1.07 (d,
J=6.7 Hz, 6H, CHs-4" y Hs); RMN-3C (75 MHz, CDCl5) & 164.1 (s, CONH), 139.7 (s, C3),
134.7 (s, C; Ph), 131.9 (s, C4 Ph), 131.3 (s, C3 Th), 128.9 (s, C3y Cs Ph), 127.0 (s, Co y Cs
Ph), 126.4 (s, C; Th), 124.5 (s, C»), 123.1 (s, Cs Th), 122.3 (s, Cs Th), 28.1 (s, C4), 23.1 (s,
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CHs-4' y Cs), 19.0 (s, C;); EMAR (TOF, ES+) m/z calculada para C;7H,oNOS [M+H]"
286.1260, encontrada 286.1260.

H, (5 bar) 2
BzHN” NS 3
Pd/C 10%
e
MeOH, t.a., 3 d '
95%
89 32

N-(2-(4-Metilpentan-2-il)tiofen-3-il)benzamida (32). Una suspensiéon de alqueno
89 (400 mg, 1.40 mmol) y Pd/C al 10% (246.1 mg, 0.23 mmol Pd) en MeOH anhidro
(10.2 mL) se introdujo en un reactor equipado con agitacién magnética y se hidrogend
a temperatura ambiente durante 3 dias bajo una presién de H, de 5 bar.
Posteriormente el reactor se despresurizd y la suspensidon negra se filtré a través de
celite, lavando con MeOH. Finalmente, el disolvente se evaporé a vacio, obteniéndose
el compuesto 32 (382.2 mg, 95%) como un sélido blanco [lit.,?® cristales incoloros] que

se empled en la siguiente etapa sin purificacion adicional.

Datos fisicos y espectroscépicos:*® Pf. 104.1-105.0 °C (CHCI3); IR (KBr) vmsx (cm™)
3296f, 2958m, 2927d, 1648f, 1518m, 1486m, 1286m, 704m, 689d; RMN-'H (300 MHz,
CDCl3) 6 7.85 (d, /= 7.1 Hz, 2H, H> y Hg Ph), 7.65 (br s, 1H, CONH), 7.58-7.44 (m, 3H, H3,
H,y Hs Ph), 7.41 (d, J = 5.4 Hz, 1H, H, Th), 7.13 (d, J = 5.4 Hz, 1H, Hs Th), 3.13 (ddg,
J=6.9,6.9,6.9 Hz, 1H, H,), 1.66-1.37 (m, 3H, H3'y Hy), 1.30 (d, J = 6.9 Hz, 3H, H;), 0.89
(d, J=6.3 Hz, 6H, CH3-4’ y Hs); RMN-"C (75 MHz, CDCl3) 6 165.5 (s, CONH), 139.5 (s, C;3
Th), 134.7 (s, C; Ph), 131.9 (s, C4 Ph), 130.4 (s, C>, Th), 128.9 (s, C3y Cs Ph), 127.2 (s, C, y
Cs Ph), 124.6 (s, C; Th), 121.2 (s, C5s Th), 48.6 (s, C37), 30.6 (s, C>1), 25.8 (s, Cy1), 23.1 (s,
C1), 22.9 (s, CHs-4"), 22.7 (s, Cs); EMAR (TOF, ES+) m/z calculada para C;7H,,NOS
[M+H]" 288.1417, encontrada 288.1414.

KOH
BzHN" NS
DEG
185 °C, 20 min
(MW a 300 W)
32 >99% 24

2-(4-Metilpentan-2-il)tiofen-3-amina (24). Una mezcla de KOH (880 mg, 15.68
mmol), la amida 32 (200 mg, 0.70 mmol) y DEG (20 mL) se introdujo en un tubo de

microondas. Dicha mezcla se calentd con agitacidon en horno microondas a 185 °C (300
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W) durante 20 min. Transcurrido dicho tiempo, la mezcla se diluyd la mezcla en agua'y
se extrajo con AcOEt. Las fases orgdnicas reunidas se lavaron con salmuera, se secaron
sobre MgS0O, anhidro, se filtraron y se evaporaron a vacio. El producto crudo se
purific6 mediante cromatografia flash en columna (gel de silice, hexano/CH,Cl, 3:7),
obteniéndose la amina 24 (127.0 mg, >99%) como un aceite amarillento [lit.,>! aceite

amarillo].

Datos fisicos y espectroscépicos:**® IR (KBr) vmsx (cm™) 3432m, 3348m, 2956f,
2926f, 2868m, 1656d, 1567f, 1459d, 1258d, 718m, 637m; RMN-'H (300 MHz, CDCls)
6 6.95 (dd, J = 5.3 Hz, 1H, H, Th), 6.55 (d, J = 5.3 Hz, 1H, Hs Th), 3.34 (br s, 2H, NH.,),
2.95 (ddq, J = 7.0 Hz, 1H, H»), 1.69-1.35 (m, 3H, Hs' y Hs), 1.24 (d, J = 6.8 Hz, 3H, Hy),
0.91 (d, J = 6.5 Hz, 3H, Hs), 0.90 (d, J = 6.4 Hz, 3H, CH;-4'); RMN-3C (75 MHz, CDCl5)
6 139.0 (s, C3 Th), 125.5 (s, C, Th), 121.8 (s, C5 Th), 120.7 (s, C, Th), 48.2 (s, C3'), 29.8 (s,
C»), 25.9 (s, Cy7), 22.9 (s, C47y Cs), 22.7 (s, C17); EMAR (GC-MS, IE) m/z calculada para
C1oH17NS M** 183.1076, encontrada 183.1075.

\/\N/i/COZH PCls \/\N/i/COCI
N— N—

CF Et,O CF
3 ta.,2h 3

87 9

Cloruro de 1-alil-3-(trifluorometil)-1H-pirazol-4-carbonilo (91). Una suspension del
acido 87 (120.1 mg, 0.55 mmol) y PCls (125 mg, 0.60 mmol) en Et,0 anhidro (1.81 mL)
se agité bajo atmodsfera de N, a temperatura ambiente durante 2 h hasta observarse
una disolucién transparente (reaccién monitorizada mediante CCF, hexano/AcOEt 7:3).
En este punto, el disolvente se evapord a vacio para dar lugar a un residuo que

contenia el cloruro de acilo intermedio 91.

3 proZ

4 5
— H (0] —
A N ZEN COClI 5
N ) Py, THF 3 1 3
q ¥ HoN 3 - H)\/\N N 2 N NS
CFs ta.,25h 3proE 2 N— H 2
64% desde 24 3 CFy 17275 4 5
91 24 92

1-Alil-N-(2-(4-metilpentan-2-il)tiofen-3-il)-3-(trifluorometil)-1H-pirazol-4-
carboxamida (92). Una disolucion del cloruro de acilo 91 recién preparado en THF
anhidro (0.45 mL) se afiadid gota a gota bajo atmédsfera de N, a una disolucién del

aminotiofeno 24 (100 mg, 0.55 mmol) y piridina anhidra (88 uL, 1.09 mmol) en THF
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anhidro (0.45 mL). La mezcla resultante se agito a temperatura ambiente durante 2.5 h
(reaccion monitorizada mediante CCF, hexano/AcOEt 7:3). Transcurrido dicho tiempo
la mezcla se diluyé en AcOEt y se lavd secuencialmente con disoluciones acuosas de
HCI (1 M), NaHCOs (5%) y con salmuera. La fase organica se secé sobre MgS0O, anhidro,
se filtro y se evapord a vacio. El producto crudo se purific6 mediante cromatografia
flash en columna (gel de silice, hexano/AcOEt 4:1), obteniéndose la amida 92 (135.5

mg, 64%) como un sdlido blanco.

Datos fisicos y espectroscépicos: Pf. 130.6-131.0 °C (benceno); IR (KBr) Vmax (cm™)
3226m, 3195m, 3126d, 2956m, 1641f, 1566f, 1491m, 1212m, 1142f, 1058f, 896d;
RMN-H (300 MHz, CDCls) & 8.09 (s, 1H, Hs Pz), 7.55 (br s, 1H, CONH), 7.42 (d, J = 5.4
Hz, 1H, H, Th), 7.12 (d, J = 5.4 Hz, 1H, Hs Th), 6.02 (ddt, J = 16.6, 10.2, 6.3 Hz, 1H,
CH,CH=CH,), 5.40 (d, J = 10.2 Hz, 1H, H; proE), 5.35 (d, J = 16.6 Hz, 1H, H3 proZ), 4.79
(d, J=6.3 Hz, 2H, CH,CH=CH,), 3.08 (ddq, J=7.0, 7.0, 7.0 Hz, 1H, H,), 1.68-1.38 (m, 3H,
Hz'y Hy), 1.25 (d, J = 6.8 Hz, 3H, H;), 0.86 (d, J = 5.8 Hz, 6H, CH3-4’ y Hs); RMN-"3C (75
MHz, CDCl3) 6 158.3 (s, CONH), 139.6 (s, C3 Th), 137.8 (q, ZJCF =37.6 Hz, C3 Pz), 135.6 (s,
Cs Pz), 130.8 (s, CH,CH=CH,), 129.7 (s, C; Th), 124.3 (s, C; Th), 121.3 (q, “Jer = 269.2 Hz,
CF3), 121.2 (s, Cs Th), 121.1 (s, CH,CH=CH,), 117.5 (s, C4 Pz), 55.8 (s, CH,CH=CH,), 48.1
(s, C3), 30.3 (s, C3), 25.8 (s, Cy), 23.2 (s, C11), 22.6 (s, CH3-4"), 22.5 (s, C5); RMN-"°F (282
MHz, CDCl3) 6 -59.69 (s, CF3); EMAR (TOF, ES+) m/z calculada para CigH»3F3N30S
[M+H]" 386.1508, encontrada 386.1508.

Grubbs-2 u
HOZC\/\ + \/\N AN HOZC\W’\/\N \ ; S
Cul, Etzo

60°C,6h CF3 172
(MW a 300 W)
86 92 65% desde 92 93
(5:1 EIZ)

Acido 5-(4-((2-(4-metilpentan-2-il)tiofen-3-il)carbamoil)-3-(trifluorometil)-1H-
pirazol-1-il)pent-3-enoico (93). A una suspension formada por el alqueno 92 (50 mg,
0.13 mmol), catalizador de Grubbs de 22 generacion (Grubbs-2, 6.6 mg, 7.78 umol) y
Cul (2.0 mg, 10.38 umol) en Et,0 anhidro (1.7 mL), introducida previamente en un
tubo de microondas bajo atmdsfera de N,, se afadié acido but-3-enoico (86, 33 uL,
0.39 mmol). La mezcla resultante se calentd con agitacién en horno microondas a 60 °C
(300 W) durante 6 horas. Transcurrido dicho tiempo el disolvente se evapord a vacio, y
el residuo se purific6 mediante cromatografia flash en columna (gel de silice). Se eluyé

primero con una mezcla CH,Cl,/Et,0 19:1 para recuperar 7.6 mg (15%) de producto de
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partida 92; posteriormente, se eluyd con la misma mezcla en proporcion 4:1,
obteniéndose el acido insaturado 93 (37.4 mg, 65%, mezcla 5:1 de isdmeros E/Z segun

RMN-'H) como un aceite incoloro.

Datos fisicos y espectroscdpicos: IR (KBr) vmsx (cm™) 3262f (ancha), 3126d, 2959f,
1716f, 1652f, 1488f, 1306f, 1143f, 1057f, 974m, 834m, 715m; RMN-'H (300 MHz,
CDCls) 6 9.31 (brs, 1H, CO,H), 8.16 (s, 1H, Hs Pz), 7.57 (br's, 1H, CONH), 7.40 (d, J = 5.4
Hz, 1H, H, Th), 7.12 (d, J = 5.4 Hz, 1H, Hs Th), 5.97 (dt, J = 15.6, 6.8 Hz, 1H, H3), 5.84 (dt,
J=15.6, 6.3 Hz, 1H, H,), 4.80 (d, J = 6.2 Hz, 1H, Hs), 3.20 (d, J = 6.3 Hz, 1H, H,), 3.08
(ddg, J = 7.0, 7.0, 7.0 Hz, 1H, H»), 1.66-1.39 (m, 3H, H3' y Hy), 1.24 (d, J = 7.0 Hz, 3H,
H;), 0.86 (d, J = 6.3 Hz, 6H, CH3-4’ y Hs); RMIN-"3C (75 MHz, CDCl3) § 175.5 (s, C;), 158.5
(s, CONH), 139.9 (s, C; Th), 137.8 (q, Ycr = 43.1 Hz, C3 Pz), 135.8 (s, Cs Pz), 129.6 (s, C,
Th), 129.1 (s, C3), 126.9 (s, C4), 124.3 (s, C4 Th), 121.3 (s, Cs Th), 121.3 (g, Ycr = 270.4 Hz,
CF3), 117.4 (s, C4 Pz), 54.9 (s, Cs), 48.1 (s, C3), 37.1 (s, C2), 30.3 (s, Cz), 25.8 (s, Ca), 23.2
(s, C1), 22.6 (s, CH3-4"), 22.5 (s, Cs); RMN-'°F (282 MHz, CDCl;5) § -59.67 (s, CFs); EMAR
(TOF, ES+) m/z calculada para CyoH25F3N305S [M+H]" 444.1563, encontrada 444.1553.

HOZC\MN AN 3atm HOgC\/\/\N \ \ S
2
Pd/C 10%

AcOEt
ta., 3.5h

93 83% 79 (hapteno PPa)

Acido 5-(4-((2-(4-metilpentan-2-il)tiofen-3-il)carbamoil)-3-(trifluorometil)-1H-
pirazol-1-il)pentanoico (hapteno PPa, 79). Una suspension de alqueno 93 (80 mg, 0.18
mmol) y Pd/C al 10% (68 mg, 64 umol Pd) en AcOEt anhidro (4 mL) se introdujo en un
reactor equipado con agitacion magnética y se hidrogend a temperatura ambiente
durante 3.5 h bajo una presion de H, de 3 bar. Posteriormente el reactor se
despresurizo, y la mezcla se filtré a través de celite lavando con AcOEt. Tras evaporar el
disolvente a vacio, el producto crudo se purific6 mediante cromatografia flash en
columna (gel de silice, CHCl;/MeOH 49:1), obteniéndose el hapteno PPa (79, 66.9 mg,

83%) como un solido blanco.

Datos fisicos y espectroscépicos: Pf. 148.3—-149.4 °C (benceno); IR (KBr) Vmax (cm™)
3031m, 2962m, 2261d, 2086d, 1697f, 1408m, 1285m, 1196m, 928d, 689d; RMN-'H
(300 MHz, CDCl3) § 9.42 (br s, 1H, CO,H), 8.15 (s, 1H, Hs Pz), 7.62 (br s, 1H, CONH), 7.39
(d, J = 5.5 Hz, 1H, H, Th), 7.12 (d, J = 5.5 Hz, 1H, Hs Th), 4.19 (t, J = 7.0 Hz, 2H, Hs), 3.09
(ddqg, J = 6.8, 6.8, 6.8 Hz, 1H, H), 2.40 (t, J = 7.1 Hz, 2H, H,), 2.05-1.88 (m, 2H, Hy),
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1.73-1.61 (m, 2H, Hs), 1.61-1.39 (m, 3H, H3'y Hy), 1.24 (d, J = 6.8 Hz, 3H, Hy), 0.86 (d,
J=6.1 Hz, 6H, CH3-4" y Hs); RMN-'3C (75 MHz, CDCl3) 6 178.2 (s, C;), 158.7 (s, CONH),
140.0 (s, C3 Th), 137.8 (g, %Jer = 37.0 Hz, C; Pz), 136.0 (s, Cs Pz), 129.6 (s, C> Th), 124.4 (s,
C;Th), 121.3 (q, YJer = 269.5 Hz, CF3), 121.2 (s, C5 Th), 116.9 (s, C4 Pz), 52.9 (s, Cs), 48.1
(s, C3), 33.2 (s, C2), 30.3 (s, Cz), 29.2 (s, C4), 25.7 (s, Ca), 23.1 (s, Cy), 22.6 (s, CH3-4"),
22.5 (s, Cs), 21.6 (s, C3); RMN-"°F (282 MHz, CD30D) 6 -64.08 (s, CF3); EMAR (TOF, ES+)
m/z calculada para CyoH»7F3N303S [M+H]" 446.1720, encontrada 446.1707; UV (PB)
€ (290 nm) = 1.38 mM ecm™, € (280 nm) = 2.67 MM cm™, € (270 nm) = 4.64 mM™*
cm ™, € (260 nm) =7.55 mM ™ cm™, € (250 nm) = 11.63 mM ™" cm ™.

5.4.2. Sintesis del hapteno PPb

\N/jCOzH PCls \N/jCOCI
N= N=
Et,O

F F
CFs ta.,2h CFs

22 33

Cloruro de 1-metil-3-(trifluorometil)-1H-pirazol-4-carbonilo (33). Una suspensién
de acido 1-metil-3-(trifluorometil)-1H-pirazol-4-carboxilico (22, 1 g, 4.63 mmol) y PCls
(1.06 mg, 5.09 mmol) en Et,0 anhidro (16 mL) se agité bajo atmdsfera de N, a
temperatura ambiente durante 2 h hasta observarse una disolucién transparente
(reaccién monitorizada mediante CCF, hexano/AcOEt 7:3). En este punto, el disolvente
se evapord a vacio para dar lugar a un residuo que contenia el cloruro de acilo
intermedio 33. Este compuesto se ha descrito previamente (CAS n? 126674-98-4),

coincidiendo las propiedades espectroscdpicas observadas con las ya descritas.”*

o 4 5
~ cocCl = 5 —
NS Ll S Py, THF SIS
N/J FOHNTY ———  ONTYg N ;
CF; CO,Me ta.,3h N= CO,Me
93% desde 33 CF3
33 26 27

3-(1-Metil-3-(trifluorometil)-1H-pirazol-4-carboxamido)tiofeno-2-carboxilato  de
metilo (27). Una disolucién del cloruro de acilo 33 recién preparado en THF anhidro
(3.85 mL) se afiadid gota a gota bajo atmodsfera de N, a una disolucion de
3-aminotiofeno-2-carboxilato de metilo (26, 727.8 mg, 4.63 mmol) y piridina anhidra

(749 pL, 9.26 mmol) en THF anhidro (3.85 mL). La mezcla resultante se agitd a
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temperatura ambiente durante 3 h (reaccion monitorizada mediante CCF,
hexano/AcOEt 7:3). Transcurrido dicho tiempo la mezcla se diluyé en AcOEt y se lavd
secuencialmente con disoluciones acuosas de HCI (1 M), NaHCO3 (5%) y con salmuera.
La fase organica se secd sobre MgSO,; anhidro, se filtr6 y se evapord a vacio. El
producto crudo se purific6 mediante cromatografia flash en columna (gel de silice,
CH,Cl,/Et,0 19:1), obteniéndose la amida 27 (1.28 g, 93%) como un sélido blanco

[lit.,*® cristales incoloros].

Datos fisicos y espectroscépicos:>® Pf. 144.0-144.8 °C (MeOH); IR (KBr) vmsx (cm™)
3303d, 3128d, 2956d, 1679f, 1448m, 1301f, 1173f, 1060f, 783f, 651m; RMN-'H (300
MHz, CDCl3) 6 10.68 (s, 1H, CONH), 8.19 (d, J = 5.3 Hz, 1H, Hs Th), 7.95 (g, J = 0.5 Hz,
1H, Hs Pz), 7.51 (d, J = 5.3 Hz, 1H, H, Th), 4.02 (s, 3H, NCH;), 3.91 (s, 3H, CO,CH3);
RMN-"3¢C (75 MHz, CDCl3) 6 165.2 (s, CO,Me), 157.6 (s, CONH), 144.7 (s, C3 Th), 141.2
(9, %Jor = 38.4 Hz, C3 Pz), 133.2 (s, Cs Th), 132.1 (s, Cs Pz), 122.6 (s, C; Th), 120.6 (q,
Yer = 269.6 Hz, CF3), 116.9 (s, C4 Pz), 110.7 (s, C; Th), 52.2 (s, CO,CH3), 40.1 (s, NCH3);
RMN-"F (282 MHz, CDCl5) 6 -61.64 (s, CF3); EMAR (TOF, ES+) m/z calculada para
C12H11F3N305S [M+H]" 334.0468, encontrada 334.0468.

') _ o 4 _ 5
Ul S Py-HCI > 3/ ¢
\N\ b N7 ’ SN 2 N NS
N= H CO,Me piridina N— H 2
CF5 130 °C, 72 h *CF,
74%
27 28

1-Metil-N-(tiofen-3-il)-3-(trifluorometil)-1H-pirazol-4-carboxamida  (28). Una
suspension del éster metilico 27 (1.28 g, 3.83 mmol) y cloruro de piridinio (1.33 g,
11.48 mmol) en piridina anhidra (11.3 mL) se calentd a reflujo (130 °C) con agitacién
bajo atmdsfera de N, durante 72 h (reaccién monitorizada mediante CCF, CH,Cl,/Et,0
7:3). Posteriormente la mezcla se vertié sobre hielo, se acidificé con HCl concentrado
hasta pH 2 y se extrajo con AcOEt. Las fases orgdnicas reunidas se lavaron con
salmuera, se secaron sobre MgSQO, anhidro, se filtraron y se evaporaron a vacio. El
producto crudo se purific6 mediante cromatografia flash en columna (gel de silice,
CH,Cl,/Et,0 19:1), obteniéndose el compuesto 28 (777.6 mg, 74%) como un sdlido

marron palido.

Datos fisicos y espectroscépicos:*® Pf. 156.6-157.2 °C (benceno/AcOEt); IR (KBr)
Vimix (cm_l) 3567d, 3343f, 3127m, 2942d, 1648f, 1538f, 1499f, 1309f, 836m, 774f;
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RMN-"H (300 MHz, CD;0D) & 8.22 (q, J = 0.5 Hz, 1H, Hs Pz), 7.60 (dd, J = 3.2, 1.3 Hz, 1H,
H, Th), 7.35 (dd, J = 5.2, 3.2 Hz, 1H, Hs Th), 7.16 (dd, J = 5.2, 1.3 Hz, 1H, H, Th), 3.99 (s,
3H, NCH;); RMN-"3C (75 MHz, CDs0D) & 160.5 (s, CONH), 141.8 (q, *Jcr = 38.0 Hz, C; Pz),
137.4 (s, C3 Th), 134.6 (s, Cs Pz), 125.3 (s, Cs Th), 122.6 (s, C4 Th), 122.2 (q, "Jer = 268.5
Hz, CF3), 117.7 (s, C4 Pz), 111.4 (s, C> Th), 39.9 (s, NCHs); RMN-"’F (282 MHz, CD50D)
8 -62.90 (s, CF3); EMAR (TOF, ES+) m/z calculada para C1oHoF3N30S [M+H]* 276.0413,
encontrada 276.0419.

(0] —
\N AN N/[\ iS NIS \
v={ * \

CH,Cl,
CF; 60 °C, 40 min
70%
28 94

N-(2-Yodotiofen-3-il)-1-metil-3-(trifluorometil)-1H-pirazol-4-carboxamida (94).
Una suspension del tiofeno 28 (250 mg, 0.91 mmol) y NIS (206.1 mg, 0.91 mmol) en
CH,Cl, anhidro (36.7 mL) se agit6 en la oscuridad a 65 °C bajo atmdsfera de N, durante
40 minutos (reaccién monitorizada mediante CCF, CHCl3/Et,0 9:1). Transcurrido dicho
tiempo el disolvente se evapord a vacio, y el residuo obtenido se purificd6 mediante
cromatografia flash en columna (gel de silice, CHCI3), obteniéndose el yodotiofeno 94

(253.6 mg, 70%) como un sélido marrén pdlido.

Datos fisicos y espectroscopicos: Pf. 163.2-164.1 °C (benceno/hexano); IR (KBr)
Vimax (cm_l) 3397m, 3117d, 3086m, 2954d, 1675f, 1569f, 1475m, 1379m, 1296m, 1065f;
RMN-H (300 MHz, CDCl5) & 8.03 (s, 1H, Hs Pz), 7.80 (br s, 1H, CONH), 7.72 (d, J = 5.8
Hz, 1H, H, Th), 7.51 (d, J = 5.8 Hz, 1H, Hs Th), 4.00 (s, 3H, NCH;); RMN-23C (75 MHz,
CDCl3) 6 157.7 (s, CONH), 139.6 (s, C; Th), 138.6 (q, 2JCF = 37.4 Hz, C3 Pz), 136.1 (s, Cs
Pz), 130.6 (s, C5 Th), 123.0 (s, C, Th), 121.0 (q, YJer = 269.5 Hz, CF3), 117.0 (s, C4 Pz), 62.5
(s, C; Th), 40.1 (s, NCHs); RMN-'°F (282 MHz, CDCl5) 6 -59.52 (s, CF3); EMAR (TOF, ES+)
m/z calculada para C1oHgF3IN30S [M+H]* 401.9379, encontrada 401.9368.

f \ 5
PdC|2 PPh3)2 ~N — O
Q)J\ \/\/COZIBU N\ _\ 4 ” 32 6% 3 ><
Cul, EtzN, DMF N7 s 510
ta.,6h CFs3
[))
94 59 90% desde 94 05

6-(3-(1-Metil-3-(trifluorometil)-1H-pirazol-4-carboxamido)tiofen-2-il)hex-5-inoato
de terc-butilo (95). A una disolucion sonicada del yoduro 94 (262.1 mg, 0.65 mmol),
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PdCl,(PPhs), (15 mg, 21 umol, Cul (9.5 mg, 50 umol) y el alquino 59 (131.2 mg, 0.78
mmol) en DMF anhidra (840 pL) se afiadio bajo atmdsfera de N, trietilamina (840 pL,
6.03 mmol). La mezcla resultante se agitd 6 h a temperatura ambiente (reaccion
monitorizada mediante CCF, CH,Cl,/Et,0 9:1). Transcurrido dicho tiempo, la mezcla se
diluyé en agua y se extrajo con AcOEt. Las fases organicas reunidas se lavaron con LiCl
acuoso al 1.5% y con salmuera, se secaron sobre MgSQO, anhidro, se filtraron y se
evaporaron a vacio. El producto crudo se purific6 mediante cromatografia flash en
columna (gel de silice, CH,Cl,), obteniéndose el producto de acoplamiento cruzado 95

(259.3 mg, 90%) como un aceite amarillo.

Datos fisicos y espectroscépicos: IR (KBr) vma (cm™) 3417d, 3320f (ancha), 3126d,
2973m, 2934m, 1677f, 1569f, 1422f, 1230f, 1061f, 753m; RMN-'H (300 MHz, CDCls)
6 8.30 (br s, 1H, CONH), 8.10 (q, J = 0.5 Hz, 1H, Hs Pz), 7.88 (d, J = 5.5 Hz, 1H, H, Th),
7.13 (d, J = 5.5 Hz, 1H, Hs Th), 3.99 (s, 3H, NCHs), 2.55 (t, J = 7.1 Hz, 2H, H,), 2.38 (t,
J=7.1Hz, 2H, H,), 1.89 (tt, J = 7.1 Hz, 2H, H;), 1.42 (s, 9H, C(CH;)3); RMN-"3C (75 MHz,
CDCl5) & 172.6 (s, C;), 157.2 (s, CONH), 139.7 (s, C; Th), 138.5 (q, 2Jcr = 37.3 Hz, C; Pz),
136.2 (s, Cs Pz), 125.1 (s, C; Th), 121.6 (s, Cs Th), 121.0 (q, Ycr = 269.6 Hz, CF3), 117.1 (s,
C4; Pz), 107.3 (s, C, Th), 99.8 (s, Cs), 80.6 (s, CMes), 71.3 (s, Cs), 40.0 (s, NCH3), 34.7 (s,
C,), 28.2 (s, C(CHs)s), 24.0 (s, C3), 19.4 (s, C4); RMN-"°F (282 MHz, CDCl3) 6 -64.75 (s,
CF;3); EMAR (TOF, ES+) m/z calculada para CaoH»3F3N303S [M+H]" 442.1407, encontrada
442.1391.

O ¢ s
— H, (3 bar
N= H 2BY pyic 10%
CF4 AcOEt
ta.,5h
95 94% 96

6-(3-(1-Metil-3-(trifluorometil)-1H-pirazol-4-carboxamido)tiofen-2-il)hexanoato
de terc-butilo (96). Una suspension del compuesto 95 (146.7 mg, 0.33 mmol) y Pd/C al
10% (76.4 mg, 72 umol Pd) en AcOEt anhidro (4 mL) se introdujo en un reactor
equipado con agitacién magnética y se hidrogend a temperatura ambiente durante 5 h
bajo una presion de H, de 3 bar. Transcurrido dicho tiempo el reactor se despresurizo,
y la suspensién negra se filtrd a través de celite, lavando con AcOEt. El disolvente se
evapord a vacio, y el residuo se purific6 mediante cromatografia flash en columna (gel
de silice, hexano/AcOEt 7:3) para dar lugar al producto de hidrogenacion 96 (139.2 mg,

94%) como un aceite amarillo.
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Datos fisicos y espectroscdpicos: IR (KBr) vms (cm™) 3278m (ancha), 3128d,
2978m, 2934m, 1727f, 1652f, 1548f, 1368f, 1139f, 837m, 761m; RMN-'H (300 MHz,
CDCl;) & 8.04 (s, 1H, Hs Pz), 7.64 (br s, 1H, CONH), 7.42 (d, J = 5.4 Hz, 1H, H, Th), 7.09
(d, J = 5.4 Hz, 1H, Hs Th), 3.96 (s, 3H, NCHs), 2.69 (t, J = 7.6 Hz, 2H, He), 2.20 (t, J = 7.3
Hz, 2H, H,), 1.65 (tt, J = 7.5, 7.5 Hz, 2H, Hs), 1.60 (tt, J = 7.5, 7.5 Hz, 2H, H3), 1.41 (s, 9H,
C(CHs)3), 1.40-1.31 (m, 2H, Hy); RMN-"3¢ (75 MHz, CDCl3) 6 173.2 (s, C;), 158.5 (s,
CONH), 138.6 (q, *Jor = 37.9 Hz, C;3 Pz), 135.5 (s, Cs Pz), 132.6 (s, C3 Th), 130.7 (s, C> Th),
124.5 (s, C4 Th), 121.2 (s, Cs Th), 121.1 (g, Yer = 269.3 Hz, CFs3), 117.0 (s, C4 Pz), 80.1 (s,
CMes), 39.7 (s, NCH3), 35.4 (s, C;), 30.5 (s, Cs), 28.4 (s, C4), 28.1 (s, C(CH3)3), 26.5 (s, C),
24.6 (s, C3); RMN-"F (282 MHz, CDCl5) & -59.92 (s, CF;); EMAR (TOF, ES+) m/z
calculada para CyoH,7F3N303S [M+H]" 446.1720, encontrada 446.1725.

o _ : o) 4_5
3
SN N S HCO,H SN ZON } S
N= " 0°Cata,1h = " A
CF4 CO,Bu 89% *CF, ST (1302H
96 80 (hapteno PPb)

Acido 6-(3-(1-metil-3-(trifluorometil)-1H-pirazol-4-carboxamido)tiofen-2-il)hexa-
noico (hapteno PPb, 80). El éster terc-butilico 96 (136 mg, 0.31 mmol) se disolvio a
0 °C en acido formico (4 mL), y la mezcla resultante se agité a temperatura ambiente
durante 1 h (reaccion monitorizada mediante CCF, hexano/AcOEt 3:7). Transcurrido
dicho tiempo la mezcla se diluyd en benceno y el disolvente se evaporé a sequedad. El
residuo obtenido se purific6 mediante cromatografia flash en columna (gel de silice,
CHCI3/MeOH 19:1), lo que dio lugar al hapteno PPb (80, 105.7 mg, 89%) como un

solido blanco.

Datos fisicos y espectroscopicos: Pf. 106.3—-107.7 °C (benceno/AcOEt); IR (KBr) Vmax
(cm_l) 3263f, 2944m, 1720f, 1651f, 1575m, 1488m, 1211f, 1123f, 896d; RMN-'H (300
MHz, CDCl3) 6 10.85 (br's, 1H, CO,H), 8.03 (s, 1H, Hs Pz), 7.70 (br s, 1H, CONH), 7.34 (d,
J=5.4Hz, 1H, H, Th), 7.06 (d, J = 5.4 Hz, 1H, Hs Th), 3.92 (s, 3H, NCH;), 2.68 (t, J = 7.6
Hz, 2H, Hg), 2.31 (t, J = 7.3 Hz, 2H, H,), 1.64 (tt, J = 7.5 Hz, 2H, Hs), 1.63 (tt, J = 7.4 Hz,
2H, Hs), 1.46-1.33 (m, 2H, Hy); RMN-3C (75 MHz, CDCl3) 6 179.0 (s, Ci), 158.4 (s,
CONH), 138.0 (q, %Jor = 35.5 Hz, C;3 Pz), 136.5 (s, Cs Pz), 132.1 (s, C3 Th), 130.7 (s, C> Th),
124.4 (s, C4 Th), 121.5 (s, Cs Th), 121.3 (g, Yer = 269.1 Hz, CF3), 117.2 (s, C4 Pz), 40.0 (s,
NCHs), 33.9 (s, C3), 30.6 (s, Cs), 28.6 (s, C4), 26.6 (s, Cg), 24.4 (s, C3); RMN-"°F (282 MHz,
DMSO-dg) & -60.13 (s, CF3); EMAR (TOF, ES+) m/z calculada para Ci1gH1gF3N305S [M+H]"
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390.1094, encontrada 390.1105; UV (PB) € (290 nm) = 0.85 mM ™ cm™, & (280 nm) =
1.50 mM ™ ecm™, € (270 nm) = 2.47 mM "t ecm™, € (260 nm) = 3.93 MM cm™}, € (250

nm)=6.11mM *cm™.

5.4.3. Sintesis de los haptenos PPmy PPo

4 5

i /Z—is O5-O~° AICI s R 3T
\Niiz/ﬂxu A N 3 N \\4 N ‘; S
N= DCE N=( " CO,H
CF; ta,5h CFy 075773751
74% desde 28
28 97 83 (hapteno PPo)

Acido 3-metil-5-(3-(1-metil-3-(trifluorometil)-1H-pirazol-4-carboxamido)tiofen-2-
il)-5-oxopentanoico (hapteno PPo, 83). Una mezcla del tiofeno 28 (150 mg, 0.54
mmol), anhidrido 3-metilglutarico (97, 104.3 mg, 0.81 mmol) y AlCl; (361.9 mg, 2.72
mmol) en DCE anhidro (2 mL) se agitd a temperatura ambiente bajo atmosfera de N,
durante 5 h (reaccién monitorizada mediante CCF, CHCl3/MeOH 19:1). Transcurrido
dicho tiempo la mezcla se diluyé en agua con hielo, se acidificd con HCl concentrado
hasta pH 1 y se extrajo con AcOEt. Las fases organicas reunidas se lavaron con
salmuera, se secaron sobre MgSQO, anhidro, se filtraron y se evaporaron a vacio. El
producto crudo se purifico6 mediante cromatografia flash en columna (gel de silice,
CHCl3/MeOH 99:1), obteniéndose el hapteno PPo (83, 163.1 mg, 74%) como un soélido

amarillo palido.

Datos fisicos y espectroscopicos: Pf. 179.4-180.8 °C (AcOEt); IR (KBr) Vmasx (cm™)
3275m, 3081m, 2962m, 2926m, 1709f, 1686f, 1625f, 1567f, 1430f, 1293f, 1165f,
1067m; RMN-"H (300 MHz, CD;0D) 6 8.35 (q, J = 0.5 Hz, 1H, Hs Pz), 8.13 (d, J = 5.4 Hz,
1H, Hs Th), 7.78 (d, J = 5.4 Hz, 1H, H, Th), 4.03 (s, 3H, NCH3), 2.94 (dd, J = 15.7, 6.2 Hz,
1H, H,), 2.78 (dd, J = 15.7, 7.3 Hz, 1H, H,), 2.72-2.55 (m, J = 6.6 Hz, 1H, Hs), 2.44 (dd,
J =15.4, 6.1 Hz, 1H, H,), 2.27 (dd, J = 15.4, 7.6 Hz, 1H, H,), 1.06 (d, J = 6.6 Hz, 3H,
CH;-3); RMN-"3C (75 MHz, CD;0D) & 196.7 (s, Cs), 176.2 (s, C1), 159.5 (s, CONH), 145.5
(s, C3 Th), 142.1 (q, Ycr = 38.0 Hz, C3 Pz), 135.2 (s, Cs Pz), 134.1 (s, Cs Th), 123.4 (s, C,
Th), 122.1 (9, Ycr = 268.2 Hz, CF3), 121.7 (s, C> Th), 117.2 (s, C4 Pz), 48.5 (s, C4), 41.7 (s,
C,), 40.1 (s, NCHs), 28.5 (s, C3), 20.3 (s, CHs-3); RMN-"°F (282 MHz, CD;0D) & -63.07 (s,
CF3); EMAR (TOF, ES+) m/z calculada para CigH17F3N30,S [M+H]" 404.0886, encontrada
404.0893; UV (PB) € (290 nm) = 5.67 mM ' cm ™%, € (280 nm) = 4.27 mM " cm™, € (270
nm)=3.02 mM ™ cm™, & (260 nm) =4.27 mM ™ cm™, & (250 nm) = 5.87 mM ™ cm ™.
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\N/i)LN N
L H
N CO,H
CF; ©
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MeLi, THF
-60°C at.a.
55h
5
0 __ 5 (o) 47 S
S —{_$.0.6.0
\NYJ\H N + 99 PPTS \N\ AN A H 3 9 >
N= CO.H CH,CI N7 3 5
CFy HO 50 °C, 10 min CFs3 4
(MW a 300 W)
98 41% 99

- - (dr3:1)

N-(2-(2,4-Dimetil-6-oxotetrahidro-2H-piran-2-il)tiofen-3-il)-1-metil-3-(trifluoro-
metil)-1H-pirazol-4-carboxamida (99). A una disolucién del cetoacido 83 (163.1 mg,
0.40 mmol) en THF anhidro (16.3 mL) a —60 °C se afiadio gota a gota bajo atmdsfera de
N, una disolucion 3 M de Meli en DEM (0.68 mL, 2.02 mmol). La mezcla resultante se
agité a temperatura ambiente durante 5.5 h (reaccién monitorizada mediante CCF,
CHCI3/MeOH 19:1). Transcurrido dicho tiempo la mezcla se diluyd en agua con hielo, se
acidificd con HCl acuoso 1 M hasta pH 2 y se extrajo con AcOEt. Las fases organicas
reunidas se lavaron con salmuera, se secaron sobre MgSQO, anhidro, se filtraron y se
evaporaron a vacio. El residuo, cuyo espectro de RMN-'H mostré gue contenia una
mezcla impura del hidroxiacido 98 y la lactona 99, se disolvié en CH,Cl, anhidro (1.5
mL) en un tubo de microondas, se afadié PPTS (2.0 mg) y la mezcla se calenté con
agitacion en horno microondas a 50 °C (300 W) durante 10 min. Posteriormente el
disolvente se evapord a vacio y el producto crudo se purific6 mediante cromatografia
flash en columna (gel de silice, CHCl3/MeOH 99:1). Se obtuvo asi la lactona 99 (66.5
mg, 41%) como un sélido blanco, cuyo espectro de RMN-'H mostré ser una mezcla 3:1

de diastereoisomeros.

Datos fisicos y espectroscdpicos: Pf. 136.4-137.9 °C (CHCls); IR (KBr) vmsx (cm™)
3401d, 2962d, 1737f, 1683f, 1574m, 1399m, 1296m, 1245m, 1173f, 1136f, 1061f,
883m; RMN-"H (300 MHz, CDCl;) & 9.18 (br s, 1H, CONH), 8.36 (s, 1H, Cs Pz), 8.05 (d,
J=5.5Hz, 1H, H, Th), 7.18 (d, J = 5.5 Hz, 1H, Hs Th), 4.00 (s, 3H, NCH;), 2.61 (ddd, J =
17.2,4.9,1.9 Hz, 1H, Hs), 2.40 (ddd, J = 14.5, 3.1, 2.1 Hz, 1H, H3), 2.34-2.25 (m, 1H, H,),
2.08 (dd, J = 17.2, 11.8 Hz, 1H, Hs), 1.73 (dd, J = 14.5, 12.1 Hz, 1H, H;), 1.72 (s, 3H,
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CHs-2), 1.07 (d, J = 6.4 Hz, 3H, CH3-4); RMN-"3C (75 MHz, CDCl3) § 171.1 (s, C;), 157.4 (s,
CONH), 141.6 (q, “Jcr = 38.1 Hz, C; Pz), 134.8 (s, C3 Th), 133.4 (s, Cs Pz), 125.6 (s, C; Th),
124.5 (s, C; Th), 122.6 (s, Cs Th), 120.8 (q, “Jer = 269.8 Hz, CF3), 117.2 (s, C4 Pz), 86.3 (s,
C2), 44.0 (s, C3), 40.0 (s, NCH3), 37.8 (s, Cs), 32.0 (s, CHs-2), 25.1 (s, Hy), 21.2 (s,CHs-4);
RMN-'°F (282 MHz, CDCl5) & -61.71 (s, CF;); EMAR (TOF, ES+) m/z calculada para
C17H10F3N303S [M+H]" 402.1094, encontrada 402.1076.

O ¢ s
N= TFA
CF3 ta,15h
85%
99 81 (hapteno PPm)

(dr1:1)

Acido 3-metil-5-(3-(1-metil-3-(trifluorometil)-1H-pirazol-4-carboxamido)tiofen-2-
il)hexanoico (hapteno PPm, 81). A una disolucion de la lactona 99 (64.6 mg, 0.16
mmol) y TFA (0.82 mL, 10.61 mmol) en CH,Cl, anhidro (1 mL) bajo atmdsfera de N, se
afiadid trietilsilano (1.7 mL, 10.61 mmol). La mezcla resultante se agitd a temperatura
ambiente durante 1.5 h (reaccion monitorizada mediante CCF, CHCl3/MeOH 19:1).
Transcurrido dicho tiempo el disolvente se evapord a vacio, y el producto crudo se
purificé mediante cromatografia flash en columna (gel de silice, CHCl3/MeOH 49:1). Se
obtuvo asi el hapteno PPm (81, 55.2 mg, 85%) como un sdlido blanco, cuyo espectro

de RMN-'H mostré ser una mezcla 1:1 de diastereoisémeros.

Datos fisicos y espectroscopicos: Pf. 91.9-92.1 °C (CH,Cl,); IR (puro) vmsx (cm™)
3126d, 2962d, 2930d, 1705f, 1652f, 1547m, 1486d, 1301m, 1175f, 1137f, 1057f, 833m;
RMN-'H (300 MHz, CDCl3) 6 10.72 (br s, 1H, CO,H), 8.05 (s, 1H, Hs Pz), 7.71 (br s, 1H,
CONH), 7.33 (d, J = 5.4 Hz, 1H, H, Th), 7.12 (d, J = 5.4 Hz, 1H, Hs Th), 3.93 (s, 3H, NCH3),
3.12 (ddq, J = 7.0, 7.0, 7.0 Hz, 1H, Hs), 2.28 (dd, J = 14.9, 6.1 Hz, 1H, H,), 2.17 (dd,
J=14.9, 7.1 Hz, 1H, H,), 2.02-1.87 (m, 1H, Hs), 1.76-1.64 (m, 1H, H,), 1.55-1.43 (m,
1H, H,), 1.26 (d, J = 7.0 Hz, 3H, He), 0.94 (d, J = 6.6 Hz, 3H, CH3-3); RMN-"C (75 MHz,
CDCl5) § 178.2 (s, C;), 159.2 (s, CONH), 139.2 (s, C; Th), 138.5 (q, 2Jcr = 37.0 Hz, C; Pz),
136.0 (s, Cs Pz), 129.8 (s, C> Th), 124.8 (s, C, Th), 121.6 (s, Cs Th), 121.2 (q, Ycr = 269.5
Hz, CF3), 116.9 (s, C4 Pz), 45.6 (s, C4), 41.1 (s, C3), 39.9 (s, NCHs), 30.4 (s, Cs), 28.2 (s, C3),
23.1 (s, Ce), 20.0 (s, CH3-3); RMN-"F (282 MHz, DMSO-ds) 6 -60.13 (s, CF3;); EMAR
(TOF, ES+) m/z calculada para Ci7H,1F3N303S [M+H]" 404.1250, encontrada 404.1256;
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UV (PB) € (290 nm) = 1.34 mM ™ cm™, € (280 nm) = 2.38 mM ™ cm™, € (270 nm) = 3.86
mM ™ em™, £ (260 nm) = 6.05 MM cm™, € (250 nm) = 9.16 mM " cm™.

5.4.4. Sintesis del hapteno PPd’

(0] — 0 3 1
3 2 COZH
\N N N /Z\ S . o AICl; 5 (0] e 5 " >
N— H \N AN N S

DCE f
L 5
CFs ta,4h N=(
73% desde 28 CF3
28 100 102

(hapteno PPd’)

Acido 5-metil-5-(4-(1-metil-3-(trifluorometil)-1H-pirazol-4-carboxamido)tiofen-2-
il)hexanoico (hapteno PPd’, 102). Una mezcla del tiofeno 28 (78.7 mg, 0.29 mmol), la
lactona 100 (75 mg, 0.59 mmol) y AlCl3 (267 mg, 2 mmol) en DCE anhidro (2.5 mL) se
agité a temperatura ambiente bajo atmodsfera de N, durante 4 h (reaccidn
monitorizada mediante CCF, CHCI3/MeOH 19:1). Transcurrido dicho tiempo la mezcla
se diluyd en agua con hielo, se acidificd con HCl concentrado hasta pH 1 y se extrajo
con AcOEt. Las fases orgdnicas reunidas se lavaron con salmuera, se secaron sobre
MgSQO, anhidro, se filtraron y se evaporaron a vacio. El producto crudo se purificd
mediante cromatografia flash en columna (gel de silice, CHCl3/MeOH 49:1),

obteniéndose el hapteno PPd' (102, 84.2 mg, 73%) como un sélido marrén palido.

Datos fisicos y espectroscopicos: Pf. 106.5—-108.5 °C (CHCl3/MeOH); IR (puro) Vmax
(cm™) 3289d, 2961d, 1706f, 1651f, 1582m, 1542f, 1302m, 1132f, 1053f, 830m;
RMN-"H (300 MHz, CDCl5) 6 10.27 (br s, 1H, CO,H), 8.00 (br s, 2H, Hs Pz y CONH), 7.41
(d, J = 1.5 Hz, 1H, H3 Th), 6.73 (d, J = 1.5 Hz, 1H, Hs Th), 3.96 (s, 3H, NCH5), 2.29 (t,
J=7.1Hz, 2H, H,), 1.72-1.58 (m, 2H, H,), 1.58-=1.41 (m, 2H, Hs), 1.34 (s, 6H, CHz-5 y
He); RMIN-"3C (75 MHz, CDCl3) § 179.2 (s, Ci), 158.0 (s, CONH), 154.7 (s, C, Th), 138.5 (q,
J=37.3 Hz, C3 Pz), 135.6 (s, Cs Pz), 133.9 (s, C, Th), 121.1 (q, Yer = 273.1 Hz, CFs3), 117.1
(s, C4 Pz), 117.0 (s, C5 Th), 108.7 (s, C3 Th), 44.6 (s, C4), 40.0 (s, NCHs), 37.6 (s, Cs), 34.3
(s, C3), 29.8 (s, CH3-5 y C4), 20.2 (s, C3); RMN-"°F (282 MHz, CDCl3) 6 -59.98 (s, CF3);
EMAR (TOF, ES+) m/z calculada para Ci7H,1F3sN303S [M+H]" 404.1250, encontrada
404.1248; UV (PB) € (290 nm) = 2.45 mM ™' cm ™, € (280 nm) = 3.47 mM " cm™, € (270
nm)=4.15mM cm™, £ (260 nm) =4.19 mM " cm™, € (250 nm) =3.82 mM "t cm™.
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5.5. Preparacion de conjugados proteina—hapteno

5.5.1. Activacion de haptenos

5.5.1.1. Procedimiento general de activacion

0]
DSC (o]
N.
0°Cata. (0]
Hapteno Hapteno activado

A una suspension a 0 °C de DSC (1.3 equiv.) en una disolucién 50 mM del hapteno
(reactivo limitante) en CHsCN anhidro se afiadié bajo atmodsfera de N, trietilamina
anhidra (3.8 equiv.). La mezcla resultante se agité a temperatura ambiente hasta
observarse mediante CCF (CHCls/MeOH 19:1) el consumo total del hapteno. Una vez
acabada la reaccion, la mezcla se diluyé en agua y se extrajo con AcOEt. Las fases
organicas reunidas se lavaron con NaHCO; acuoso al 5% y con salmuera, se secaron
sobre MgS0O, anhidro, se filtraron y se evaporaron a vacio. El producto crudo se
purificd mediante cromatografia flash en columna (gel de silice, CHCIls) para dar lugar

al hapteno activado puro. La activacién se confirmé mediante RMN-H.

5.5.1.2. Activacion de los haptenos para fluopyram

R F
cl O 1
HO,C(H,C)4 | A O CF; 3|
~ 2 N 6
N N Et3N, CH;CN
H 0°Cata.,4h

99%

34

6-(5-Cloro-6-(2-(2-(trifluorometil)benzamido)etil)piridin-3-il)-6,6-difluorohexano-
ato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (FPa—NHS, 103). La activacién del hapteno FPa (34,
12.2 mg, 26 pumol) proporciond tras 4 h el éster activo FPa—NHS (103, 14.6 mg, 99%)

como un aceite incoloro.

Datos espectroscépicos: RMN-'H (300 MHz, CDCl3) § 8.48 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H, Py),
7.76 (d, J = 2.0 Hz, 1H, H, Py), 7.68-7.63 (m, 1H, H3 Ph), 7.61-7.46 (m, 3H, H4, Hs y Hs
Ph), 6.75 (brt, J = 5.3 Hz, 1H, CONH), 3.98 (dt, J = 6.0, 6.0 Hz, 2H, NHCH,CH,), 3.27 (t,
J = 5.9 Hz, 2H, NHCH,CH,), 2.81 (s, 4H, CO(CH,),CO), 2.60 (t, J = 7.2 Hz, 2H, H,),
2.25-2.07 (m, 2H, Hs), 1.80 (dt, J = 7.5, 7.5 Hz, 2H, H3), 1.63-1.53 (m, 2H, Hy).
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F3Cs
e N I 3 m
\N | N
H Et3N CH:N LN
CH,)-CO,H 0° ata,25h
(CH2)sCO> >59%
35 104

6-(4-((2-(3-Cloro-5-(trifluorometil)piridin-2-il)etil)carbamoil)-3-trifluorometil)-
fenil)hexanoato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (FPb—NHS, 104). La activacién del
hapteno FPb (35, 20.2 mg, 40 umol) proporciond tras 2.5 h el éster activo FPb—NHS
(104, 23.9 mg, >99%) como un sélido blanco.

Datos_espectroscépicos: RMN-'H (300 MHz, CDCl;) & 8.65 (dg, “Juy = 1.9 Hz,
*Jue = 0.8 Hz, 1H, Hg Py), 7.91 (dq, “Ju = 1.9 Hz, “Jyr = 0.6 Hz, 1H, H, Py), 7.44 (d, J = 1.1
Hz, 1H, H, Ph), 7.42 (d, J = 7.8 Hz, 1H, Hs Ph), 7.36 (dd, J = 7.8, 1.1 Hz, 1H, Hs Ph), 6.66
(t, J = 6.0 Hz, 1H, CONH), 3.98 (dt, J = 6.0, 6.0 Hz, 2H, NHCH,CH,), 3.29 (t, J = 6.0 Hz, 2H,
NHCH,CH,), 2.84 (s, 4H, CO(CH,),C0), 2.68 (t, J = 7.7 Hz, 2H, H), 2.60 (t, J = 7.3 Hz, 2H,
H,), 1.77 (tt, J = 7.3, 7.3 Hz, 2H, H3), 1.66 (tt, J = 7.7, 7.4 Hz, 2H, Hs), 1.50-1.38 (m, 2H,
H,).

HO,C(H,C)s

0°Cata,2h
47%

LS °W
CFy — =~
)K©/ ’ Et;N, CHyCN )KEj/CFS
6-(5-Cloro-6-(2-(3-(trifluorometil)benzamido)etil)piridin-3-iljhexanoato de 2,5-
dioxo-pirroli-din-1-ilo (FPha’-NHS, 108). La activacién del hapteno FPha (72, 14 mg, 32
umol) proporciond tras 2 h el éster activo FPha’-NHS (108, 8 mg, 47%) como un aceite

incoloro.

Datos espectroscépicos: RMN-"H (300 MHz, CDCl;) & 8.28 (s, 1H, H, Py), 8.02 (s, 1H,
H, Ph), 7.94 (d, J = 7.4 Hz, 1H, Hg Ph), 7.73 (d, J = 7.4 Hz, 1H, H, Ph), 7.55 (dd, J = 7.4,
7.4 Hz, 1H, Hs Ph), 7.52 (s, 1H, H, Py), 7.52 (br t, J = 5.2 Hz, 1H, CONH), 3.93 (dt, J = 5.5,
5.2 Hz, 2H, NHCH,CH,), 3.22 (t, J = 5.5 Hz, 2H, NHCH,CH,), 2.82 (s, 4H, CO(CH,),CO),
2.62 (t, J = 7.5 Hz, 2H, Hg), 2.61 (t, J = 7.1 Hz, 2H, H), 1.79 (tt, J = 7.3, 7.3 Hz, 2H, H3),
1.67 (tt, J= 7.6, 7.6 Hz, 2H, Hs), 1.47 (tt, J = 7.5, 7.5 Hz, 2H, Hy).
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90%

37 109

6-(4-((2-(3-Cloro-5-(trifluorometil)piridin-2-il)etil)carbamoil)fenil)hexanoato  de
2,5-di-oxopirrolidin-1-ilo (FPhb—NHS, 109). La activacién del hapteno FPhb (37, 20 mg,
45 pmol) proporciond tras 2 h el éster activo FPhb—NHS (109, 21.9 mg, 90%) como un

solido blanco.

Datos espectroscépicos: RMN-'H (300 MHz, CDCls) & 8.74 (d, J = 2.0 Hz, 1H, He Py),
7.91(d, J = 2.0 Hz, 1H, H4 Py), 7.65 (d, J = 8.2 Hz, 2H, H3y Hs Ph), 7.21 (d, J = 8.2 Hz, 2H,
H>y Hg Ph), 7.03 (t, /= 6.0 Hz, 1H, CONH), 3.97 (dt, J = 6.0, 6.0 Hz, 2H, NHCH,CH,), 3.31
(t, J = 6.0 Hz, 2H, NHCH,CH,), 2.83 (s, 4H, CO(CH.),CO), 2.65 (t, J = 7.6 Hz, 2H, Hg), 2.59
(t, J = 7.5 Hz, 2H, H,), 1.76 (tt, J = 7.5, 7.5 Hz, 2H, H3), 1.65 (tt, J = 7.6, 7.6 Hz, 2H, Hs),
1.49-1.38 (m, 2H, Hy).

5.5.1.3. Activacion de los haptenos para penthiopyrad

4 5
HOzC\¢/\\/”\N AN T <;:fyo/g\//\\/»\N AN \\ S
EtsN, CH5CN N2
0°Cata,25h Nep, 172w

60%
79 105

5-(4-((2-(4-Metilpentan-2-il)tiofen-3-il)carbamoil)-3-(trifluorometil)-1H-pirazol-1-
il)penta-noato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (PPa—NHS, 105). La activacion del hapteno
PPa (79, 15 mg, 34 umol) proporcionod tras 2.5 h el éster activo PPg—NHS (105, 11.1

mg, 60%) como un aceite incoloro.

Datos espectroscépicos: RMN-'H (300 MHz, CDCl;) & 8.11 (s, 1H, Hs Pz), 7.55 (brs,
1H, CONH), 7.40 (d, J = 5.4 Hz, 1H, H4 Th), 7.12 (d, J = 5.4 Hz, 1H, Hs Th), 4.22 (t, J = 7.0
Hz, 2H, H;s), 3.09 (ddq, J = 7.0, 7.0, 7.0 Hz, 1H, H,), 2.83 (s, 4H, CO(CH,),CO), 2.67 (t,
J=7.0 Hz, 2H, H,), 2.07 (tt, J = 7.4, 7.0 Hz, 2H, H,), 1.78 (tt, J = 7.4, 7.0 Hz, 2H, Hs),
1.65-1.40 (m, 3H, Hz'y Hy), 1.25 (d, J = 7.0 Hz, 3H, Hy), 0.86 (d, J = 6.3 Hz, 6H, CH3-4" y
Hs).
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0 —
SN NS DSC

N= H Et3N, CH;CN
3N, 3

CF, COH  pocata. 2h

90%
80 106
6-(3-(1-Metil-3-(trifluorometil)-1H-pirazol-4-carboxamido)tiofen-2-il)hexanoato
de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (PPb—NHS, 106). La activacion del hapteno PPb (80, 15.2
mg, 39 umol) proporcioné tras 2 h el éster activo PPb—NHS (106, 17 mg, 90%)) como

un aceite incoloro.

Datos espectroscdpicos: RMN-'H (300 MHz, CDCls) 6 8.03 (s, 1H, Hs Pz), 7.57 (brs,
1H, CONH), 7.42 (d, J = 5.4 Hz, 1H, H, Th), 7.11 (d, J = 5.4 Hz, 1H, Hs Th), 3.98 (s, 3H,
NCH;), 2.82 (s, 4H, CO(CH,),CO), 2.72 (t, J = 7.7 Hz, 2H, He), 2.60 (t, J = 7.4 Hz, 2H, H>),
1.77 (tt, J = 7.4, 7.4 Hz, 2H, H3), 1.68 (tt, J = 7.7, 7.7 Hz, 2H, Hs), 1.55-1.44 (m, 2H, H.).

N _ bsc
CO,H  EtsN, CHsCN

0°Cata.,25h
58%
81 107 (dr 1:1)

3-Metil-5-(3-(1-metil-3-(trifluorometil)-1H-pirazol-4-carboxamido)tiofen-2-
iljhexanoato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (PPm-NHS, 107). La activacién del hapteno
PPm (81, 11.7 mg, 29 umol) proporciond tras 2.5 h el éster activo PPm—NHS (107, 8.4

mg, 58%, mezcla 1:1 de diasteroisémeros segin RMN-"H) como un aceite amarillo.

Datos espectroscdpicos: RMN-H (300 MHz, CDCl3) 6 8.02 (s, 1H, H5 Pz), 7.63 (s, 1H,
CONH), 7.34 (d, J = 5.4 Hz, 1H, H, Th), 7.13 (d, J = 5.4 Hz, 1H, Hs Th), 3.98 (s, 3H, NCH;),
3.14 (ddq, J = 6.9, 6.9, 6.9 Hz, 1H, Hs), 2.81 (s, 4H, CO(CH,),C0), 2.57 (dd, J = 15.1, 5.8
Hz, 1H, H,), 2.43 (dd, J = 15.1, 7.6 Hz, 1H, H,), 2.15-2.01 (m, 1H, Hs), 1.86-1.50 (m, 2H,
H,), 1.29 (d, J = 6.9 Hz, 3H, He), 1.04 (d, J = 6.7 Hz, 3H, CH3-3).

0 - 5
DSC ~
\N\ AN H xS N\/i“/U\H
N= CO,H EtsN, CH5CN N=
cF; O 0°Cata.,15h CF;

60%

83

3-Metil-5-(3-(1-metil-3-(trifluorometil)-1H-pirazol-4-carboxamido)tiofen-2-il)-5-

oxopen-tanoato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (PPo-NHS, 111). La activacidon del
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hapteno PPo (83, 20 mg, 49 pumol) proporciond tras 1.5 h el éster activo PPo—NHS (111,

15 mg, 60%) como un aceite incoloro.

Datos espectroscépicos: RMN-'H (300 MHz, CDCl3) 6 11.68 (br s, 1H, CONH), 8.27
(d, J = 5.4 Hz, 1H, Hs Th), 8.04 (s, 1H, Hs Pz), 7.54 (d, J = 5.4 Hz, 1H, H, Th), 4.04 (s, 3H,
NCH3), 2.96 (dd, J = 15.6, 6.4 Hz, 1H, H,), 2.83 (s, 4H, CO(CH,),C0O), 2.89-2.71 (m, 3H,
H, H3y Hy), 2.62 (dd, J = 16.8, 8.7 Hz, 1H, H;), 1.17 (d, J = 6.3 Hz, 3H, CH3-3).

o CO,H ?
SN NS 2
: H Et3N CHSCN y

ta.,,2h
86%

102 110

5-Metil-5-(4-(1-metil-3-(trifluorometil)-1H-pirazol-4-carboxamido)tiofen-2-il)-
hexanoato de 2,5-dioxopirrolidin-1-ilo (PPd’-NHS, 110). La activacién del hapteno
PPd’ (102, 22.9 mg, 57 umol) proporciond tras 2 h el éster activo PPd’-NHS (110, 24.4

mg, 86%) como un aceite incoloro.

Datos espectroscopicos: RMN-'H (300 MHz, CDCls) & 8.13 (s, 1H, CONH), 7.98 (s,
1H, Hs Pz), 7.45 (d, J = 1.5 Hz, 1H, H, Th), 6.74 (d, J = 1.5 Hz, 1H, H, Th), 3.95 (s, 3H,
NCH;), 2.82 (s, 4H, CO(CH,),CO), 2.54 (t, J = 6.8 Hz, 2H, H>), 1.79-1.53 (m, 4H, H3 y H.),
1.34 (s, 6H, CH3-5 y Hg).

5.5.2. Conjugacion de haptenos a BSA, OVA y HRP

O tampén
o carbonato
+ N,
0 @ pH 9.6
0 ta.,2h
Proteina Hapteno activado Conjugado Proteina-Hapteno

(BSA, OVA o HRP)

Procedimiento para la obtencion y purificacion de conjugados. Una disolucién de
hapteno activado en DMF anhidra se adiciond gota a gota y con agitacién vigorosa
sobre una disolucion de proteina en tampdén de tapizado (pH 9.6), y se incubd la
reaccion 2 h a temperatura ambiente. Las cantidades de hapteno y proteina

empleadas en cada caso se muestran en la Tabla 5.1. Transcurrido dicho tiempo se
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purificd el conjugado mediante cromatografia de filtracion en gel (ver seccion 5.1.3),

empleando como eluyente PB (pH 7.4) a 5 mL/min y recogiendo fracciones de 1 mL.

Tabla 5.1. Cantidades de hapteno y proteina empleadas en la obtencidn de conjugados.

Proteina Hapteno
Conjugado V(uL)?® C(mg/mL)° n(umol)* V(uL) C(mM) n(pmol) Equiv.’
BSA—Hapteno 1800 15.0 0.41 200 50 10.0 24
OVA-Hapteno 1900 15.0 0.64 100 50 5.0 8
HRP—-Hapteno 900 2.5 0.05 100 5 0.5 10

® Volumen de disolucién. ° Concentracién de la disolucién afiadida. © Cantidad de sustancia. ¢ Nimero de
equivalentes de hapteno (moles de hapteno por cada mol de proteina).

Almacenaje de los conjugados de BSA. Las fracciones cromatograficas que
contenian conjugado se reunieron, y la disolucidn resultante se esterilizé con filtros de
0.45 um y se llevd a una concentracién de 1 mg/mL con tampdn de elucion estéril,
para lo que se asumié que no hubo pérdidas de proteina en el proceso de purificacién.

Tras registrar el espectro de absorcion UV/vis, la disolucién se almacend a -20 °C.

Almacenaje de los conjugados de OVA. Las fracciones cromatograficas que
contenian conjugado se reunieron, y la disolucion resultante se llevd a una
concentraciéon de 1 mg/mL con tampdén de elucion al que se habia afiadido
previamente timerosal hasta alcanzar el 0.01% (m/v). De nuevo, se asumid que no se
produjeron pérdidas durante la purificacion. Tras registrar el espectro de absorcién

UV/vis, la disolucion se almacené a -20 °C.

Cuantificacion y almacenaje de los conjugados de HRP. Las fracciones
cromatograficas que contenian trazador enzimdatico se reunieron y se registro el
espectro de absorcién UV/vis de la disolucién resultante. La cuantificacién se llevo a
cabo a partir del valor de absorbancia a 400 nm, asumiendo que la conjugacién no
modifico significativamente los espectros UV/vis de enzima y hapteno, y habiendo
comprobado previamente que a dicha longitud de onda sélo absorbia la enzima. Se
empled un coeficiente de extinciéon molar a 400 nm para HRP de 65.38 mM™ cm™, que
se determind previamente segun se describe en la seccion 5.5.3. Una vez cuantificado,
el trazador enzimatico se llevé a 600 pg/mL con tampdn de elucién y luego a 300

pg/mL con PBS-BSA-timerosal. La disolucion final se almacend a 4 °C.
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5.5.3. Determinacion de la densidad hapténica

Absorbancia diferencial. Tras la medida de los espectros de absorcién UV/vis de los
conjugados proteina—hapteno, se asumid que los coeficientes de extincion molar de
proteina y hapteno no variaron significativamente tras la reacciéon de conjugacion y
que la absorbancia del conjugado fue la suma de las absorbancias de ambos
componentes por separado expresadas segun la ley de Lambert—Beer (Ecuacién 5.1).
En dicha ecuacidn, A es la longitud de onda, A, es la absorbancia a dicha longitud de
onda, EAP v E,\H son los coeficientes de extincion molar de la proteina y del hapteno,
respectivamente, Cp y Cy son las concentraciones molares de la proteina y del hapteno
en el conjugado, y / es la longitud de paso de la celda dptica.

A, =¢€Cl+elC Ecuacion 5.1

Para los conjugados BSA—hapteno y OVA-hapteno, la concentracion de proteina
(Cp) se conocié de antemano tras asumir que no hubo pérdidas en el proceso de
purificacién, mientras que en el caso de los conjugados HRP—hapteno dicho valor se
calculé a partir de la absorbancia a 400 nm como se ha descrito en la seccion 5.5.2. De
este modo, a partir de la Ecuacion 5.1 se dedujo la Ecuacién 5.2, mediante la que se
calculé la relaciéon molar hapteno/proteina (RM) indistintamente a partir de la

absorbancia a 260 0 280 nm (zona de maxima absorcidn de la proteina).

C., A —€cC|
=2 AP Ecuacion 5.2

RM=—H="2_
G &,Cl

Los coeficientes de extincion molar de haptenos y proteinas sin conjugar a las
longitudes de onda de interés fueron determinados previamente. Se prepararon
diluciones en serie de la especie de interés en PB y se registrd su espectro de absorcién
UV/vis. Para una longitud de onda dada, se determind el coeficiente de extincion
molar como la pendiente de la recta ajustada por regresion lineal a la representacién
grafica de la densidad 6ptica a dicha longitud de onda frente a la concentracién de la

especie.

Analisis mediante MALDI-TOF. La muestra de conjugado (100 ug para conjugados
basados en BSA y OVA, 15 pg para conjugados basados en HRP), previamente disuelto
segun se ha descrito en la seccion 5.5.2, se introdujo en una casete de dialisis de 300
pL de capacidad y se sumergié en 2 L de agua MilliQ a 4 °C durante 2 h. Este ciclo se
repitié un total de tres veces, y en el Ultimo ciclo se mantuvo la dialisis con agua MilliQ

a 4 °C durante toda la noche para completar la eliminacion de sales de la muestra. La
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disolucién remanente en la casete se liofilizd, y el residuo se redisolvié en agua MilliQ a
una concentracién aproximada de 0.3 pg/ulL. De esta disolucion se tomd 1 uL y se
depositd sobre la placa de MALDI, donde se dejo evaporar el agua a temperatura
ambiente. Posteriormente se afiadieron 0.75 pL de matriz, y de nuevo se dejo
evaporar. El residuo resultante se introdujo en el espectrémetro y se analizé en modo
lineal positivo (1500 disparos por posicién) en un rango de valores de m/z de 10000 a
120000. La placa se calibré previamente con 1 uL de mezcla de calibrado TOF/TOF™ en
13 posiciones. Por otra parte, la muestra se calibré mediante el método de “calibracién
externa cercana”, utilizando para ello el espectro de la proteina sin funcionalizar
correspondiente (BSA, OVA o HRP) adquirido en una posicién cercana a la de la

muestra.

De los espectros de masas registrados se obtuvieron los valores de m/z para el
conjugado de interés [(m/z)c] y para la proteina correspondiente [(m/z)p]. Por otra
parte, se calculd el incremento de m/z esperado por cada molécula de hapteno
[A(m/z)] como el peso molecular del hapteno menos el peso molecular de la molécula
de agua que se pierde al formarse el enlace amida. Con todos estos valores, la RM se
calculé dividiendo la diferencia de valores de m/z observados entre el incremento
esperado por molécula de hapteno (Ecuacion 5.3).

_(m/z) ~(m/z),

RM = A(m/z) Ecuacién 5.3

5.6. Generacion de anticuerpos policlonales

Con cada conjugado BSA—-hapteno preparado fueron inmunizadas dos hembras de
conejo blanco New Zealand de aproximadamente 2 kg de peso. Se inmunizaron por lo
tanto un total de diez conejos con los conjugados BSA-FPa, BSA-FPb, BSA—PPa,
BSA-PPb y BSA-PPm.

Preparacion de inéculos. Cada dosis consistié en 300 pug de conjugado en 1 mL de
emulsién 1:1 (v/v) entre PBS estéril y adyuvante de Freund. Se empled adyuvante de
Freund completo en la primera dosis, mientras que en las restantes las emulsiones se

prepararon con adyuvante de Freund incompleto.

Modo y pauta de inmunizacién. Las inyecciones se administraron por via

subcutdnea, distribuyendo el volumen total en varios puntos de la zona dorsal de los
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animales. En cada caso se administraron un total de cuatro dosis espaciadas por

intervalos de tres semanas.

Obtencion y tratamiento de muestras de sangre de conejo. Transcurridos diez dias
desde la cuarta inmunizacion, los conejos fueron exsanguinados a través de la vena de
la oreja y por puncidn intracardiaca, y las muestras de sangre obtenidas se dejaron
coagular a 4 °C durante aproximadamente 24 h. Posteriormente el coagulo se elimind
por centrifugacidn de las muestras dos veces a 3150xg durante 15 min, dando lugar a

los correspondientes antisueros de conejo.

Mediante el mismo procedimiento se obtuvieron antisueros a partir de muestras
de sangre de 5-10 mL extraidas a través de la vena de la oreja diez dias después de la
tercera inmunizacién. Estas muestras se emplearon para controlar la correcta
evolucién de la respuesta inmunitaria. Dichos antisueros se diluyeron 1:1 (v/v) con

PBS-BSA-timerosal estéril, y se almacenaron a 4 °C.

Purificacién y conservacion de anticuerpos. Los antisueros obtenidos a partir de la
exsanguinacion de los animales se diluyeron 1:1 (v/v) con SAS para provocar la
precipitacion salina de las proteinas que contenian. Tras eliminar el liquido
sobrenadante por centrifugacién a 3800xg durante 20 min, se llevé el sedimento al
volumen original de suero con PBS estéril y se precipitdé nuevamente como se ha
descrito mas arriba para obtener una suspensién de anticuerpo policlonal (pAb). Una
alicuota de suspension homogeneizada se diluyé 1:1 (v/v) con PBS-BSA-timerosal
estéril para su uso diario. Tanto las alicuotas de trabajo como los pAbs precipitados se

almacenaron a 4 °C.

5.7. Generacion de anticuerpos monoclonales

5.7.1. Inmunizacion de ratones

Los conjugados que se utilizaron para la inmunizacidn de ratones fueron BSA-FPag,
BSA—FPb, BSA—PPa y BSA—PPm. Con cada uno de ellos se inmunizaron cuatro hembras

de ratén blanco BALB/c de 6 a 8 semanas de edad, es decir, un total de 16 ratones.

Preparacion de indculos. Las tres primeras dosis consistieron en 100 pg de
conjugado en un volumen de 200 pL de emulsién 1:1 (v/v) entre PBS estéril y

adyuvante de Freund (completo en la primera inmunizacion e incompleto en las
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restantes). La ultima dosis fue también de 100 ug de conjugado, pero esta vez disuelto

en 200 pL de una mezcla 1:1 (v/v) de PBy PBS estéril.

Modo y pauta de inmunizacion. Todas las dosis se inyectaron por via
intraperitoneal. Se administraron inicialmente tres dosis espaciadas por intervalos de
tres semanas. Por ultimo, cada ratdn fue inmunizado 4 dias antes de su sacrificio y de

la posterior fusién celular.

5.7.2. Generacion de hibridomas

Los hibridomas se generaron por fusion celular de la linea de mieloma P3-X63-
Ag8.653%*° con los linfocitos B extraidos del bazo de cada ratén inmunizado, siguiendo
para ello una adaptacién del protocolo originalmente descrito por Kohler y

Milstein. 24>

Cultivo de mielomas. Con el fin de tener una cantidad suficiente de células para
realizar la fusidn con la proporcion celular deseada, los mielomas se cultivaron en fase
de crecimiento exponencial en medio incompleto durante los dias previos a la fusidon

celular.

Extraccidn y aislamiento de linfocitos. Una vez sacrificado el raton, se exsanguiné
mediante puncidn intracardiaca y se extirpd su bazo, del que se extrajeron las células
sobre medio completo por presién suave y continuada con el émbolo de una jeringa
estéril. Los eritrocitos se lisaron por choque osmoético con 1 mL de tampon de lisis a 4
°C durante 1 min, y tras lavar los linfocitos con medio completo a 4 °C, se filtré para

eliminar los posibles coagulos.

Fusion celular y cultivo de hibridomas. Los linfocitos se mezclaron con los
mielomas en proporcion linfocito/mieloma 4:1 y se lavaron 3 veces con medio
incompleto. Tras eliminar completamente el medio por centrifugacion y decantacién,
se afadid 1 mL de PEG 1500 a lo largo de 1 min para inducir la fusidn entre células.
Posteriormente se enrasd a 50 mL con medio completo y se dejaron reposar las células
a temperatura ambiente durante 30 min. Transcurrido dicho tiempo, se recogieron las
células por centrifugacion, se resuspendieron en medio post-fusidon y se sembraron en
microplacas de cultivo de 96 pocillos a razon de 100 pL por pocillo de medio
conteniendo entre 1.5-10° y 2-10° linfocitos, y se introdujeron en el incubador. Pasadas
24 h se afladieron 100 pL por pocillo de medio HAT y se mantuvieron los cultivos en el

incubador durante 10—12 dias desde el dia de la fusidn.
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5.7.3. Obtencion de antisueros de raton

Las muestras de sangre de ratdn obtenidas tras el sacrificio de cada animal se
dejaron coagular a 4 °C durante aproximadamente 24 h. Posteriormente el codgulo se
elimind por centrifugacion de las muestras dos veces a 9660xg durante 15 min. Los
antisueros de ratén obtenidos (antisueros de fusion) se diluyeron 1/5 con PBS-BSA-

timerosal estéril, y se almacenaron a 4 °C.

Mediante este mismo procedimiento se obtuvieron antisueros a partir de muestras
de sangre extraidas mediante puncion submandibular diez dias después de la tercera
inmunizacion, que se emplearon para controlar la correcta evolucion de la respuesta
inmunitaria. Dichos antisueros se diluyeron y almacenaron del mismo modo que los

obtenidos tras el sacrificio de los animales.

5.7.4. Aislamiento y conservacion de hibridomas de interés

Determinacion de la eficiencia de la fusion. Las placas de cultivos se examinaron al
microscopio y se calculé la eficiencia de la fusion como el porcentaje de pocillos que
contenian al menos un clon visible al microscopio. El calculo se hizo justo antes de

iniciar el experimento para la seleccion de hibridomas.

Seleccion de hibridomas (ELISA competitivo diferencial). Los pocillos que
contenian hibridomas de interés se escogieron analizando cada sobrenadante de
cultivo mediante ELISA competitivo indirecto en dos pocillos adyacentes, uno de ellos a
una concentracién fija de analito (100 nM) y el otro sin analito (blanco).*?® Se sigui6 un
procedimiento similar al que se describe mdas adelante en la seccion 5.8.2, pero con

algunas diferencias:

» Por cada placa de cultivos se tapizaron dos microplacas de ELISA con 100 pL por
pocillo de disolucion de conjugado OVA-hapteno homdlogo a 100 ng/mL en

tampdn de tapizado.

» Los ensayos competitivos se realizaron mezclando en cada pocillo 50 pL de
sobrenadante con 50 pL de disolucidon de analito 200 nM en PBS (100 nM en

ensayo) o bien con 50 uL de PBS sin analito.

» Los 50 pL de sobrenadante de dos pocillos de cultivo sin crecimiento se

reemplazaron por 50 pL de una dilucién 1/1000 de antisuero de fusién del
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correspondiente ratén en PBS-T. Estos pocillos se emplearon como control

positivo.

El criterio de seleccion fue una senal superior a 0.5 en el blanco (reconocimiento
del conjugado, resultado positivo) y una inhibicién igual o superior al 80% en el pocillo

con analito (reconocimiento del conjugado y del analito, resultado competitivo).

Seleccion de hibridomas (ELISA competitivo bidimensional). Los sobrenadantes de
los pocillos con resultado positivo y competitivo en el ELISA diferencial se reanalizaron
mediante ELISA competitivo indirecto (ver seccién 5.8.2), tapizando placas con
conjugado homologo a 10 y 100 ng/mL y ensayando diluciones 1/10, 1/50, 1/250 y
1/1250 de los sobrenadantes frente a concentraciones de analito de 0, 10 y 100 nM. La
seleccion definitiva de los pocillos con hibridomas de interés se realizé en funcion de la
sefal maxima obtenida en ausencia de analito y del grado de inhibicion inducido por el

analito en este ensayo.

Clonaje y aislamiento de hibridomas. Cada sobrenadante de interés se diluyé en
medio HT-HFCS y se sembré en una nueva microplaca de cultivo de 96 pocillos a razén
de 100 pLy 2 células por pocillo (método de diluciéon limite). Pasados de 7 a 10 dias, se
inspeccionaron al microscopio todos los pocillos, se localizaron aquellos que contenian
un solo clon, y después todos los sobrenadantes se analizaron mediante ELISA
competitivo diferencial, como se ha descrito previamente. El cruce de los resultados de
la inspeccidn visual y del ELISA diferencial permitio seleccionar en cada caso un pocillo
adecuado para continuar con el clonaje. Este ciclo se repitié hasta que se asegurd la

monoclonalidad de la linea celular (como minimo dos ciclos).

Expansion y conservacion de hibridomas. Cada hibridoma clonado se cultivé en
HT-HFCS, aumentando de forma progresiva el volumen del recipiente del cultivo, hasta
tener una cantidad aproximada de 100 mL de sobrenadante de cultivo. Una parte de
los cultivos se reservd para la produccion del correspondiente anticuerpo monoclonal
(seccién 5.7.5), mientras que las células restantes fueron resuspendidas en medio de

., .. . 7 . . . .
congelacidn a una concentracién aproximada de 10° células/mL y distribuidas en 4

criotubos de 1 mL, que se congelaron primero a -80 °Cy 24 h después en N, liquido.

5.7.5. Obtencidn y purificacidon de anticuerpos monoclonales

Cultivos celulares. Cada hibridoma se expandid por divisiones sucesivas de los

cultivos en placas Petri hasta tener una cantidad entre 100 y 200 mL de sobrenadante,
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y en este punto se dejé de dividir el cultivo y se mantuvo en el incubador hasta el
consumo total de los nutrientes del medio. Transcurridos 7-10 dias se centrifugé el
sobrenadante para eliminar las células y se mezcld lentamente en proporcién 1:1 (v/v)
con SAS, con el fin de provocar la precipitacidn de las proteinas presentes en el medio,
incluidas las inmunoglobulinas. La suspension se almacend a 4 °C hasta la purificacién

del anticuerpo monoclonal (mAb).

Purificaciéon de anticuerpos monoclonales. La suspensidon homogeneizada de mAb
precipitado se centrifugd a 3800xg durante 20 min y se elimind el sobrenadante por
decantacion. El sedimento se redisolvié en PB20 (pH 7.4), se filtro a través de una
membrana de nitrocelulosa (0.45 um de diametro de poro), y se tomd una alicuota del
filtrado (500 pL) que se almacend a 4 °C como control. El resto del filtrado se purificd
mediante cromatografia de afinidad (seccion 5.1.4), cargando la columna con PB20 a 3
mL/min y eluyendo después con tampodn citrato sédico 100 mM (pH 2.5) también a 3
mL/min. Se recogieron fracciones de 850 pL que se neutralizaron con 150 pL de
tampon Tris-HClI 1 M (pH 9.5). Las fracciones cromatograficas que contenian mAb se
reunieron y se filtraron por centrifugacién a través de membranas semipermeables
con el objetivo de concentrar el anticuerpo y cambiar la mezcla de tampones por PB20.
La fraccion no filtrada se llevd a un volumen conocido con dicho tampdn y se cuantificd
la concentracién de mAb a partir de su absorbancia a 280 nm, considerando en todos

los casos un coeficiente de extincién a dicha longitud de ondade 1.4 Lg™ cm™.

Conservacion de anticuerpos monoclonales. Una vez cuantificado, el mAb
purificado se llevé a una concentracion de 2 mg/mL con PB20 y se mezcld lentamente
en proporcion 1:1 (v/v) con SAS para precipitar el anticuerpo. Una alicuota de la
suspension homogeneizada del mAb precipitado se llevd a una concentracion de
anticuerpo de 500 pg/mL con PBS-BSA-timerosal estéril para su uso diario. Tanto la
alicuota de trabajo como el resto de la suspension de mAb precipitado se almacenaron

a4 °C.

5.8. ELISA competitivo

5.8.1. Formato de anticuerpo inmovilizado con deteccion directa

En este formato de ensayo, también denominado simplemente formato directo, el

tapizado se llevd a cabo a 4 °C con las placas selladas durante toda la noche, mediante
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la adicién de 100 L por pocillo de una disolucién del anticuerpo de interés en tampdn
de tapizado. Tras esta incubacidn, la placa se lavd 4 veces con disolucién de lavado. La
etapa de competicion se efectué mezclando en cada pocillo 50 pL de patrén, muestra
o blanco de analito diluido en PBS y 50 uL de trazador enzimatico (conjugado
HRP—hapteno homdlogo o heterdlogo) diluido en PBS-T. Tras una incubacion a
temperatura ambiente durante 1 h, la placa se lavé nuevamente como se ha descrito
anteriormente. La presencia de trazador enzimatico retenido en los pocillos por el
anticuerpo se reveld colorimétricamente por adicion de 100 plL por pocillo de
disolucién de revelado recién preparada, y la reaccidon enzimatica se detuvo a los 10
min con 100 pL por pocillo de disolucién de parada. Inmediatamente después, se leyd

la absorbancia a 492 nm de los pocillos, que se empled como seiial del ensayo.

Cuando se ensayaron anticuerpos monoclonales, en algunos casos se empled una
variante de este formato denominada ensayo de captura, en la que los pocillos se
tapizaron toda la noche a 4 °C con 100 uL por pocillo de GAM a 2 pug/mL en tampdn de
tapizado. Tras la incubacion, la placa se lavd 4 veces con disolucién de lavado y se
adicionaron 100 puL por pocillo del anticuerpo de interés diluido en PBS-T. Tras incubar
las placas 1 h a temperatura ambiente y lavarlas como se ha indicado previamente, se
llevé a cabo la competicidon y el resto de etapas del inmunoensayo tal y como se ha

descrito en el parrafo anterior.

5.8.2. Formato de conjugado inmovilizado con deteccion indirecta

En este formato de ensayo, también conocido como formato indirecto, el tapizado
se efectud a temperatura ambiente, con las placas selladas durante toda la noche, con
conjugado OVA-hapteno (homdlogo o heterdlogo) diluido en tampdn de tapizado y
distribuido a razén de 100 pL por pocillo. A continuacion, la placa se lavd 4 veces con
disolucion de lavado. La etapa de competicion tuvo lugar tras mezclar en cada pocillo
50 ulL de patrén, muestra o blanco de analito diluido en PBS y 50 uL de anticuerpo
diluido en PBS-T, y tras incubar la placa 1 h a temperatura ambiente se volvio a lavar 4
veces. Después se afadieron 100 pL por pocillo de disolucion de anticuerpo secundario
(RAM-HRP diluido 1/2000 en PBS-T para ensayos con anticuerpos de ratén y GAR—HRP
diluido 1/10* en PBS-T con un 10% [v/v] de SBA para ensayos con anticuerpos
policlonales de conejo). Una vez incubada la placa durante 1 h a temperatura
ambiente, se lavd por Ultima vez y se generd la sefial del ensayo tal y como se ha

descrito para el formato directo.
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5.8.3. Lecturay tratamientos matematico y grafico de resultados

La sefal del ensayo se midid espectrofotométricamente a 492 nm (maxima
absorcién de la forma oxidada de la OPD), tomando como referencia la lectura a 650
nm. La sefial de los patrones se representd frente a la concentracién de analito en
escala semilogaritmica, y los puntos experimentales se ajustaron por regresién a una
funcion logistica de 4 parametros,?* recogida en la Ecuacién 5.4 y cuya representacion

grafica corresponde a una curva sigmoide.

A-D
y=——+D

1+(XJB Ecuacion 5.4
C

En la Ecuacién 5.4, x es la concentracion de analito, y la sefial del ensayo, A la
asintota mdaxima de la curva (Ans), B un pardmetro positivo proporcional al valor
absoluto de la pendiente en el punto de inflexidn, C la concentracidn de analito en el
punto de inflexion y D la asintota minima de la curva (Amin). La sefal del ensayo
también puede expresarse en funcion del porcentaje de reduccion de la seial (a),

como se muestra en la Ecuacion 5.5.

v=D+(A-D)(1-Lj Ecuacion 5.5
100

Si se combinan la Ecuacion 5.4 y la Ecuacién 5.5 y se despeja la concentracién de
analito (x) se obtiene la Ecuacidon 5.6, que proporciona la concentracion de analito
necesaria para inhibir la interaccién anticuerpo—conjugado hasta reducir la sefial
maxima del ensayo en un porcentaje a respecto de la diferencia entre las asintotas de

la curva (IC,).

IC =C _a P Ecuacién 5.6
¢ 100 —a

Puesto que el valor de D (Ann) tiende a cero en ausencia de interacciones
inespecificas que den lugar a una sefal residual, se puede redefinir IC, como la
concentracion de analito que disminuye la sefial maxima del ensayo un porcentaje a, y
en particular el parametro C, que corresponderia a la ICsq, es decir, la concentracion de
analito necesaria para reducir la sefial maxima del ensayo a la mitad. Este ultimo valor,
proporcionado por el ajuste matematico, se utilizé para estimar la afinidad de los
anticuerpos y la sensibilidad de los inmunoensayos. Por otra parte, se definid el limite

de deteccidn tedrico del ensayo (LOD) como el valor de ICy,. Finalmente, el rango de
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trabajo se establecié en el intervalo de concentraciones desde IC,o hasta ICg. Los

valores numéricos de ICyq, ICy9 € ICgp se calcularon empleando la Ecuacién 5.6.

Cuando fue necesario, los valores de absorbancia de cada curva de inhibicion (A)
se normalizaron respecto al valor de absorbancia experimental obtenido en ausencia

de analito (Ag) mediante la Ecuacion 5.7.

Anorm,i =— Ecuacion 5.7

>

5.9. Caracterizacion de anticuerpos

5.9.1. Evaluacion de la afinidad

Evaluacion mediante ELISA competitivo bidimensional directo. Para cada
combinacion de anticuerpo y trazador enzimatico (conjugado HRP—hapteno homadlogo
o heterdlogo) se empled una microplaca de ELISA y se siguio el protocolo descrito en la
seccion 5.8.1. En el caso de ensayos con anticuerpos policlonales se evaluaron
diluciones de pAb en ensayo de 1/3-10°, 1/10* y 1/3-10* para el tapizado vy
concentraciones de trazador de 10, 30, 100 y 300 ng/mL para la etapa de competicion.
Cuando se emplearon anticuerpos monoclonales, se estudiaron concentraciones de
mAb de 300 y 1000 ng/mL para el tapizado y concentraciones de trazador de 1, 3, 10,
30, 100 y 300 ng/mL para la competicion. En ambos casos, cada combinacion de
concentraciones se evalud frente a una curva estandar de analito de siete puntos y un
blanco, preparada por dilucion en serie partiendo de 10 uM con factor de dilucién 10.
El primer punto de la curva se prepard a partir de una disolucién stock concentrada
1000x y preparada en DMF. De este estudio se obtuvo una coleccion de curvas de
inhibicion, de las que se escogi®é como representante de cada combinacién
anticuerpo/trazador aquella curva con un valor de Ansx cercano a 1 y mayor de 0.8, y
con el menor valor de ICsq. Se considerd que los anticuerpos con mayor afinidad hacia

el analito fueron aquellos que presentaron valores de ICsq inferiores.

Evaluacion mediante ELISA competitivo bidimensional indirecto. Para cada
combinacién de anticuerpo y conjugado OVA-hapteno (homdlogo o heterdlogo) se
empled una microplaca de ELISA vy se siguio el protocolo descrito en la seccién 5.8.2. En
los ensayos con ambos tipos de anticuerpos se tapizé con disoluciones de conjugado a

100 y 1000 ng/mL. La competicion en los ensayos con anticuerpos policlonales se llevd
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a cabo con diluciones de pAb en ensayo de 1/10%, 1/3-10°, 1/10% 1/3-10% 1/10° y
1/3-10°. En el caso de los estudios con anticuerpos monoclonales, se evaluaron
concentraciones de mAb en ensayo de 1, 3, 10, 30, 100 y 300 ng/mL para la etapa de
competicidn. La preparacién de las curvas estandar de analito, la seleccién de la curva
estandar representante de cada combinaciéon anticuerpo/conjugado y la estimacién de

la afinidad se llevaron a cabo del mismo modo que en el formato directo.

Calculo de constantes de equilibrio. En algunos casos, la sefial obtenida mediante
ELISA competitivo bidimensional se utilizé para calcular las constantes de equilibrio de
disociacion de los complejos anticuerpo/analito (Kp,a) y anticuerpo/conjugado (Kp,c), ya
fueran en disolucidn o en fase solida. Para ello, se asumid que la estequiometria de las
interacciones fue 1:1 en todos los casos, que la inmunoadsorcion seguia el

132234 v que el numero de

comportamiento descrito por el modelo de Langmuir,
moléculas retenidas en el equilibrio era despreciable frente a las que quedaban en
disolucién. La superficie recubierta de los pocillos se consideré como un conjunto
homogéneo de sitios de uniéon equivalentes (paratopos de los anticuerpos en el
formato directo y moléculas de hapteno del conjugado OVA-hapteno en el formato
indirecto), siendo posible sélo la adsorcion de una molécula por sitio. La fraccion de
recubrimiento de la superficie debida a la interaccién de anticuerpo y conjugado (8¢),
deducida del modelo de adsorcidn aplicable en cada formato, se iguald al cociente de
la sefial obtenida en cada pocillo (A) y la sefial maxima obtenida en condiciones de
saturacion (Asat). En el formato indirecto se considerd la adsorcion del anticuerpo al
conjugado inmovilizado y se obtuvo la Ecuacidn 5.8, en la que la concentracién libre de
anticuerpo, [B], se calculd a partir de la Ecuacidn 5.9 teniendo en cuenta la extensién
del equilibrio en disolucién con el analito. Por su parte, en el formato directo, ya fuera
con inmovilizacion directa del anticuerpo o con su captura haciendo uso de GAM, se
considerd la adsorcién competitiva de analito y conjugado HRP—hapteno al anticuerpo

inmovilizado, lo que proporciond la Ecuacién 5.10.

A __ [8] A= AalBl

B.=—= = Ecuacion 5.8
¢ Ko +[B] Ko e +[B]

A

sat

B], —[A], =K
[B]=[ ]0 [ ]0 D,A

+\/%([A]0 +[B]0 +KD,A)2 _[A]O[B]o Ecuacién 5.9
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o L A (Cl,

- Koc (1 + [A]Oj +[C],
' K

D,A

Asat [C]O

A .
Ky [1_'_5(]0}_[(:]0 Ecuacién 5.10

D,A

= |[A=

En las ecuaciones anteriores, [AJo, [B]o Yy [Clo son respectivamente las
concentraciones totales de analito, anticuerpo y conjugado. Los valores
experimentales hallados mediante ELISA competitivo bidimensional en ambos
formatos se ajustaron matemdticamente a su correspondiente ecuacidn, siendo
precisamente los pardmetros de ajuste las constantes de equilibrio deseadas, ademas

de la sefial maxima en condiciones de saturacion.

5.9.2. Evaluacion de la especificidad

Los estudios de especificidad se llevaron a cabo mediante ELISA competitivo
indirecto (seccién 5.8.2) con conjugados OVA-hapteno homdlogos, empleando las
concentraciones o6ptimas de inmunorreactivos determinadas por ensayo
bidimensional. En cada ensayo se empled una curva estandar del analito de interés (X)
y otra del posible analito competidor (Y), ambas preparadas de igual forma, tal y como
se realizé en los estudios de afinidad (seccidn 5.9.1). Tras obtener los parametros de
las curvas de inhibicién ajustadas matematicamente, se calculé la reactividad cruzada
(RCy) como el porcentaje del cociente entre los valores observados de ICso del analito
competidor y del analito de interés (Ecuacion 5.11).

1C,(Y)
1C,,(X)

RC 100% Ecuacion 5.11

Y

5.9.3. Isotipacion de anticuerpos monoclonales

La isotipacion de las cadenas pesadas y ligeras de los anticuerpos monoclonales se
llevd a cabo mediante ELISA no competitivo con deteccion indirecta, siguiendo las
instrucciones de los fabricantes de los kits y reactivos empleados en el experimento.
Por una parte, se emplearon seis anticuerpos de conejo anti-cadena pesada de
inmunoglobulina de raton (RAM-antiH) capaces de reconocer cadenas pesadas
V1(18G1), V2a (18G2a), Vab (18Gab), V3 (18G3), 1 (I8M) y a (IgA). Por otra parte, se emplearon
dos anticuerpos de conejo anti-cadena ligera de inmunoglobulina de ratén (RAM-antil)

para el reconocimiento de cadenas ligeras Kk y A.
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Protocolo para la isotipacion. Cada mAb se diluyé a 1 pg/mL en tampdn de
tapizado y se distribuyeron 100 uL por pocillo en 8 pocillos. Tras incubar la placaa 4 °C
durante toda la noche, se lavd 4 veces con disolucién de lavado. Posteriormente se
afiadio a cada pocillo 100 pL de disolucién del correspondiente RAM-antiH (diluciones
1/2) o RAM-antiL (anti-k diluido 2.4-10° veces y anti-A 4-10” veces) en PBS-T, y se dejé
incubar la placa a temperatura ambiente durante 1 h. Tras lavar la placa, se anadieron
100 pL por pocillo de GAR-HRP (suministrado con el kit) diluido 4-10° veces en PBS-T, y
se incubd la placa a temperatura ambiente durante 1 h. Tras un ultimo lavado, la seial

se generod y registré como se describe en la seccion 5.8.

5.9.4. Caracterizacion de anticuerpos monoclonales mediante SPR

Todos los andlisis se llevaron a cabo empleando chips de oro CM5 Serie S. Los chips
se acondicionaron antes de cualquier uso mediante inyecciéon por triplicado de
hidrocloruro de glicina (Gly-HCI) 15 mM, pH 1.5, a 30 puL/min. Después, las respuestas
de las cuatro celdas de andlisis del chip se normalizaron con glicerol siguiendo el

asistente del software del equipo.

5.9.4.1. Preparacion de la superficie de andlisis

Inmovilizaciéon del anticuerpo de captura. Inicialmente se procedidé a la union
covalente de GAM sobre la matriz de dextrano del chip para actuar como reactivo de
captura en los andlisis. La inmovilizacién se llevé a cabo mediante el método del éster
activo, empleando el asistente incorporado en el software del equipo Biacore y los
reactivos incluidos en el kit Amine Coupling Kit (EDC-HCI, NHS y etanolamina) segun las
instrucciones del fabricante. En primer lugar se hizo pasar una disolucién 1:1 (v/v) de
EDC-HCl y NHS en agua MilliQ para formar ésteres de N-hidroxisuccinimidilo en la
superficie del chip. Posteriormente se inyectd una disoluciéon de GAM a 50 pg/mL en
tampdn acetato soédico 50 mM, pH 5.0, hasta alcanzar el incremento de respuesta
deseado. Por ultimo, los ésteres activos que no habian reaccionado se desactivaron

haciendo pasar etanolamina por la superficie del chip.

Antes de llevar a cabo la inmovilizacidn, se determiné el pH éptimo para el proceso
mediante inyecciones sucesivas de disoluciones de GAM a 50 pg/mL en diferentes
tampones de acetato sédico 50 mM de pH variable sin haber activado todavia la

superficie con EDC-HCl y NHS. Se selecciond el tampdn con el que se observé un
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incremento de la respuesta simultaneamente mas rapido y elevado, que reflejé una

difusién mas rapida y en mayor cantidad del anticuerpo hacia la superficie del chip.

Las variaciones de respuesta producidas sobre el chip debidas a la inmovilizacion
del ligando y Ila posterior interaccion con el analito estdn relacionadas

175 En esta ecuacion, ARy (R, en el

estequiométricamente mediante la Ecuacién 5.12.
ambito de la técnica) es el incremento de respuesta debido al GAM inmovilizado, ARpp
(usualmente referido como R,s) es el incremento maximo esperado en la respuesta
debido al penthiopyrad reconocido durante los ensayos, Mwgay ¥ Mwpp son
respectivamente los pesos moleculares de GAM y penthiopyrad, y n el coeficiente
estequiométrico del anticuerpo monoclonal (es decir, n = 2). Considerando el formato
del ensayo, se programé el instrumento para inmovilizar aproximadamente 5000 RU
de GAM en las cuatro celdas del chip, de modo que el valor esperado de ARpp fuera de

24 RU. Los valores finales de ARgam estuvieron en el rango de 5100 a 5300 RU.

AR 1 _AR
— GAM_ _ —[J= ke Ecuacién 5.12

Mwg N Mwg,

Optimizacidon de las condiciones de regeneracién. La busqueda de condiciones
Optimas para la regeneracion de las superficies se llevd a cabo mediante ciclos
sucesivos de inyeccion de una disolucién del anticuerpo monoclonal PPm#11 a 15
pug/mL (5 min, 10 puL/min) seguida de la inyeccién de los reactivos de regeneracion a
ensayar. En cada caso se realizaron cinco ciclos y se fueron probando condiciones cada
vez mas agresivas. Tras ensayar disoluciones de Gly-HCl 10 mM a pH 3.0, 2.5, 2.0y 1.5
(30 s, 30 uL/min), se decidid utilizar la disoluciéon a pH 2.0 seguida de una segunda

regeneracion con NaOH 10 mM (30 s, 30 pL/min).

5.9.4.2. Andlisis cinético de las interacciones anticuerpo/penthiopyrad

Los analisis se llevaron a cabo en las celdas 2, 3 y 4 de los chips, empleando la celda
1 como referencia en los tres casos. Este disefio permitid realizar ensayos
simultaneamente con tres anticuerpos monoclonales. Los mAbs ensayados fueron

PPm#11, PPm#13, PPm#43, PPm#47, PPm#410 y PPm#412.

Procedimiento de analisis. En cada ciclo se inyectaron en primer lugar de forma
secuencial disoluciones de los tres mAbs a ensayar a 15 pg/mL (300 s, 10 puL/min) para
su captura, haciendo pasar cada uno uUnicamente por su correspondiente celda de

analisis (2, 3 0 4). Posteriormente se hizo pasar por todas las celdas una disolucién que
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contenia penthiopyrad y conjugado HRP—PPm (120 s, 30 uL/min) a concentraciones
variables en cada ciclo, seguida de tampdn de ensayo para producir la disociacién de
los componentes retenidos en la superficie (10 min, 30 pL/min). Por dultimo, la
superficie de todas las celdas se regeneré empleando las condiciones descritas
anteriormente (ver seccion 5.9.4.1), y se estabilizdé la respuesta hasta el inicio del
siguiente ciclo con tampdn de ensayo (10 min, 30 pL/min). Las concentraciones de
conjugado HRP-PPm y penthiopyrad oscilaron entre 1 y 500 nM, y se intercalaron de
forma aleatoria ciclos de control sin conjugado ni fungicida, al igual que lo fueron los

tres primeros ciclos del experimento (startup).

Tratamiento de datos. Para cada mAb ensayado se representd graficamente la
diferencia de respuesta entre la correspondiente celda de andlisis y la celda de
referencia en el intervalo de tiempo de la interaccion. Las lineas base de las
representaciones obtenidas (una por cada disoluciéon de penthiopyrad y HRP—PPm
inyectada) se normalizaron entre si para hacerlas coincidir. Por ultimo, se realizé un
ajuste de los resultados al modelo Heterogeneous Analyte implementado en el
software del equipo, que considera una competicién entre dos analitos (penthiopyrad
y HRP—PPm) por unirse al ligando (el mAb ensayado), y permite obtener las constantes

de velocidad y de equilibrio para ambas interacciones.

5.10. Optimizacion y desarrollo de inmunoensayos

5.10.1. Optimizacion de concentraciones de inmunorreactivos

Las combinaciones de inmunorreactivos para los inmunoensayos a desarrollar
fueron seleccionadas a partir de los resultados obtenidos mediante ELISA competitivo
bidimensional (seccion 5.9.1). De dicho estudio, se escogid la pareja
anticuerpo/conjugado (homdlogo o heterdlogo) que dio lugar al ensayo mas sensible
(menor valor de ICsp) en cada formato de ensayo (anticuerpo inmovilizado o conjugado
inmovilizado). Posteriormente, se repitio el ensayo con los inmunorreactivos
seleccionados manteniendo constante la concentracion de la especie de tapizado y
variando la concentracién de la de competicidn, hasta lograr un valor de A, entre 1.0
y 1.3. Siguiendo esta metodologia, se selecciond para continuar con su optimizacién y

desarrollo un total de cuatro inmunoensayos, dos por cada fungicida estudiado.
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5.10.2. Optimizacion de la curva estandar

Una vez seleccionados los inmunoensayos a desarrollar, para cada uno se buscé la
serie de patrones de analito que mejor permitié definir la forma de la correspondiente
curva de inhibicién. Se llevaron a cabo los inmunoensayos como se describe en la
seccion 5.8 usando las concentraciones de inmunorreactivos (anticuerpo y conjugado)
Optimas en cada caso. En la competicion se prepararon diversas curvas estandar de
analito formadas por siete patrones, preparados por diluciéon en serie, y un blanco,
variando entre ellas la concentracion del primer patréon y el factor de dilucién. Tras
procesar los resultados, se usé como criterio de seleccion la presencia de 4 a 6 puntos
en el intervalo 1C10—1Cqo, de 1 a 2 puntos en la asintota inferior y de 2 a 3 puntos en la

asintota superior.

5.10.3. Influencia del pH

Ensayos de influencia del pH. Los inmunoensayos en formatos directo e indirecto
seleccionados se llevaron a cabo segun se describe en la seccién 5.8, usando las
concentraciones de inmunorreactivos dptimas en cada caso. Para cada valor de pH a
ensayar, la competicién se llevd a cabo mezclando por duplicado 50 pL de curva
estandar en agua MilliQ con 50 plL por pocillo de disolucién del inmunorreactivo de
competicion disuelto en un tampdn a dicho pH y preparado de tal manera que la
fuerza idnica, la concentracion total del sistema tampdn y la concentracidon de Tween-
20 en ensayo fuesen iguales a las de la mezcla PBS/PBS-T 1:1 (v/v) (166 mM, 10 mM y
0.025% v/v, respectivamente) empleada habitualmente. Para los ensayos a pH 8.5 y
9.0 se empled tampdn borato, mientras que para los ensayos a pH 9.5 y 10.0 se utilizé
tampon carbonato. En todos los demas casos (ensayos a pH 5.0, 5.5, 6.0, 6.5, 7.0, 7.4 y

8.0) se usé tampon fosfato.

Preparacidon de tampones fosfato y carbonato. Para cada valor de pH se prepard
una disolucién precursora de la especie acida 20 mM (NaH,PO,4 para tampdn fosfato y
NaHCO; para tampon carbonato) y otra de la especie basica 20 mM (Na,HPO, para
tampodn fosfato y Na,COs; para tampon carbonato), ambas con un 0.05% (v/v) de
Tween-20 y con la concentracion necesaria de NaCl para lograr una fuerza idénica de
166 mM en ensayo. Las disoluciones precursoras se mezclaron lentamente entre si

hasta obtener el tampdn con el pH deseado.
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Preparacidon de tampones borato. Aproximadamente 90 mL de una disolucién de
H3BO3 (2 mmol), Tween-20 (50 uL) y NaCl (cantidad necesaria para lograr una fuerza
idnica de 166 mM en ensayo) se neutralizaron con NaOH 0.1 M hasta el pH deseado, y
la mezcla resultante se enrasé a 100 mL para obtener el tampdn borato 20 mM

buscado.

Calculo de la fuerza idnica y de la concentracion de NaCl. La fuerza idnica en
ensayo (/), se calculé a partir de las concentraciones molares en equilibrio (c;) de las

especies idnicas i y su carga (z;) mediante la Ecuacién 5.13.
1 ) ]
= EZC‘Z‘ Ecuacién 5.13

Se consideré de forma aproximada el comportamiento real de las disoluciones, por
lo que los cdlculos se hicieron teniendo en cuenta las actividades de las especies
idnicas i (a;). Estas se calcularon a partir de sus concentraciones molares (c;) y de sus
coeficientes de actividad (y;), como se indica en la Ecuacion 5.14. Para hacer
adimensionales los valores de actividad, se tomé como concentracién estandar (c®) un
valor de 1 M. Para las especies no idnicas se considerd un coeficiente de actividad igual
a la unidad, y por tanto una actividad numéricamente equivalente a su concentracién

molar.

C.
a = yic—(') Ecuacion 5.14

Puesto que en todos los casos se trabajé con disoluciones iénicas diluidas (/ < 500
mM), los coeficientes de actividad fueron calculados de forma tedrica mediante el
modelo de disolucién electrolitica propuesto por Debye y Hickel, empleando la

243

ecuacion de Davies (Ecuacidon 5.15)°" y considerando en todos los casos una

temperatura de 25 °C.

Vi
141

Con todas estas consideraciones, se resolvié cada sistema mediante un método

logy, =-0.512% -0.2/ Ecuacién 5.15

iterativo teniendo en cuenta todas las posibles especies presentes en el equilibrio y sus
concentraciones iniciales. Una vez hallada la fuerza iénica de la mezcla PBS/PBS-T 1:1
(v/v) (I =166 mM), y teniendo en cuenta la concentracién total del sistema tampdn en
ensayo (10 mM), se determind para cada valor de pH la concentracién de NaCl en

ensayo requerida para alcanzar dicho valor de fuerza idnica.
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5.10.4. Influencia de la fuerza idnica

Ensayos de influencia de fuerza idnica. El estudio se llevd a cabo del mismo modo
gue se hizo con el pH (seccién 5.10.3). En este caso, los inmunorreactivos se
disolvieron en diversos tampones fosfato de fuerza idnica variable y preparados de tal
manera que el pH, la concentraciéon total del sistema tampdn (fosfato) y la
concentracion de Tween-20 en ensayo fuesen siempre iguales a las de la mezcla
PBS/PBS-T 1:1 (v/v) (7.4, 10 mM vy 0.025% v/v, respectivamente) empleada

habitualmente.

Preparacion de tampones. Para cada tampdn se prepard una disolucién precursora
de NaH,PO4 20 mM y otra de Na,HPO,4 20 mM, ambas con un 0.05% (v/v) de Tween-20
y la correspondiente cantidad prefijada de NaCl (ver Tabla 5.2). Estas disoluciones se
mezclaron lentamente entre si hasta obtener el tampdn deseado con un pH de 7.4. La
fuerza idnica en ensayo se calculé mediante el mismo método iterativo que se empled
en la preparacion de tampones para el estudio del pH (seccion 5.10.3). Los valores de

concentracion de NaCl y de fuerza idnica en ensayo se recogen en la Tabla 5.2.

Tabla 5.2. Concentracion molar de NaCl y
fuerza idnica en ensayo para el estudio de
fuerza idnica.

25 50
50 75
100 126
140 166
200 226
250 276

5.10.5. Tolerancia a disolventes organicos

Los inmunoensayos seleccionados en formatos directo e indirecto se llevaron a
cabo segun se describe en la seccidén 5.8, usando las concentraciones de anticuerpo y
conjugado éptimas en cada caso. Las curvas estandar de analito se prepararon en agua
MilliQ con disolvente organico, y la competicién se llevd a cabo mezclando por
duplicado 50 pL por pocillo de curva estdndar y 50 plL por pocillo del inmunorreactivo

de competicion en PBS(2x)-T. Las mezclas de disolvente organico y agua MilliQ para las
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curvas estdndar se prepararon por dilucién en serie a partir del disolvente puro. Se
evaluaron porcentajes de disolvente en ensayo de 0.25%, 0.5%, 1%, 2% y 5% (v/v), y se

incluyod una curva estandar sin disolvente como control.

5.11. Validacién vy aplicacion de los inmunoensayos

5.11.1. Obtencidon de muestras de campo de ciruela y uva

5.11.1.1. Preparacion y modo de aplicacion de fungicidas

El formulado comercial (suspensién concentrada) que contenia el analito de interés
se mezcld con agua desionizada y se homogeneizé la suspension, empleando en cada
caso un volumen de formulado adecuado al tratamiento deseado. La suspension se
aplicé a los cultivos con un nebulizador manual, evitando siempre una aplicaciéon
excesiva reflejada por el goteo en hojas y frutos. Los formulados comerciales
empleados, asi como las dosis recomendadas y las concentraciones de analito

presentes en ellos, se recogen en la Tabla 5.3.

Tabla 5.3. Composicion y modo de utilizacidon de los formulados comerciales de fluopyram y
penthiopyrad.

Formulado y

w Principio activo Concentracién®
compaiiia
Luna® Experience Fluopyram 20% (m/v) 0
(Bayer) Tebuconazole 20% (m/v) 0.038% (v/v) 76
Fontelis® Penthiopyrad 20% (m/v) 0.150% (v/v) 300
(DuPont) Py ? ) ?

® Dosis de formulado recomendada por el fabricante en el prospecto del producto. ® Concentracién de
analito (mg/L) a la dosis recomendada por el fabricante.

5.11.1.2. Muestras de ciruela

Tratamiento y recogida de muestras. Las muestras de ciruela se trataron a la dosis
recomendada por el fabricante (tratamiento 1, T1) y al doble de dicha dosis
(tratamiento 2, T2). En ambos casos se recogieron muestras pasados 1, 3, 5y 7 dias
desde el tratamiento. En cada muestreo se tomaron 2 muestras de 3 ciruelas
adyacentes en el arbol. Previamente a los tratamientos se recogieron varias muestras
sin tratar, que se utilizaron como control y para obtener muestras fortificadas, y se

procesaron del mismo modo que las muestras tratadas.
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Procesado de muestras. Cada muestra recogida se trasladé el mismo dia al
laboratorio, donde se deshuesaron los frutos y se homogeneizé el fruto con un aparato
UltraTurrax. Un volumen aproximado de 50 mL se almacend a -20 °C hasta su

extraccidon y analisis.

5.11.1.3. Muestras de uva

Tratamiento y recogida de muestras. Las muestras de uva, al igual que las de
ciruela, se trataron a la dosis recomendada por el fabricante (tratamiento 1, T1) y al
doble de dicha dosis (tratamiento 2, T2). En ambos casos se recogieron muestras
pasados 1y 3 dias desde el tratamiento. En cada muestreo se tomé una muestra de
aproximadamente 500 g de uva. Previamente a los tratamientos se recogieron varias
muestras sin tratar de cada variedad, que se utilizaron como control y para obtener

muestras fortificadas, y se procesaron del mismo modo que las muestras tratadas.

Procesado de muestras. Cada muestra recogida se trasladé el mismo dia al
laboratorio, donde se elimind el raspén y se trituraron las uvas en una picadora
americana. Una parte de la muestra triturada se reservé para la preparacién de mosto
y vino (ver seccion 5.11.3); el resto del triturado se homogeneizé con un aparato
UltraTurrax, y un volumen aproximado de 50 mL se almacend a -20 °C hasta su

extraccion y andlisis.

5.11.2. Obtencidon de extractos de muestras de ciruela y uva

Los extractos de ciruela y uva se obtuvieron a partir de las muestras
homogeneizadas de las frutas (seccién 5.11.1) mediante el procedimiento de
extraccién QUEChERS recomendado por la AOAC (Método Oficial AOAC 2007.01) y por
el CEN (EN 15662:2008) para la extraccion de residuos de fungicidas de matrices

181-183

alimentarias. El método ha sido descrito a grandes rasgos en la seccién 3.8.1.

Extraccion QUEChERS. A una mezcla de 5 g de cada muestra homogeneizada, 0.5 g
de acetato sddico y 5 mL de acetonitrilo con un 1% (v/v) de acido acético y 500 ng/mL
de TPP (patrdn interno), se afiadieron 2 g de MgSO,4 anhidro. La suspensidn se agito
vigorosamente durante 1 min y luego se centrifugd a 2040xg durante 5 min. Se tomd 1
mL del sobrenadante (extracto crudo) y se le afiadieron 50 mg de PSA y 150 mg de
MgSO, anhidro. La suspension formada se agitd vigorosamente durante 1 min y luego

se centrifugd a 6700xg durante 5 min. El sobrenadante (extracto purificado) se filtré a
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través de una membrana de tefléon (0.2 um de didmetro de poro) y se almacené a

—-20 °C hasta su analisis.

Extractos de muestras sin tratar. En el caso de las muestras sin tratar se prepard
una cantidad superior a la habitual de extracto purificado, de la que se reservd una
parte como control para el andlisis de extractos mediante UPLC-MS/MS (seccidn
5.11.5). El resto se destind a los ensayos de evaluacion de efecto matriz (seccidén
5.11.4) y a la obtencién de extractos fortificados para la validacién analitica de los

inmunoensayos (seccién 5.11.6.1).

5.11.3. Obtencion de mostos y vinos

Preparacidon de mostos. Los mostos se obtuvieron por filtracidon de las muestras de
uva triturada preparadas segun se describe en la seccion 5.11.1.3. Un volumen
aproximado de 50 mL del mosto se almacend a -20 °C hasta su analisis, mientras que

otra porcion se reservo para la obtencién de vino.

Preparacion de vinos. Se tomaron 60 mL de mosto vy, salvo en el caso de la
variedad macabeo, se afiadid parte de la mezcla de pulpa, piel y hueso separada por
filtracién para la obtencion del mosto. A esta mezcla inicial se inoculé una
concentracién de levadura de 2-10° células/mL, y la suspension se incubé a 28 °C con
agitacion orbital continua a 150 rpm. El avance de la fermentacidn se siguié mediante
la medida de la densidad del mosto, y la vinificacidn se considerd finalizada cuando la
densidad fue inferior a 0.998 g/mL (tiempos de fermentacion entre 114 y 230 h). La
muestra final de vino se obtuvo tras descartar los componentes sdlidos de la
suspensidn mediante centrifugacion, y un volumen aproximado de 50 mL se almacend

a —-20 °C hasta su analisis.

Analisis de metabolitos extracelulares mediante HPLC. Una porcién de la muestra
a analizar (mosto o vino) se centrifugd a 12000xg durante 5 min, y el sobrenadante se
filtré6 a través de un filtro de nylon. Por otro lado, se prepard un calibrado
multicomponente de todos los metabolitos (glucosa, fructosa, glicerol, etanol y acido
acético) por dilucion en serie en agua MilliQ. Posteriormente, se inyectaron 25 uL de
muestra o patrén en el cromatdgrafo y se eluyé con una disolucion de H,SO4 1.5 mM
en agua MilliQ a un flujo de 600 pL/min. Se construyeron rectas de calibrado para cada
metabolito mediante regresion lineal por minimos cuadrados representando el area

cromatografica frente a la concentracion. La interpolacion de la correspondiente area
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cromatografica en su respectiva recta de calibrado y la posterior consideracion de la
dilucién de muestra empleada en el ensayo proporciond la concentracién de los
metabolitos. Las muestras se diluyeron en agua MilliQ estéril antes de ser
centrifugadas para proporcionar areas cromatograficas en el rango de trabajo del

calibrado.

5.11.4. Evaluacion del efecto matriz de extractos, mostos y vinos

Los inmunoensayos seleccionados en formatos directo e indirecto se llevaron a
cabo segun se describe en la seccidén 5.8, usando las concentraciones de anticuerpo y
conjugado dptimas en cada caso. Se prepararon en primer lugar diluciones en serie de
matriz en agua MilliQ a partir de la correspondiente matriz concentrada no tratada con
analito (extracto purificado, mosto o vino), y se emplearon dichas diluciones para la
preparacion de curvas estandar. La competicion se llevd a cabo por duplicado
mezclando en cada pocillo 50 pL de curva estandar y 50 pL del inmunorreactivo de
competicion en PBS(2x)-T. Se evaluaron factores de dilucién de matriz en ensayo de
50, 100, 500, 1000 y 5000, y se incluyé una curva estandar sin matriz como control.
Una vez ajustados los puntos experimentales a la funcidén logistica de cuatro
parametros (Ecuacién 5.4) para cada dilucién ensayada, el promedio del cociente de la
sefial en presencia de matriz y la sefial en tampdn en el intervalo de trabajo (promedio
de A/Awampsn) se calculd segun la Ecuacidn 5.16, en la que y’(x) e y(x) corresponden a las
funciones logisticas en presencia de matriz y en tampon, respectivamente, y x es la
concentracion de analito. La integral definida de la Ecuacion 5.16 se estimo
numéricamente mediante el método de Simpson, dividiendo el intervalo de

integracién en diez subintervalos.

A 1 (7Y
Promedio de = J dx Ecuacién 5.16
tampdn ICSO _ICZO x=1Cyg Y(X)

5.11.5. Analisis de extractos de ciruela y uva mediante UPLC-MS/MS

Patrones para las rectas de calibrado. Se prepard un calibrado multicomponente
de 6 patrones y un blanco por dilucién en serie de fluopyram y penthiopyrad en
acetonitrilo. Las concentraciones de ambos analitos en los patrones fueron 3, 10, 30,
100, 300 y 1000 ng/mL. Todos los patrones y el blanco se prepararon con 500 ng/mL
de TPP (patrén interno).
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Procedimiento de analisis. Se inyectaron en el cromatdgrafo 5 pyL de extracto
(patrén, muestra o control), y se ajustd el flujo de fase madvil a 400 pL/min. Se
emplearon mezclas binarias de disoluciones de acido férmico al 0.5% (v/v) en agua
MilliQ (eluyente A) y en acetonitrilo (eluyente B) como fase mavil. La elucidn se llevé a
cabo inicialmente con un gradiente desde un 50% (v/v) hasta un 95% (v/v) de eluyente
B a lo largo de 4 min, y luego en modo isocratico con un 95% (v/v) de eluyente B
durante 2 min. Se considerd como sefial del ensayo el cociente entre el area del pico
cromatografico del analito y la del patrdn interno multiplicado por la concentracién de
éste ultimo. Los tiempos de retencién de los analitos y del patrén interno, asi como los

iones monitorizados para su cuantificacién, se muestran en la Tabla 5.4.

Tabla 5.4. Parametros para la cuantificacién de fluopyram vy
penthiopyrad mediante UPLC-MS/MS.

Compuesto t:° lones®
Fluopyram 1.1 397 [M+H]"; 173
Penthiopyrad 2.0 360 [M+H]"; 256
Fosfato de trifenilo® 2.1 328 [M+H]*; 77

® Tiempo de retencién expresado en min. ® valor y tipo de m/z para el
ion molecular, y en negrita valor de m/z del ion empleado en la
cuantificacion. © Patrén interno.

Tratamiento de resultados. Las rectas de calibrado de cada analito se obtuvieron
mediante regresién lineal por minimos cuadrados ponderados (1/x) a las
representaciones de la sefial del ensayo frente a la concentracion del correspondiente
analito. Las concentraciones de analitos en las muestras se obtuvieron por

interpolacidn de la correspondiente seial en su respectiva recta de calibrado.

5.11.6. Analisis de extractos, mostos y vinos mediante inmunoensayo

5.11.6.1. Andlisis de muestras fortificadas

Dopaje de muestras. Las muestras de matriz fortificada (mosto, vino o extracto
purificado de ciruela o uva) se prepararon por dilucién en serie del analito en la propia
matriz, partiendo para ello de una disolucidn stock concentrada de analito (100 pg/mL)
en acetonitrilo. En cada caso se prepararon fortificaciones a 5, 10, 50, 100, 200 y 500

ng/mL de analito.
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Analisis de muestras fortificadas mediante ELISA competitivo. Los inmunoensayos
seleccionados en formatos directo e indirecto se llevaron a cabo segun se describe en
la seccidn 5.8, usando las concentraciones de anticuerpo y conjugado éptimas en cada
caso. Se prepard la curva estdndar y una serie de diluciones de cada muestra
fortificada de matriz en agua MilliQ. La competicion se efectud por triplicado
mezclando en cada pocillo 50 L de patrén o de muestra fortificada diluida y 50 pL del
inmunorreactivo de competicién en PBS(2x)-T. Se analizaron muestras diluidas 25, 50 y
150 veces. Se incluyeron muestras sin analito como control, y se analizaron igual que

las muestras fortificadas.

Tratamiento de resultados. El promedio de las sefiales de cada muestra se
interpold en la curva estdndar y el resultado se multiplicé por el correspondiente
factor de dilucion para obtener la concentracion experimental de analito en la muestra
(CRr). A partir de ésta y de la concentracion de fortificacion (Cg) se calculd el coeficiente

de recuperacion (R) segun la Ecuacién 5.17.

C
R= C—R [100% Ecuacion 5.17

F

5.11.6.2. Andlisis de muestras de campo

Las muestras de ciruela y uva tratadas en campo (seccion 5.11.2), asi como las de
vino obtenidas a partir de las de uva, se analizaron mediante el mismo procedimiento
gue se empled para el analisis de muestras fortificadas (ver seccién 5.11.6.1). Las
muestras se analizaron tras ser diluidas 25, 50, 150, 250, 500 y 1000 veces. La
concentracion de analito en cada muestra se obtuvo por interpolacién del promedio
de la sefial del ensayo en la curva estandar y la posterior multiplicacién del resultado

por el factor de dilucién empleado.

5.11.7. Validacidon de inmunoensayos frente a un método de referencia

Para cada inmunoensayo a validar, se comparé graficamente la concentracién de
analito (fluopyram o penthiopyrad) determinada mediante UPLC-MS/MS y ELISA
competitivo en los extractos de ciruela y uva tratadas con dicho analito. Para los
valores obtenidos por el método cromatografico se utilizé el eje de abscisas, mientras
que los hallados por inmunoensayo se representaron en el eje de ordenadas. A partir

del grafico obtenido se determind mediante regresion Deming la ecuacién de la recta
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gue mejor se ajustaba a los puntos, y el software calculé ademas el intervalo de
confianza al 95% de probabilidad para la pendiente y la ordenada en el origen, y se
llevaron a cabo sendos ensayos de hipétesis de dos lados para decidir si los parametros
eran iguales a 1 y 0, respectivamente, con un 5% de significacion. En estos casos, se
considerd que los métodos eran estadisticamente comparables. La comparacion
también se llevd a cabo construyendo graficos de dispersiéon Bland—Altman por
representacion de la concentracion media obtenida con ambos métodos en abscisas y
su diferencia en ordenadas, incluyendo el valor medio y los limites de confianza al 95%

para la diferencia de las concentraciones.

5.11.8. Estudio de transferencia de fungicidas de la uva al vino

A partir de las concentraciones de fluopyram y penthiopyrad halladas en cada
muestra de campo de uva y su correspondiente vino, la tasa de transferencia de
fluopyram o penthiopyrad de la uva al al vino se calculé mediante la Ecuacion 5.18, es
decir, como el porcentaje del cociente entre la concentracion de analito en el vino y la

encontrada en la uva.

. Concentracidonenvino i
Tasade transferencia = 100% Ecuacion 5.18

Concentraciénenuva

5.12. Inmundgenos basados en nanotubos de carbono

5.12.1. Activacion y funcionalizacidon de nanotubos

0
OH
MWNT HNO; 65% CNT-COOH
(E~0mvV) 190 °C, 19 bar (£=-36.3mV)
(MW a 250 W)
30 min

Preparacion de CNT-COOH. Una mezcla de MWNT (50 mg) y HNOs al 65% (12.5
mL) se introdujo en un tubo de microondas y se sonicé durante 20 min. Después, la
mezcla se calentd con agitacidn vigorosa en horno microondas a 190 °C (250 W) y 19
bar durante 30 min. Transcurrido dicho tiempo la suspension se diluyd en agua

desionizada (250 mL), se filtro a vacio y se lavd de nuevo con agua desionizada. El

» 316 «



Seccion Experimental

solido negro se resuspendid en agua desionizada (50 mL), se sonicé durante 15 min y
se centrifugd 15 min a 1800xg. A continuacién, el sobrenadante se separd del
sedimento (material de partida sin reaccionar), que se hizo reaccionar de nuevo y se
purificd segun el procedimiento anterior, hasta no observar sedimento tras la
centrifugacion. Los sobrenadantes reunidos se filtraron a vacio, y el sélido seco se
resuspendid en agua desionizada a 1 mg/mL. Tras sonicar durante 5 min, se obtuvo

una suspension estable de CNT-COOH (T =-36.3 + 0.7 mV), que se almacend a 4 °C.

0} 0
CNT-COOH 2 CNT-NH,
(=-36.3mV) DMSO, 30 min (C=+23.8mV)
(MW a 280 W)
180 °C, 6 bar

Preparacion de CNT-NH,. Una suspensiéon de CNT-COOH (100 mg) en DMSO (6 mL)
y etilendiamina (4 mL) se introdujo en un tubo de microondas y se sonicé durante 25
min. Después, la mezcla se calenté con agitacidn vigorosa en horno microondas a 180
°C (280 W) y 6 bar durante 30 min. Transcurrido dicho tiempo la suspensién se diluyd
en THF (40 mL), se sonicé durante 15 miny se filtré a vacio. El sélido se resuspendié en
acetona (40 mL), se sonicd otros 15 min y se filtr6 nuevamente a vacio. El sélido seco
se resuspendid en agua desionizada a 1 mg/mL y se sonicé durante 5 min para dar
lugar a una suspension estable de CNT-NH, (T = +23.8 + 1.1 mV), que se almacend a
4°C.

5.12.2. Preparacidn y caracterizacion de constructos inmunogénicos

o . _ o
1) BSA-PPm 7 : 'y
NN EDC-HCI, NHSS Ho o N N
H PB10 (pH 7.4) K/N ‘(‘i\ =N
ta,2h N FiC
o o)
CNT-NH 2) Gly-HCl
: t.a., 30 min CNT-BSA-PPm
{=s20.8 m¥) (€ =-32.5mV)

Preparacion del constructo CNT-BSA—PPm. A una suspension de CNT-NH, (50 mg)
en una disolucion de EDC-HCI (450 mg, 2.35 mmol) y sal sddica de
N-hidroxisulfosuccinimida (NHSS, 45 mg, 207 umol) en PB10 (50 mL, pH 7.4) se ainadid
el conjugado BSA-PPm (RM = 18, ver seccién 5.5) a 0.1 mg/mL disuelto en el mismo
tampdén (50 mL, 76 nmol de BSA). La mezcla resultante se agitdé a temperatura

ambiente durante 2 h. En este punto se afiadié hidrocloruro de glicina (Gly-HCI, 393.1
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mg, 3.53 mmol) y se agitd durante otros 30 min. Transcurrido este tiempo la mezcla se
filtré a vacio dos veces y se lavd con agua desionizada. El sélido seco se resuspendid en
PB10 estéril a 2.5 mg/mLy se sonicé durante 5 min para dar una suspension estable de
CNT-BSA-PPm ({=-32.5+ 1.0 mV), que se almacend a 4 °C.

0 (0]

H N F3C
PPm-NHS (107) K/ H =N CRT-FPm
0 AN N A N\
CNT-NH PB10 (pH 7.4) S (E=+6.9mV)
= 2 —
ta.,4h o)
(£ =+23.8mV)

Preparacion del constructo CNT-PPm. A una suspension de CNT-NH, (100 mg) en
PB10 (100 mL) se afiadié una disolucién 1 mM de éster activo PPm—NHS (107, 500 pL,
0.5 umol). La mezcla resultante se agitdé vigorosamente a temperatura ambiente
durante 4 h. Después, la mezcla se filtré a vacio y se lavd con agua desionizada. El
solido se resuspendid en agua, se sonicd durante 10 min y se volvio a filtrar a vacio. El
sélido seco se resuspendidé por ultimo en PB10 estéril a 2 mg/mL y se sonicd de nuevo
durante 5 min para dar una suspensién de CNT-PPm con tendencia a flocular ({ = +6.9

+ 0.8 mV), que se almacend a 4 °C.

Cuantificacion de carga de inmundgeno. Las cantidades de conjugado BSA-PPm y
de hapteno PPm presentes en los constructos inmunogénicos fueron cuantificadas
mediante una adaptacion del protocolo de andlisis de muestras mediante ELISA
competitivo indirecto (secciones 5.8.2 y 5.11.6). Los ensayos se llevaron a cabo
empleando los anticuerpos policlonales PPm#1 y PPm#2. Las placas se tapizaron en
todos los casos con el conjugado OVA-PPm. Se prepararon curvas estandar de
conjugado BSA—PPm y de hapteno PPm (81) en PBS, asi como diluciones de ambos
constructos inmunogénicos en el mismo tampdn. La competicion se llevd a cabo
mezclando en cada pocillo 50 puL de patrén (BSA—PPm o hapteno PPm) o muestra
(suspension diluida de constructo) con 50 uL de anticuerpo diluido en PBS-T. La carga
de BSA—PPm presente en el constructo CNT-BSA—PPm se determiné tras interpolar la
sefial en la curva estandar de conjugado. Del mismo modo, para cuantificar la carga de
hapteno PPm en el constructo CNT-PPm se empled la curva estandar del hapteno. Los
ensayos se realizaron variando las concentraciones de conjugado de tapizado vy las

diluciones de anticuerpo, obteniendo en todos los casos resultados similares.

Evaluacion mediante microscopia electronica. La suspensién de la muestra a

analizar (CNT-BSA—PPm o CNT—PPm) se puso en contacto con una rejilla durante 15
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min dos dias antes del andlisis, y después se dejo evaporar el agua durante toda la
noche. Sobre la rejilla seca se depositd una disolucion de anticuerpo PPm#2 diluido
3000 veces en PBS-T(10x) y se dejo incubar durante 2 h a temperatura ambiente. Tras
lavar la rejilla tres veces con PBS-T, se puso en contacto con una disolucién de GAR—-Au
diluido 500 veces en PBS-T(10x), y se dejé incubar en la oscuridad y a temperatura
ambiente durante 2 h. Por ultimo, la rejilla se lavd varias veces con PBS-T y se dejo

secar en la oscuridad hasta su observacién al microscopio electrdénico al dia siguiente.

5.12.3. Inmunizaciéon de animales y generacion de antisueros

La capacidad inmunogénica de los diferentes constructos se evalud siguiendo
diferentes pautas de inmunizacion. Dos hembras de conejo blanco New Zealand de
aproximadamente 2 kg de peso fueron inmunizadas con cada pauta de inmunizacién
ensayada. Se utilizaron como inmundgenos los dos constructos inmunogénicos
basados en nanotubos de carbono, y se introdujeron pautas control en las que se
inmunizd con conjugado BSA—PPm, constructo CNT-PPm o mezclas de CNT-NH, y
hapteno PPm sin conjugar (en cantidad y proporcién equivalentes a la misma cantidad

de constructo CNT-PPm).

Preparacion de indculos. Las dosis se prepararon en PBS estéril, y en los casos en
los que se utilizé adyuvante, en una emulsién 1:1 (v/v) entre PBS estéril y adyuvante de
Freund (completo en la primera dosis e incompleto en las restantes). Cuando las dosis
se prepararon con constructos basados en nanotubos, la correspondiente suspension
se sonicd durante 5 min antes de tomar la cantidad necesaria para preparar el indculo.

En todos los casos las dosis fueron de 1 mL.

Modo y pauta de inmunizacidn. Las inyecciones se administraron del mismo modo
y con la misma frecuencia que para la obtencidn de anticuerpos policlonales (ver
seccién 5.6). En este caso, para cada pauta de inmunizacion se administré un total de 5

dosis.

Obtencion y conservacion de antisueros. Diez dias después de cada inyeccion, se
tomd una muestra de sangre de la vena de la oreja de cada conejo. A partir de dichas
muestras se obtuvieron los correspondientes antisueros de conejo siguiendo el
procedimiento descrito en la seccion 5.6. Los antisueros se diluyeron en proporcion 1:1

(v/v) con PBS-BSA-timerosal estéril, y se almacenaron a 4 °C hasta su analisis.
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5.12.4. Evaluacion de antisueros

Los antisueros se caracterizaron mediante ELISA competitivo indirecto (ver seccién
5.8.2). Las placas se tapizaron con una disolucién a 100 ng/mL del conjugado
homdlogo OVA-PPm, y la competicion se llevd a cabo con diluciones 1/10°, 1/3-10°
1/10%, 1/3-10%, 1/10° y 1/3-10° de antisuero. Cada dilucién de antisuero se hizo
competir con una curva estandar de penthiopyrad de siete puntos mas un blanco,
partiendo de 10 uM con factor de dilucién 10, preparada por dilucion en serie desde el
primer punto, el cual se obtuvo a partir de una disolucién stock 1000x en DMF. Tras
procesar los resultados y obtener las curvas de inhibicion, se determino el titulo de los
antisueros y se estimod su afinidad hacia penthiopyrad como el valor de ICso de la curva

que presentd un valor de Az Mmas cercano a 1.0 y superior a 0.8.
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ANEXO |. ESPECTROS DE RMN SELECCIONADOS

Espectro de RMN-'H del hapteno FPa (34) en MeOH-d,
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Anexo |

Espectro de RMN-'H del hapteno FPha’ (72) en CDCl;
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Anexo |

Espectro de RMN-"H del hapteno PPa (79) en CDCl5
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Espectro de RMN-'H del hapteno PPm (81) en CDCl;

Anexo |
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Anexo |

CO,H

Espectro de RMN-'H del hapteno PPd’ (102) en CDCl;
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ANEXO II. ESPECTROS MALDI-TOF

Espectros MALDI-TOF de BSA vy los conjugados BSA—hapteno preparados

I BSA:|

r. int. (%)

1201 = BSA-PPae
g BSA-PPbe
- BSA-PPme
o
n
<
~

-66432.2627

it

=73413.8081
—=73758.2273

=
=

Wbl

y
e AARNIA e PV

69000

72000

m/z

Tabla All.1. Relaciones molares hapteno/proteina (RM) para los conjugados
BSA—hapteno obtenidas mediante MALDI-TOF.

Conjugado RM,® m/z° (m/2)c - (m/2)¢  D(m/z)" RM®
BSA - 66432.26 - - -
BSA—FPa 24 73758.23 7325.97 460.11 16
BSA-FPb 24 74521.94 8089.68 492.11 16.5
BSA-PPa 24 74800.41 8368.15 427.16 19.5
BSA—-PPb 24 72032.60 5600.34 371.10 15
BSA-PPm 24 73413.81 6981.55 385.12 18

® Numero de moles de hapteno por mol de proteina mezclados al inicio de la conjugacién.
® Valor de m/z para la proteina o el conjugado tomado del espectro. © Diferencia entre el
valor de m/z del conjugado y el de la proteina. ¢ Incremento de m/z esperado por molécula
de hapteno enlazada. ® Relacién molar calculada segun la Ecuacién 5.8 (seccién 5.5.3).
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Anexo Il

Espectros MALDI-TOF de OVA y los conjugados OVA—hapteno preparados

Conjugados OVA-FPa y OVA-FPb
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Conjugados OVA-hapteno de penthiopyrad
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Tabla All.2. Relaciones molares hapteno/proteina (RM) para los conjugados
OVA-hapteno obtenidas mediante MALDI-TOF.

Conjugado m/z° (m/2)c - (m/z),*

OVA - 42269.40 - - -
OVA—FPa 8 43849.69 1580.29 460.11 3.5
OVA-FPb 8 42887.40 618.00 492.11 1.5
OVA-PPq 8 42789.99 520.59 427.16 1
OVA-PPb 8 42955.78 686.38 371.10 2
OVA-PPm 8 43713.22 1443.82 385.12 4
OVA-PPd’ 8 46031.55 3762.15 385.12 8f
OVA-PPo 8 46243.65 3974.25 385.05 8

OVA® - 42683.20 - - -
OVA-FPhd’ 8 44586.89 1903.69 424.12 45
OVA-FPhb 8 44595.90 1912.70 424.12 4.5

® Numero de moles de hapteno por mol de proteina mezclados al inicio de la conjugacién.
b ; . C - .

Valor de m/z para la proteina o el conjugado tomado del espectro. - Diferencia entre el

. , d .,

valor de m/z del conjugado y el de la proteina. ~ Incremento de m/z esperado por molécula
de hapteno enlazada. © Relacién molar calculada segliin la Ecuacién 5.8 (seccién 5.5.3).
f . . s L . ) .

Se tomo el valor de relacién molar inicial por proporcionar el calculo un valor superior a
éste. & Datos procedentes de un experimento diferente.
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Espectros MALDI-TOF de HRP vy los conjugados HRP—hapteno preparados

Conjugados HRP-FPa y HRP-FPb
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Conjugados HRP-hapteno de penthiopyrad
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Tabla All.3. Relaciones molares hapteno/proteina (RM) para los conjugados
HRP—hapteno obtenidas mediante MALDI-TOF.

Conjugado RM,® m/z° (m/2)c - (m/z),*

HRP - 44000.87 - - -
HRP—FPa 10 44566.03 565.16 460.11 1
HRP—FPb 10 44789.26 788.39 492.11 1.5
HRP—-PPq 10 45230.04 1229.17 427.16 3
HRP—PPb 10 45178.12 1177.25 371.10 3
HRP—PPm 10 44446.82 445.95 385.12 1
HRP—PPd’ 10 44784.32 783.45 385.12 2
HRP—PPo 10 44900.70 899.83 385.05 2.5

HRP' . 43931.55 - . .
HRP-FPha’ 10 44550.40 618.85 424.12 1.5
HRP—FPhb 10 44597.52 665.97 424.12 1.5

® Nimero de moles de hapteno por mol de proteina mezclados al inicio de la conjugacion.
b ; . C - .

Valor de m/z para la proteina o el conjugado tomado del espectro. - Diferencia entre el

. , d .,

valor de m/z del conjugado y el de la proteina. ~ Incremento de m/z esperado por molécula
de hapteno enlazada. © Relacién molar calculada segtn la Ecuacién 5.8 (seccién 5.5.3).
f . .

Datos procedentes de un experimento diferente.
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Tabla Alll.1. Resultados obtenidos mediante ELISA competitivo y UPLC-MS/MS para el andlisis

de extractos de ciruela y de uva procedentes de muestras de campo tratadas con fluopyram.

Concentracién de fluopyram (ng/g)’

Muestra UPLC-MS/MS® FPb#12/HRP-FPb° FPb#12/0OVA-FPhb*
Ciruela T1D1IM1 16.3+0.2 16.7+1.9 16.3+1.6
T1D1M2 27.6+0.5 26.0+2.5 24.6+1.8
T1D3M1 n.c.t n.c. n.c.
T1D3M2 6.5+0.2 7.7+1.1 6.4+0.4
T1D5M1 7.4+0.2 7.2+0.9 5.9+0.5
T1D5M2 24.6+0.2 23.4+2.5 223+15
T1D7M1 8.3+0.2 8.8+1.2 10.0+0.5
T1D7M2 7.5+0.1 6.8+0.5 7.3+06
T2D1M1 116.0+0.2 119.1+12.9 101.3+1.8
T2D1M2 n.c. 5.1+£0.7 n.c.
T2D3M1 7.0+0.2 7.7+1.0 6.0+0.4
T2D3M2 31.9+0.8 31.7+3.2 304+2.1
T2D5M1 8.4+0.6 79+1.1 6.5%0.5
T2D5M2 66.5+ 2.6 53.0+3.6 55.8 + 1.4
T2D7M1 1353+ 1.0 126.5 +10.4 113.4+58
T2D7M2 7.8+0.1 9.6 2.5 6.9+0.7
Uva bobal  T1D1 168.2 +3.9 165.1+4.1 153.9+3.6
T1D3 158.2+3.8 158.5+5.8 159.6 + 9.1
T2D1 19.240.5 29.3+4.6 23.1+1.4]
T2D3 187.6+5.3 196.7 +32.8 186.1+7.1
Uva T1D1 176.5+3.3 171.8+11.6 145.5+5.7
garnacha T1D3 1286+ 1.4 136.0+ 7.4 1243+6.4
T2D1 254.8 +7.7 299.9 +16.9 248.8 +13.0
T2D3 343.3+10.1 371.5+34.1 313.5+16.9
Uva T1D1 129.0+ 1.5 1253+7.5 119.9+2.7
macabeo T1D3 93.4+3.1 103.9+3.6 81.0+6.7
T2D1 370.4+21.8 380.4 +42.5 350.8 +13.6
T2D3 105.2 5.0 114.4 9.0 96.3+2.2
Uva T1D1 287.1+75 296.2 +24.1 257.9+20.8
tempranillo 113 215.8+5.7 213.8427.0 199.5+6.7
T2D1 51.4+0.5 56.6 + 5.0 423424
T2D3 55.4+0.8 58.1%5.5 53.5+3.5

% Los valores se expresan como media y desviacién estandar de las réplicas indicadas en cada caso. ~ Los
resultados son la media de dos réplicas independientes. © Los resultados son la media de cinco réplicas
. . d . . . s -r . .

independientes. ~ Concentracién hallada inferior al limite de cuantificacién del método.
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Tabla Alll.2. Resultados obtenidos por ELISA competitivo y UPLC-MS/MS para el analisis de

extractos de ciruela y de uva procedentes de muestras de campo tratadas con penthiopyrad.

Concentracion de penthiopyrad (ng/g)’

Muestra UPLC-MS/MS® PPmi#410/HRP-PPm° PPm#410/0OVA-PPd”
Ciruela T1D1IM1 94.1+0.6 99.6 + 10.7 77.9+2.3
T1D1M2 374.1+83 364.1+44.5 350.3+11.4
T1D3M1 10.7+0.1 129+1.4 112403
T1D3M2 8.0+0.1 10.2+1.0 n.c.’
T1D5M1 22.5+0.7 26.6+3.4 19.6+1.3
T1D5M2 17.14£0.5 241+1.2 13.0+0.3
T1D7M1 7.8+0.0 n.c. n.c.
T1D7M2 40.9 0.8 42.1+3.8 41.8+3.6
T2D1M1 27.0+0.0 28.6+3.7 23.6+1.2
T2D1M2 10.1+0.1 12.5+0.8 n.c.
T2D3M1 43.1+0.8 51.0+2.2 41.7+3.8
T2D3M2 32.0+1.0 39.0+6.2 26.5+0.9
T2D5M1 46.8 0.2 56.5+2.2 46.3+4.1
T2D5M2 123407 15.2+0.5 124+1.1
T2D7M1 104.9 +0.9 119.6 £ 13.5 95.2 +5.4
T2D7M2 15.2+0.1 20.7+1.3 13.6+0.3
Uva bobal  T1D1 469.0 +13.1 450.4 +11.6 486.2 + 13.0
T1D3 569.8 + 1.5 577.1+47.0 602.5 + 33.0
T2D1 256.8 + 2.8 253.7+35.9 214.5+16.8
T2D3 646.1 + 16.9 697.4 + 44.6 536.5 + 20.1
Uva T1D1 293.9+0.3 297.5+39.5 262.3+21.3
garnacha T1D3 419.4 +9.1 443.8 +55.4 416.6 +25.1
T2D1 555.6 + 3.2 607.1 + 49.6 432.2+47.9
T2D3 204.0 £ 0.6 229.6 £21.0 214.6 +16.1
Uva T1D1 304.6 +5.9 300.7 +26.1 251.6 +7.5
macabeo T1D3 313.0+3.4 312.1+30.6 266.3 + 15.2
T2D1 736.9+1.3 893.9 +47.1 722.2+56.5
T2D3 518.5+4.7 618.4 +15.8 421.3+389
Uva T1D1 666.0 + 0.9 658.8 + 46.6 494.2 +47.0
tempranillo 5153 437.7+6.2 436.6 + 34.9 314.1+34.9
T2D1 597.1+14.6 650.5 + 16.6 468.9 + 44.4
T2D3 734.5+6.3 727.9 +44.4 606.4 + 14.5

® Los valores se expresan como media y desviacién estandar de las réplicas indicadas en cada caso. ~ Los
resultados son la media de dos réplicas independientes. © Los resultados son la media de cinco réplicas

independientes. 4 Concentracién hallada inferior al limite de cuantificacién del método.
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Tabla Alll.3. Concentraciones de fluopyram y penthiopyrad halladas mediante
los inmunoensayos desarrollados en vinos procedentes de las muestras de

campo de uva tratadas con los fungicidas.”

Concentracion de analito (ng/g)’

Fluopyram Penthiopyrad
Variedad Muestra Directo Indirecto Directo Indirecto
Bobal TiD1 170+1 133+5 223 +31 220+ 19
T1D3 189+6 135+3 334+21 228 £ 15
T2D1 26+2 24+2 165+ 17 111+6

T2D3 198+ 14 144 £ 11 322+41 241+ 16

Garnacha TiD1 184 +9 117 +3 207 £ 28 124+ 8
T1D3 153+9 117 +7 238 +15 139+9
T2D1 245+ 14 167 £13 259 +£50 240+ 20
T2D3 431+12 294 + 17 120 £ 20 73+3

Macabeo TiD1 122 +2 96+5 135+ 15 905
T1D3 106 £9 866 235+35 169 + 13
T2D1 450 £ 31 373+22 512 + 26 389 £ 35
T2D3 144 £ 5 121+2 397 +37 27320

Tempranillo TiD1 254 +12 215+10 376 +77 289+ 13

T1D3 209 + 18 171+7 282 +35 183 +18
T2D1 71+11 46+5 417 £ 47 224 +27
T2D3 114 +11 63+7 648 + 43 335+21

® Los valores estan expresados como media y desviacién estandar de 5 réplicas
independientes.
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