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ABREVIATURAS

AptOTA: Aptamero especifico de ocratoxina A

AptOTA-bi: Aptdmero especifico de ocratoxina A biotinilado

AuNPs: Nanoparticulas de oro

BSA: Albumina Sérica bovina

DON: Deoxinivalenol

ELISA: Enzyme Linked ImmunoSorbent Assay

eaMBs: Microparticulas magnéticas funcionalizadas con estreptavidina
EDC: 1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida

FAO: Food and Agriculture Organization

FB: Fumonisina

HPLC-FLD: Cromatografia liquida de alta resolucién con deteccidn fluorescente
HPLC-MS: Cromatografia liquida de alta resolucién acoplada a espectrometria de masas
HRP: Peroxidasa de rdbano picante

IARC: Agencia Internacional para la investigacion sobre el Cancer

LOD: Limite de deteccidn

mAbOTA : Anticuerpo monoclonal especifico para OTA

MBs: Particulas magnéticas

MBs-prG: Particulas magnéticas funcionalizadas con proteina G

NHS: N-hidroxisuccinimida

OTA: Ocratoxina A

OTA-BSA: Conjugado ocratoxina A con la albumina sérica bovina
OTA-HRP: Conjugado ocratoxina A con la peroxidasa

OTB: Ocratoxina B

OTC: Ocratoxina C

pAbOTA: Anticuerpo policlonal de OTA

PBS: Tampdn fosfato salino



PBS: Tampdn fosfato salino con Tween 20

SELEX: Systematic Evolution of Ligands by Exponential Enrichment
SPR: Resonancia de Plasmdn Superficial

TLC: Cromatografia liquida en capa fina

TMB: 3,3’,5, 5'- tetrametilbencidina



RESUMEN

La ocratoxina A (OTA) es una micotoxina producida por ciertas especies de hongos Aspergillus
o Penicillium en una serie de alimentos y presenta actividad nefrotdxica, teratogénica,
carcinogénica e inmunotdxica que afecta tanto a animales como a humanos. Se encuentra
presente en numerosos tipos de alimentos como vino, mosto, frutos secos, cerveza, trigo, etc.
Las principales vias de incorporacién son a través de la ingestion, inhalacidon y absorcion a
través de la piel. Debido a estos efectos toxicoldgicos, la legislacidn internacional en referencia
a la OTA es extremadamente restrictiva y cada vez mas exigente. Los contenidos mdaximos
permitidos de OTA en diferentes alimentos y piensos estan en los niveles de ng g*. Se va a
llevar a cabo el estudio de diferentes elementos de biorreconocimiento mediante la técnica
espectrofotométrica ELISA. Los estudios que se llevan a cabo son mediante dos esquemas de
trabajo diferente, esquema competitivo directo donde el elemento de biorreconocimiento es
inmovilizado sobre la superficie de las particulas magnéticas o mediante un esquema
competitivo indirecto en el cual es el analito objeto de estudio es el que se une a las particulas
magnéticas. Las particulas mejoran considerablemente el rendimiento de la reaccion
inmunolégica debido a una rapida cinética de inmunoensayo ya que las particulas se
encuentran en suspension, facilitando ademads los protocolos de lavado y separacién. Durante
el ensayo se llevan a cabo etapas de lavado y separacidon con la ayuda de un separador
magnético evitandose adsorciones inespecificas o interferencias de matriz sobre la superficie
de la placa ELISA, posteriormente se lleva a cabo la etapa de competicion entre la OTAy la OTA
marcada con la enzima peroxidasa (HRP), ésta tltima compite con la primera por los sitios de
union libres del elemento de biorreconocimiento. La reaccién enzimatica se lleva a cabo
mediante el uso de 3,3’,5,5-tetrametilbenzidina (TMB) en un tiempo de 20 minutos y una
posterior medida de absorbancia a una longitud de onda de 450 nm. Complementariamente a
estos ensayos se recurre a otras técnicas espectroscdpicas (SPR, fluorescencia y absorcion UV-
Vis) que nos permitan estudiar tanto el grado de inmovilizacién sobre las particulas magnéticas
como las posibles reacciones de afinidad entre el elemento de biorreconocimiento y el analito.
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Capitulo 1: INTRODUCCION

1.1 MICOTOXINAS

Las micotoxinas son productos naturales de bajo peso molecular (300-400 Daltons) creados
como metabolitos secundarios producidos por los filamentos de hongos. Estos metabolitos
constituyen un conjunto heterogéneo quimico y téxico pudiendo producir enfermedades en
los seres humanos y en otros vertebrados ™.

Los cultivos son susceptibles a la contaminacion por hongos por lo que las micotoxinas afectan
a una amplia gama de productos agricolas ya que son producidas en las plantas (trigo, maiz,
arroz, frutos secos, uvas, etc) en el campo o durante su almacenamiento y procesado. La
produccién de las micotoxinas y su grado de contaminacion depende de la cepa del hongo, el
sustrato y las condiciones de temperatura y humedad. Son generalmente termoestables
durante los procesos térmicos, persistiendo durante la transformacién de la planta
contaminada 2.

Se estima que el 25 % de los cultivos alimentarios mundiales, incluyendo los alimentos basicos
se ven afectados por hongos productores de micotoxinas. Segun las estimaciones de la FAOQ,
las pérdidas mundiales de productos alimenticios debidas a las micotoxinas son del orden de

1000 millones de toneladas al afio .

Por todo esto, por la presencia contaminante en una gran variedad de alimentos y por su
elevada toxicidad en personas y animales, las micotoxinas estan recibiendo en la actualidad
una importancia cada vez mayor, pasando a formar parte de la cadena alimentaria. Los altos
niveles de micotoxinas en la dieta pueden producir riesgos para la salud muy graves como
genotoxicidad, efectos cancerigenos, inmunodepresion, dafios en multiples érganos como son
higado, rifién, sistema nervioso y endocrino entre otros. En general, el riesgo de intoxicacion
por micotoxinas en los seres humanos es bajo en comparacién con el envenenamiento
microbiolégico o con la contaminacién quimica pero debido a su toxicidad crénica y a la
produccién de cancer se considera de alto riesgo “

El nUmero de micotoxinas conocidas superan las 300, clasificAndose en funcidn del hongo que
las origina pudiendo ser originadas a partir de una o mas especies de hongos especificas 5l Los
tres géneros de hongos mds importantes en la produccién de micotoxinas son Aspergillus,
Penicillum y Fusarium dependiendo su produccién de factores como la temperatura y la
humedad.

Las micotoxinas mads importantes son las aflatoxinas (AFs), ocratoxinas y tricotecenos
(fumonisinas (FB), deoxivalenol (DON), T-2, HT-2, etc) variando su toxicidad en funcidn del tipo
de micotoxina.

1



2 | Capitulo 1: Introduccién

1.1.1 Ocratoxina A

La ocratoxina A (OTA) fue descubierta en 1965 y es una micotoxina naturalmente fluorescente
producida por hongos como Aspergillus o Penicillum. La OTA normalmente se produce durante
el almacenamiento donde se dan las condiciones necesarias para el crecimiento del moho y la
produccién de esta micotoxina'®. Se encuentra en una gran variedad de alimentos como en los
cereales (trigo, cebada, maiz, avena y centeno), también se encuentra en alimentos de origen
tropical como es el café y cacao y en bebidas como el mosto, vino y cerveza 7,

Se pueden encontrar hasta 5 tipos de ocratoxinas siendo la mas téxica la OTA seguida de la
OTB y OTC, cuya estructura quimica consiste en una estructura ciclica 3,4-dihidro-3-metil-
isocumarina unida a través del grupo 7-carboxi al grupo de la L-B-fenilalanina mediante un

enlace amida .
L-FENILALANINA

/ —— » ISOCUMARINA

HO

Figura 1. Estructura quimica de la OTA, en donde se unen el aminodcido L-Phe con el animmo de isocumarina a trvés de un
enlace amida.

Su peso molecular es de 403,8 Dalton, y su férmula molecular es de Cy,Hi3sCINOg. La OTA
pertenece a un grupo amplio de moléculas de la misma familia (A, B, C y ésteres de ocratoxina)
gue poseen diferente toxicidad siendo ocratoxina A la de maxima toxicidad.

1.1.2 Toxicidad

La toxicidad de la OTA es debida en su mayor parte al grupo funcional de la lactona insaturada
(isocumarina) .. Es altamente hidrofébica y muy estable.

Como sucede con todas las micotoxinas, los efectos adversos que pueden tener sobre la salud
humana son muy importantes.

La OTA se considera una molécula nefrotdxica y esta clasificada por la Agencia Internacional
para la Investigacién sobre el Cancer (IARC) como posible agente carcinogénico para el hombre
(grupo 2B), también presenta una alta afinidad por las proteinas plasmaticas, lo que explica su
alta persistencia en el organismo. Se elimina por via renal y hepatobiliar o por secrecion lactea
(101

Los principales drganos afectados por esta toxina son el rifiédn y el higado, actia como
inmunosupresor y un potente teratdgeno. Es capaz de alterar la fisiologia celular de multiples
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maneras pero parece que los efectos primarios estan asociados con las enzimas involucradas
en el metabolismo de la fenilalanina, sobre todo mediante la inhibicién de la enzima implicada
en la sintesis del complejo fenilalanina-tRNA.

Se ha llegado a encontrar OTA en la leche materna, en sangre e incluso en carne de cerdo
destinada al consumo humano ™. Por todos estos problemas presentes debido a la presencia
de la OTA, la Comisién de Regulacion Europea recomendd que se redujeran los niveles de OTA
por debajo de 5 ng kg™ de peso corporal por dia.

1.1.3 Legislacién

Debido a la importancia tan relevante en el control de los niveles de OTA en diversos tipos de
alimentos, ha habido un creciente interés en los Ultimos afios por establecer unos limites
maximos permitidos cada vez mas bajos en las diferentes muestras de alimentos. Este hecho
tiene una gran relevancia analitica, ya que se precisa de métodos e instrumentacién mas
precisa y con mayor sensibilidad para poder llevar a cabo dichas determinaciones. La
legislacidn en los paises desarrollados es cada vez mas estricta y exigente en este sentido por
ello la legislacién espafiola y europea M ha establecido limites maximos aceptables para la
OTA en diferentes alimentos.

Durante los ultimos afios las concentraciones maximas permitidas de OTA en diversos
productos alimentarios oscilan entre 0,5y 10 pg kg™, en el caso de los cereales en grano sin
transformar el limite maximo era de 5 pg kg y segun el reglamento (CE) N2 594/2012 del 5 de
Julio de 2012 ha disminuido hasta 3 pg kg™.

En la tabla 1 se indican los limites maximos permitidos en diferentes muestras de alimentos
segun la dltima Directiva de la UE (Regulaciéon Europea (EC) N2 594/2012 del 5 de Julio, de
acuerdo con la Regulacidn de la Comisidn Europea, (modificando la Regulaciéon (EC)
N2105/2010).

MUESTRA MAXIMA CONCENTRACION DE OTA (pg kg')

Cereales en grano sin transformar 5,0 (3,0)
Productos derivados de los cereales 3,0
Uvas pasas 10,0
Café tostado (en grano/molido) 5,0
Café soluble 10,0
Vino/zumo de uva/ Mosto de uva 2,0
Alimentos infantiles 0,5
Alimentos dietéticos 0,5

Tabla 1. Limites mdximos permitidos en el contenido de OTA (ug kg'l) en diferentes tipos de alimentos

3
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Capitulo 1: Introduccion

Estas recomendaciones y el nimero elevado de micotoxinas que existen han propiciado el
desarrollo de una gran cantidad de proyectos de investigacion en busca de nuevos métodos
analiticos para el control de los alimentos.

1.2 METODOLOGIA ANALITICA PARA LA DETERMINACION DE OCRATOXINA A
1.2.1 Métodos cromatograficos para la determinacion de ocratoxina A

Existen diferentes métodos analiticos que pueden ser utilizados para la cuantificacién de las
micotoxinas, debido a la baja concentracién en la que se encuentran (del orden de ng g*), se
requieren métodos analiticos mas sensibles y ademds es necesario que el método se aplique a
una variedad amplia de muestras .

Normalmente el andlisis de micotoxinas es un proceso multietapa que comprende la toma de
muestra y su preparacion, la extraccion de la micotoxina de la matriz de la muestra y
finalmente la deteccién y determinacién cuantitativa ™.

Para la determinacidon de la concentracién de micotoxinas se utilizan diversos métodos
analiticos cuantitativos basados en separaciones cromatograficas, entre ellas se encuentra la
cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masas (LC-MS), cromatografia liquida de
alta resolucién (HPLC) con deteccidn ultravioleta o fluorescente y la cromatografia en capa fina
(TLC) que se usa para screening, otro método analitico de gran interés son los métodos
inmunoquimicos o los sensores dpticos como la Resonancia de Plasmon Superficial (SPR), que
permiten realizar analisis semicuantitativos y cuantitativos 4],

La técnica HPLC es el método instrumental mas usado donde se obtienen unos limites de
deteccién de 0,2 ng g en la mayoria de los alimentos y unas recuperaciones mayores al 90 %,
en el caso del estudio de la OTA se usa la deteccidon por fluorescencia (HPLC-FD) debido a que

15 La desventaja que presentan los

la OTA presenta un fluoréforo natural en sus moléculas
métodos cromatograficos es que se requiere una instrumentacién compleja, necesitando un
tiempo de andlisis elevado asi como un alto coste de reactivos y disolventes organicos.

Por los motivos anteriores, entre otros, en los uUltimos afios se han desarrollado métodos
inmunoquimicos para facilitar la determinacién de OTA “® como métodos de analisis mas
simples, rapidos y de bajo requerimiento instrumental. Un claro ejemplo de método

inmunoquimico son los ensayos ELISA.

1.2.2 Enzyme Linked Immunosorbent Assay (ELISA)

Los métodos ELISA con deteccién espectrofotométrica son muy empleados en el andlisis
rutinario, aunque generalmente sélo se usan para confirmar la presencia o no de niveles
maximos de micotoxinas en alimentos (screening). Algunas veces los métodos ELISA son
estudios previos de base para el desarrollo de nuevos inmunosensores para micotoxinas.

Pueden ser cualitativos o semi-cuantitativos y son probablemente mdas adecuados para los
propodsitos de deteccidn rapida. Es importante tener la seguridad de que tales métodos han
sido completamente validados. (www.mycotoxins.org).
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La tecnologia se basa en la capacidad de un anticuerpo especifico de distinguir la estructura
tridimensional de una micotoxina especifica y llevar a cabo una etapa de reaccién competitiva

entre el antigeno y el anticuerpo durante un tiempo de 1-2 horas.!*”

Todos los ensayos ELISA dependen de los mismos elementos basicos:

Revestimiento/captura: inmovilizacién directa o indirecta de antigenos sobre la superficie de
los pocillos de poliestireno. El antigeno se inmoviliza ya sea mediante adsorcion directa o por
medio de un anticuerpo adsorbido a los pocillos de una microplaca.

Etapa de bloqueo: Adicion de una proteina u otra molécula para cubrir todos los sitios de unién
insaturados de la superficie de los pocillos de la placa.

Competicion: Incubacidn con anticuerpos especificos de antigenos que por afinidad se unen a
los antigenos.

Medicion de la sefial: la deteccion de la sefal generada a través de la etiqueta directa o
indirecta o secundaria en el anticuerpo especifico. La sefial observada es proporcional a la
cantidad de antigeno en la muestra.

Los sucesivos lavados entre las etapas garantizan que las altas uniones especificas se

mantengan hasta la etapa de revelado de la sefial.*®

En la figura 1 se muestran los diferentes esquemas de trabajo en un ensayo ELISA
competitivo.

Substrate
)
Su hs(rate> e

Substrate kL
C Secondary

W antibody
w conjugate

Primary
. Primary
antibody antibody
conjugate Sapuire
antibody

Direct Assay Indirect Assay Capture Assay
“Sandwich”

Diagram of popular ELISA formats,

Figura 2. Diferentes esquemas de trabajo de ELISA competitivo.

Figura 3. Principio de ELISA competitivo directo para el andlisis de micotoxinas. Esquema de inmunoensayo en el pocillo ELISA.
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Existen numerosos métodos ELISA disponibles comercialmente para la determinacion de
micotoxinas basados en un ensayo competitivo. Estos kits son portables, rapidos y muy
especificos asi como de facil manejo pero presentan como desventajas, principalmente que
son de uso individual lo que incrementa su coste econémico, otras desventajas son su limitado

151 3demas de sus largos

[19]

rango de deteccion debida a la poca sensibilidad de los anticuerpos,
tiempos de analisis y la gran cantidad de falsos positivos y negativos que puede haber

La sensibilidad y especificidad de un método ELISA depende en su mayor parte de la
naturaleza, del origen y de las propiedades del anticuerpo utilizado, *® presentando mayor

sensibilidad los ensayos ELISA competitivos indirectos que de los directos 2%,

La gran ventaja que presenta el método ELISA es que es una técnica cuantitativa, rapida, de

facil operacion para determinar una gran cantidad de muestras y es sensible [22]

BIOSENSORES

Desde las ultimas dos décadas se ha comenzado a reconocer los beneficios del uso de los
biosensores como herramienta de investigacion de una forma rutinaria. Los biosensores son
dispositivos que usan receptores bioldgicos o quimicos en contacto con un transductor para
detectar analitos en una muestra.

Los receptores bioldgicos suelen ser enzimas, tejidos animales o vegetales, antigenos,
anticuerpos, acidos nucléicos, etc, son usados como elementos de biorreconocimiento para
dotar al dispositivo de la selectividad y especificidad requeridas para la determinacion de
analitos de origen muy variado en el ambito clinico, toxicolégico, medioambiental,
agroalimentario, etc [24]

El rendimiento de un biosensor depende de su capacidad para inmovilizar receptores, de la
accesibilidad de los receptores y de la baja adsorcidn inespecifica sobre el soporte sélido. Estos
requisitos son los que aportan especificidad y sensibilidad al biosensor.**!

Se pueden dividir los biosensores en cuatro grupos principales en funcién de las propiedades
fisico-quimicas de las micotoxinas:™ luminiscentes /calorimétrico, de plasmén superficial
(SPR), de microbalanza de cuarzo o sensores electroquimicos teniendo estos ultimos la ventaja
de su alta sensibilidad y simplicidad.

El uso de biosensores en el analisis de contaminantes en alimentos es una tecnologia
emergente y todavia no existen en el mercado mas que un nimero muy limitado para la
determinacion de OTA ! basandose la mayoria en la transduccién SPR.

La resonancia de plasmén superficial (SPR) es una técnica déptica donde la luz se utiliza para
excitar los plasmones en una ldmina delgada de oro unido a la superficie de un prisma de
vidrio. La resonancia es un acoplamiento entre la energia de la luz y los plasmones
superficiales en la pelicula de oro, cuando se produce la resonancia hay una absorcidn
resultante de la energia y una disminucidn en la intensidad de la luz reflejada. El angulo de la
luz incidente en el que se produce este proceso se conoce como angulo de resonancia y

depende de los indices de refraccion del prisma y de la superficie del sensor.*”!
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Los ensayos SPR se pueden clasificar dependiendo de las caracteristicas del analito, de la
muestra y de la sensibilidad que tiene el instrumento ya que la deteccién directa solamente es
util para muestras que tienen un peso molecular mayor a 10 kDa por lo que en el caso de la
OTA, al ser una molécula de bajo peso molecular (403,8 Da), se necesitan ensayos de tipo

sandwich o ensayos competitivos.m]

k Flow chamber .\
— >

Surface
plasmon

- v,

Laser Detector

Figura 4: Esquema de la etapa de interaccion antigeno-anticuerpo en SPR

SPR es una técnica util para monitorizar interacciones en tiempo real, permite caracterizar
cada paso de la inmovilizacidn y el proceso de unidn del analito, por lo que es de gran interés
para la determinacién de OTA [29] segun la bibliografia los biosensores basados en SPR con

B9 se han desarrollado métodos para la

aplicaciones en micotoxinas son los mas numerosos
deteccidon simultanea de multiples micotoxinas en un bajo tiempo de andlisis con un limite de
deteccién para la OTA de 0,1 ng ml* BY ademas de obtener un rango de respuesta muy
amplio[32].

Mediante la combinacién de las ventajas de la reaccién inmunoldgica especifica de antigeno-
anticuerpo y la alta sensibilidad y fiabilidad de la sefial de transduccién, los inmunoensayos
SPR ofrecen unos rendimientos excepcionales con respecto a la sensibilidad, especificidad,

velocidad y deteccidon multianalito en matrices analiticas complejas.[33]

1.2.2.1 INMUNOSENSORES Y APTASENSORES

En los ultimos afios, la tecnologia ha experimentado un interés particular por el uso de

inmunosensores y aptasensores para la determinacién de OTA B2 24,

Los inmunosensores y aptasensores son biosensores de afinidad y se pueden clasificar
atendiendo al elemento de biorreconocimiento, si se lleva a cabo la inmovilizacion del
elemento de bioreconocimiento se trata de inmunosensores o aptasensores directos y en el
caso de la inmovilizacidn del antigeno se hablara de indirectos.

Un inmunosensor o aptasensor competitivo se basa en la competiciéon entre el analito y el
analito marcado normalmente con una enzima (en nuestro caso HRP) por los sitios de union
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del anticuerpo por lo que cuanto mayor es la concentracién del analito menor es la unién del

| B3] B8 En este

analito marcado al anticuerpo produciéndose de esta forma una menor sefia
tipo de esquema se cumple que la concentracidn de analito es inversamente proporcional a la

sefial.

Los inmunosensores estdn basados en el uso de anticuerpos como elemento de
biorreconocimiento de la OTA. Los anticuerpos pueden ser policlonales o monoclonales
siendo los ultimos mucho mas especificos y de mayor afinidad hacia el analito que los
primeros.

Antigem
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Figura 5: Representacion grdfica de un anticuerpo
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En los esquemas directos, la inmovilizacién del elemento de bioreconocimiento se considera
como un paso critico en el desarrollo de un inmunosensor, la mayor afinidad entre antigeno-
anticuerpo depende de la orientacién del anticuerpo 7.,

Cada vez es mas emergente el uso de inmunosensores, de ahi que se pueda encontrar una
amplia bibliografia, se encuentran articulos donde se estudian las diferentes superficies sélidas
donde llevar a cabo la inmovilizacién tanto del anticuerpo como del antigeno como es el caso
del uso de membranas de nitrocelulosa donde se usa BSA como bloqueante ©°.

Dado que nuestro trabajo de investigacién se centra en la determinacion de OTA se va a

mencionar a continuacion algunos estudios para esta micotoxina.

En los ultimos afios se ha desarrollado el uso de inmunosensores electroquimicos para la
determinacidon de OTA en vino y cereales basados en inmunoensayos competitivos directos e

indirectos. En ambos casos se consiguieron obtener limites de deteccién por debajo de los

[38]

limites legales establecidos “*' . Este tipo de inmunosensor permite una cuantificacién sencilla

y sensible de la OTA muy por debajo de los limites de concentracién regulados por la Comisién
Europea donde los resultados obtenidos demuestran que son unas potentes y novedosas
herramientas analiticas para la determinacidon de OTA, manteniendo una alta correlacién con

B39 Son posibles mejoras

[40]

los resultados obtenidos con la metodologia oficial (HPLC-FD)
analiticas mediante el uso de nanoparticulas de oro como superficie sélida de inmovilizacion
como se comentara posteriormente.

La determinacion de la concentracién de OTA en un inmunoensayo competitivo se lleva a cabo
a partir del ajuste a una sigmoide mediante el modelo de los 4 parametros logisticos a través
de la ecuacioén:

+ ('rumx B j,111i11 )

f(X) = fmiu
1+(x/EC,, )"
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Los inmunosensores han revolucionado el andlisis moderno ya que son instrumentos sensibles,
selectivos, de monitoreo en tiempo real. La técnica de trabajo es sencilla y tienen una gran
velocidad de respuesta B2 La selectividad de un inmunosensor estd dada por el anticuerpo
monoclonal que se usa, mientras que la alta sensibilidad se debe a la alta afinidad del
anticuerpo y la sensibilidad de la deteccion electroquimica 1391,

El descubrimiento de los aptameros en el afio 1990 Y abrié nuevas perspectivas en el campo
de los biosensores. Los aptaremos son secuencias cortas (20 a 90 oligonucleétidos) de
oligonucledtidos de cadena sencilla (ADN, ARN) seleccionadas in vitro 4 gl procedimiento
SELEX, permite en un principio la posibilidad de crear receptores artificiales para un rango de
tipos de moléculas practicamente ilimitado, tanto de alto peso molecular como de moléculas

[42]

de pequefio tamafio "“. Los aptaremos, debido a que tienen cadenas sencillas y flexibles,

tienen la capacidad en determinadas condiciones fisico quimicas de adquirir conformaciones
tridimensionales facilitando las interacciones especificas con la molécula diana **!.

Los aptaremos ofrecen varias ventajas sobre los anticuerpos ya que pueden ser sintetizados in
vitro en unos pocos minutos, también presentan la ventaja de su estabilidad y pueden ser
modificados facilmente proporcionando una gran flexibilidad durante el ensayo ™4,
son muy selectivos y especificos por lo que son utilizados como elementos de

biorreconocimiento utiles para biosensores para determinar OTA en alimentos.

Son muchas las investigaciones donde los aptasensores han sido desarrollados, usando

[45]

técnicas de polarizacion por flourescencia "™, cromatografia de afinidad acoplados a la

deteccion por fluorescencia molecular 44l 5 por colorimetria donde se usan las nanoparticulas
de oro (AuNPs) como indicador colorimétrico ..

Pero son los aptasensores electroquimicos los que han sido desarrollados mas recientemente,
estando muchos de ellos basados en ensayos competitivos mediante el uso de particulas

magnéticas como superficie sélida de inmovilizacion B¢

Estos tipos de aptasensores presentan una alta sensibilidad, un tiempo de respuesta rdpida,

[47]

bajo costo, presenta una instrumentacién sencilla "' y con posibilidad de hacer un andlisis in

situ.

1.3 USO DE PARTICULAS MAGNETICAS

Para que un elemento de biorreconocimiento funcione correctamente es necesario que se
inmovilice sobre un soporte sélido. Esta etapa de inmovilizacién es muy importante que se
controle para conseguir una alta reactividad, buena orientacién y accesibilidad, estabilidad
sobre la superficie y conseguir una minima unidn inespecifica. Las particulas magnéticas
(MBs) son una herramienta poderosa que se presenta en una gran variedad de bioensayos ya
gue su uso aporta una gran variedad de ventajas. Su uso mejora la afinidad entre antigeno y el
elemento de biorreconocimiento mediante una cinética rdpida debido a que las MBs se
encuentran en suspension. El posible efecto matriz se reduce considerablemente debido a que
gracias a un separador magnético se pueden efectuar correctamente las etapas de lavado y de
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[4

separacion 8 aportan sensibilidad y un sistema de deteccién rapido y portable “?, aumenta

considerablemente el rendimiento del inmunoensayo debido al incremento considerable de la
superficie de biorreconocimiento .

La unidn de los elementos de biorreconocimiento sobre las particulas magnéticas se produce
a través de los grupos funcionales (amino, carboxilo, proteina, etc) presentes en la superficie

solida de éstas. Dicha unidn se produce mediante la formacién de un enlace covalente.

En nuestro tema de estudio se usan diferentes tipos de particulas magnéticas como superficie
solida donde se lleva a cabo la inmovilizacidn de los elementos de biorreconocimiento. Antes

B9 que permitan eliminar los

de la etapa de inmovilizacién se lleva a cabo una serie de lavados
posibles conservantes que puedan contener, dichas etapas de lavados antes, durante y
después de la etapa de inmovilizacidn se realizan con la ayuda de un separador magnético que
es capaz de atraer a las particulas magnéticas con los bioreactivos inmovilizados y permite

eliminar los bioreactivos que no han reaccionado.

Dynabeads” J—%
Bind antibody -~
(crosslinking optional) Q=<
Immunoprecipitate
target antigen \M

|

Elute target antigen g\jg%+/’+ %

Figura 6: ejemplo de inmovilizacion de las MBs mediante un esquema directo.
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Capitulo 2: OBJETIVOS

El objetivo general que se plantea en este trabajo de investigacion se centra en el estudio de

diferentes elementos de biorreconocimiento para la determinacién de la OTA, estudidndose la

reaccion de afinidad entre este elemento de biorreconocimiento selectivo a la OTA y ésta

ultima.

Estos dos elementos de biorreconociemiento objeto de estudio son un aptdmero y un

anticuerpo monoclonal, que son el elemento fundamental para el desarrollo posible final tanto

de un aptasensor como de un inmunosensor electroquimicos respectivamente.

Una vez planteado el objetivo general, se pretende conseguir los siguientes objetivos mas

especificos:

1.

Estudio y optimizacién de los diferentes pardmetros que intervienen en la reaccion de
afinidad entre la OTA que es el analito objeto de estudio y el aptdmero de la OTA
(AptOTA). Se estudiaron dos aptameros, uno modificado con biotina en el extremo 5’ y
otro sin biotina. En todos los casos se trabajé sobre particulas magnéticas (MBs) como
superficie solida para inmovilizar el elemento de biorreconocimiento, tanto en el
estudio de un esquema directo como indirecto competitivo mediante ensayo ELISA
realizando previamente los oportunos estudios de inmovilizacidn sobre las MBs vy
estudios de afinidad. Entre los parametros a optimizar se encuentran la eleccion de las
particulas magnéticas dptimas, eleccién de bloqueantes y activadores, concentracion
de AptOTA y AptOTA-bi, etc

Estudio de la reaccion de afinidad entre los diferentes elementos de
biorreconocimiento y la OTA-BSA mediante la técnica de Resonancia de Plasmdn
Superficial (SPR). Para ello se lleva a cabo la inmovilizaciéon del conjugado OTA-BSA
sobre la superficie del chip de dextrano y a continuacién se hace reaccionar con el
correspondiente elemento de biorreconocimiento.

Estudio y optimizacién de los diferentes pardmetros que intervienen en la reaccion de
afinidad entre la OTA que es el analito objeto de estudio y el anticuerpo monoclonal
sobre las MBs, en el estudio de un esquema directo competitivo mediante ensayo
ELISA. Entre los parametros a optimizar se encuentran la concentracidn del conjugado
enzimatico (OTA-HRP), la eleccion de las particulas magnéticas dptimas, el tiempo de
la etapa de inmovilizacién y de competicion, etc.

11
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Capitulo 3: EXPERIMENTAL

3.1. ESTUDIO DE LA REACCION DE AFINIDAD ENTRE LA OCRATOXINA A Y APTAMERO SOBRE
PARTICULAS MAGNETICAS: ESQUEMA DIRECTO E INDIRECTO

En este primer apartado se describe la caracterizaciéon de la reaccién de afinidad entre el
aptamero selectivo a OTA y la OTA y/o OTA-HRP mediante diferentes técnicas
espectroscdpicas usando MBs como superficie sélida donde tiene lugar la etapa de
inmovilizacién y competicion. También se llevd a cabo una experiencia donde se estudiaron las
posibles uniones inespecificas que pueda haber tanto entre la enzima peroxidasa con las MBs
en ausencia de elemento de biorreconocimiento o del AptOTA con las MBs que presentan
grupo NH,. El estudio sobre el aptamero puede quedar dividido principalmente en dos
esquemas de ensayo:

=  Esquema directo competitivo: eaMBs-AptOTA-bi + OTA/OTA-HRP

En este primer esquema de trabajo se pretende estudiar, mediante la técnica
espectrofotométrica ELISA, diferentes tipos de MBs funcionalizadas con estreptavidina y
optimizar las concentraciones de OTA-HRP y de AptOTA-bi. Al ser un esquema directo se
inmoviliza el AptOTA-bi sobre las MB:s.

= Esquema indirecto competitivo: MBs-NH,-OTA/OTA + AptOTA-bi/AptOTA

Este esquema de trabajo abarca el uso de diferentes técnicas (ELISA espectrofotométrico,
fluorescencia y abosorbancia) ya que se pretende estudiar nuevamente, mediante
espectroscopia de absorcidon y mediante inmunoensayo espectrofotométrico la afinidad entre
aptameros (con y sin biotina), de diferentes casas comerciales, con la OTA. Al ser un esquema
indirecto, la OTA se inmoviliza sobre las MBs modificadas con el grupo amino y a continuacion
se hacen reaccionar con el aptdmero. Mediante fluorescencia se estudiara el porcentaje de
inmovilizacién de la OTA (previamente activada) sobre las MBs-NH,.

3.1.1 Materiales e instrumentacion
El instrumento usado para el estudio de dichas reacciones de afinidad mediante técnicas

espectrofotométricas es un lector de placas ELISA (Enzyme-Linked Immunosorbent Assay)
(Biorad microplat reader, Modelo 680) como el que se muestra a continuacion:



Estudio de superficies de biorreconocimiento de ocratoxina A en el desarrollo de una

plataforma multisensora electroquimica para micotoxinas

Figura 7. Lector de placas ELISA (Biorad microplat reader, Modelo 680)

Para llevar a cabo las diferentes etapas para el estudio de afinidad se usan placas ELISA de
poliestireno con 96 pocillos (IWAKI, Japén; figura 8) y un separador magnético (Life
Technologies, figura 9) que ayuda a que las particulas magnéticas queden retenidas
adecuadamente.

Figura 8. Placa ELISA de poliestireno Figura 9. Separador magnético ELISA

Se usan también eppendorfs donde se lleva a cabo la inmovilizacién tanto del elemento de
biorreconocimiento como del analito, segin el tipo de esquema que se siga, sobre las
particulas magnéticas y su correspondiente separador magnético (Promega, Madison, USA;
figura 10) para realizar las sucesivas etapas de separacion.

Figura 10. Separador magnético para eppendorfs

Las micropipetas a usar son de volumenes comprendidos entre 5 y 1000 ul (Crison, Barcelona,
Espafia).

También se necesita un agitador Thermomixer Compact, para 24 viales eppendorf (Eppendorf
Ibérica, Madrid, Espaia; figura 11) y un agitador tipo vortex (Reax-control; figura 12).

13
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Figura 11. Thermomixer Compact (Eppendorf Ibérica, Madrid, Espafia) Figura 12.Aagitador tipo vortex (Reax-control)

En los casos de estudio por espectroscopia de absorcidn molecular UV-Vis y fluorescencia se
trabaja con los siguientes equipos:

Figura 14. Espectrofotémetro diode Array (Hewlett Packard, USA)

3.1.2 Reactivos y tampones

Tampones

=  Tampdn A: 5 mM Tris —HCI, 0,5 mM EDTA, 1M NaCl, pH 7,5.

=  Tampdn B: 10 mM Tris-HCI, 120 mM NaCl, 5 mM KCI, 20 mM CaCl,, pH 8,5.

=  Tampdn C: 10 mM PBS, 120 mM NaCl, 5 mM KCI, 20 mM CaCl, pH 7.

=  Tampdn D: 10 mM PBS, 120 mM NaCl, 5 mM KCl, 20 mM CaCl, Tween 20 (0,1%) pH 7.

=  Tampdn E: 10 mM Tris-HCI, 120 mM NaCl, 5 mM KCl, 20 mM CacCl,, Tween 20 (0,1%)
pH 8,5.

=  Tampdn F: 10 mM Tris-HCI, 120 mM NaCl, 5 mM KCI, 20 mM CaCl,, pH 6,5.

=  Tampdn G: 50 mM MES pH= 6.

=  Tampdn H: 5 mM Tris-HCl pH= 7.5, 0.5 M EDTA, 1 M NaCl.
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Tampon I: 40 mM Tris pH=7.

Reactivos generales

Superblock Blocking buffer (Thermo Scientifics)

3, 3°,5,5'- Tetrametilbencidina, TMB (Sigma-Aldrich)
H,S0, 95% (Merck, Madrid, Espafia)

Tween 20 (Sigma Aldrich)
1-Etil-3-(3-dimetillaminopropil)carbodiimida, EDC (Fluka)
N-hidroxisuccinimida, NHS (Sigma-Aldrich)

Etanolamina (Sigma-Aldrich)

Agua MilliQ

Biotina (Sigma-Aldrich)

Reactivos de inmunoensayo

Particulas magnéticas Dynabeads M-270 Streptavidin, Dynabeads M-280 Streptavidin,
Dynabeads MyOne Streptavidin C1, Dynabeads MyOne Streptavidin T1 (10 mg ml?,
Dynal, Invitrogen, Oslo, Noruega)

Particulas magnéticas magMP-NH, (28 mg mI™, Nanomyp, Granada)

Particulas magnéticas MBs-NH, M-270 (30 mg ml™, Dynal, Invitrogen, Oslo, Noruega)
Ocratoxina A (ACROS ORGANICS)

AptOTA-bi y AptOTA (AptaRes, Mittenwalde, Alemania)

AptOTA-bi y AptOTA (IBA, Alemania)

Conjugado OTA-HRP (Europroxima)

eaHRP (Sigma-Aldrich)

3.1.3 Procedimiento experimental

El esquema de trabajo se divide en dos:

Esquema directo:

= ELISA espectrofotométrico con diferentes particulas magnéticas
funcionalizadas con estreptavidina.

Principalmente se pretende seleccionar las mejores particulas magnéticas modificadas con

estreptavidina para llevar a cabo la inmovilizacién el AptOTA-bi. Por ello, se estudian
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diferentes tipos de particulas magnéticas, las particulas C1, T1, M-280 y M-270 que estan
funcionalizadas con estreptavidina y que difieren entre ellas en su capacidad de unién sobre
el oligonucleétido, por ello la concentracidn de AptOTA-bi (AptaRes) adicionada va en relacidn
con la capacidad de unidn de las eaMBs, adicionandose en este caso la mitad de los moles, ya
que asi hay mas posibilidad de que queden inmovilizados sobre la superficie de las particulas, y
por ello se estudian los cuatro tipos. Se adiciona ademds una concentraciéon de 100 mg I de
biotina para bloquear los posibles sitios de unién de estreptavidina que puedan haber
quedado libres tras la inmovilizacion del AptOTA-bi y por lo tanto contribuir a un efecto
importante de unién no especifica. También es muy importante la concentracién del
conjugado enzimatico OTA-HRP en relacién con los sitios de unién del AptOTA-bi,
normalmente la relacién molar de aptamero y de OTA-HRP es de 1:1 pero en este caso se
afade un exceso de dos veces mas de moles de OTA-HRP en funcién de los moles de AptOTA-
bi ya que asi es mas probable que sean reconocidas mas moléculas de OTA-HRP. Ademas de lo
indicado hasta ahora y como se comentd en su momento, se estudiara la sefial de absorbancia
en ausencia de OTA-HRP y la unién inespecifica posible en presencia de HRP.

El procedimiento de trabajo se recoge en el Anexo I.
e Esquema indirecto:
= ELISA espectrofotométrico con MBs de grupo amino.

El uso de las MBs-NH, conlleva a que el esquema de trabajo sea indirecto, por ello difieren de
las anteriores en el grupo terminal amino donde se inmoviliza la OTA que debera ser
reconocida posteriormente por el AptOTA (elemento de biorreconocimiento).

Se selecciona dicha técnica para llevar a cabo el estudio de la afinidad entre el elemento de
biorreconocimiento y analito previamente inmovilizado en la superficie sdlida de las particulas
magnéticas. También se estudia la unidn inespecifica que se pueda dar entre las MBs-NH, con
el AptOTA y con la eaHRP y la propia union inespecifica de las particulas sobre la superficie de
poliestireno de la placa ELISA. Ademas también es posible que se de la unién inespecifica entre
las MBs-NH,-OTA con la eaHRP.

La relacién molar entre AptOTA y OTA fue diferente dependiendo de las particulas magnéticas
utilizadas, en el caso de las MBs-NH, de la casa comercial Nanomyp se usé una relacién molar
1:1, por lo que para diferentes cantidades de OTA (1, 10, 40 y 80 ng ml™") a optimizar se afiadié
la concentracién de aptamero correspondiente a la concentracién mas alta de OTA (80 ng mlI’
1), por lo que habra tanto una relacién molar de aptdmero como un exceso de éste. En el caso
de las de la casa comercial Dynal la relacién molar es la misma afiadiéndose también un
exceso. Se requiere el uso de EDC y de EDC/NHS + NH,OH como activantes.

Para abordar este ensayo es necesario bloquear las MBs-NH, activadas con EDC/NHS ya que el
AptOTA-bi se une inespecificamente a las mismas, los dos bloqueantes a estudiar han sido la
alblmina sérica bovina (BSA) en una concentracidén de 10 mg ml™y la etanolamina ( 1 M, pH
8,5)

El protocolo de trabajo se recoge en el Anexo Il.
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= Maedidas por flourescencia

Sabiendo que la OTA presenta propiedades fluorescentes se utilizd esta técnica dptica para el
estudio del porcentaje de inmovilizacién de ésta sobre las particulas magnéticas. El uso de
estas MBs requiere también el uso de activantes por lo que ademas se estudiaron las
propiedades fluorescentes de la OTA y de la OTA activada previamente.

El protocolo de trabajo se recoge en el Anexo lll.

= Maedidas por espectroscopia de abasorbancia molecular UV-Vis

El AptOTA y AptOTA-bi presentan un maximo de absorcién a una longitud de onda de 260 nm
por lo que se aprovecha esta caracteristica para estudiar la afinidad entre el aptamero y la OTA
de diferentes casas comerciales. La OTA ha sido previamente inmovilizada sobre la superficie
de las particulas magnéticas (MBs-NH,). Se estudid en primer lugar las absorbancia que
presenta el AptOTA (a diferentes concentraciones), en segundo lugar la absorbancia de las
MBs-NH,-OTA, y finalmente la absorbancia del sobrenadante de las MBs-NH,-OTA +AptOTA (-
bi) una vez se hubo llevado a cabo la reaccién de afinidad durante un tiempo determinado.

El uso de diferentes bloqueantes también es un pardmetro a optimizar.

El protocolo de trabajo se recoge en el Anexo IV.

3.1.4. Resultados y discusidn:

Como se indicd anteriormente se estudiaron dos tipos de ensayos competitivos:

e Estudio directo:

= ELISA espectrofotométrico con diferentes particulas magnéticas
funcionalizadas con estreptavidina.

En el presente estudio de la reaccién de afinidad entre el AptOTA-bi con presencia y ausencia
de OTA-HRP se utilizaron particulas magnéticas funcionalizadas con esptreptavidina. El
AptOTA-bi es de la casa comercial AptaRes. Con la adicion de un defecto de AptOTA-bi se
consiguié que se inmovilizase totalmente sobre las particulas y reconociese a la OTA-HRP
afiadida en exceso consiguiéndose valores de absorbancia elevados, en el caso de no afadir
OTA-HRP los valores de absorbancia eran préximos a cero.
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Los resultados obtenidos fueron los siguientes:

0,35

i
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02 | M-270
015 - M-280
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0,05
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0,05 -
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Figura 15: Resultados experimentales ELISA. 15 minutos de inmovilizacion de AptOTA-bi. Blancos y concentraciones
mdximas de OTA-HRP (0 y 2,5 mg/I) segtin particulas M-270, M-280, C1 y T1. Tiempo incubacion: 30 minutos. Bloqueado con
biotina 1000 mg/I. Tiempo bloqueo: 30 minutos.

A la vista de los resultados recogidos en la figura 15 se puede decir que en las experiencias
donde no hay OTA-HRP las sefiales de absorbancia son cercanas a cero por lo que todas las
eaMBs se han comportado practicamente igual. En el caso de las experiencias con presencia de
OTA-HRP (0,049 mg I™") las MBs que reportan la mayor absorbancia (0,25) son las M-270,
seguidas de las C1 (0,15 unidades de Abs).

La duda que se puede presentar es si el AptOTA-bi inmovilizado sobre las particulas
magnéticas reconoce a la parte de la OTA o a la parte de HRP del conjugado enzimatico o en su
defecto si la HRP es capaz de unirse a las eaMBs por los sitios de unidn libres que hayan podido
no ser ocupados por el AptOTA-bi, por todo esto se repitio el ensayo en las mismas
condiciones, pero aplicando la siguiente variaciéon [21] con respecto al protocolo inicial de
trabajo que se recoge en el Anexo I: Adicion de la concentracién requerida de HRP o OTA-HRP
durante 30 minutos con agitacion y a temperatura ambiente.
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Con las modificaciones realizadas sobre el procedimiento experimental inicial se obtuvieron los
siguientes resultados:

0,35 -
0,3 -
0,25 A
0,2 - M-270
2
<L M-280
0,15 -
C1
0,1 - I T1
T
0,05 - . .
0/ U/ |
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Figura 16: Resultados experimentales ELISA. 15 minutos de inmovilizacién de AptOTA-bi. Concentraciones mdaximas
de HRP y OTA-HRP (2,5 mg I'') segiin particulas M-270, M-280, C1y T1. Tiempo incubacién: 30 minutos. Bloqueado
con biotina 1000 mg I 1, Tiempo bloqueo: 30 minutos.

Como se puede observar, se obtienen diferentes resultados al trabajar con las diferentes
eaMBs. Para el caso de las cuatro eaMBs se produce una considerable union inespecifica, la
HRP es reconocida tanto por el AptOTA-bi como por las eaMBs, siendo para el caso de la M-
270 donde mas baja es dicha unién (0,025). Estas eaMBs M-270 son las Unicas que se podrian
considerar como adecuadas ya que presentan la mayor diferencia entre los valores de
absorbancia obtenidos para la unién especifica e inespecifica, en presencia o no del elemento
de biorreconocimiento, con una diferencia en el valor de absorbancia medido préximo a 0,075.
Como consecuencia de todas estas experiencias con los diferentes tipos de eMBs se puede
concluir que debido a la poca reproducibilidad de los resultados, a la alta unidn inespecifica y
baja unién especifica se decide cambiar a un esquema competitivo indirecto por lo que
conlleva a cambiar de particulas magnéticas.

e Esquema indirecto:
MBs de grupo amino (Nanomyp)

= ELISA espectrofotométrico

En una sola experiencia se estudiaron las diferentes reacciones de afinidad, la concentracion
de MBs utilizada ha sido de 1 mg ml™, y en su superficie sdlida se inmovilizaron diferentes
concentraciones crecientes de OTA en el rango 0 — 80 ng ml™, para una concentracién
constante de eaHRP 1:10000 y una concentracién de AptOTA proporcional a la concentracion
més alta de OTA adicionada (80 ng ml™).
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Se adiciona dicha concentracidon de AptOTA para que haya un posible exceso de aptamero
sobre las moléculas de OTA ya que la concentracidn éptima (tedrica) de aptamero es aquella
que es equimolecular con el nimero de moles de OTA en usencia de OTA-HRP.

Los estudios llevados a cabo fueron:

-Unidn inespecifica

MBs-NH,

MBs-NH, + eaHRP

MBs-NH, + ApOTA-bi
MBs-NH, + ApOTA-bi + eaHRP
MBs-NH,—-OTA + eaHRP

-Unidn especifica
MBs-NH,-OTA (1, 10, 40 y 80 ng mI™) + ApOTA-bi + eaHRP

Todo ello para 5 pg de particulas magnéticas:

0,16 -
0,14 - I
0,12 -
0,1 - MBs-MH2
” MBs-NH2 + eaHRP
2 0,08 -
< MBs-MH2 + AptOTA-bi
0,06 - I I MBs-MH2 + AptOTA-bi + eaHRP
MBs-MH2-0TA (80 pph)
0,04
0,02 - =
0 .

Figura 17: Resultados experimentales de unién inespecifica por ELISA. 2 horas de incubacion de MBs-NH,-OTA y
MBs-NH2 .30 minutos de inmovilizacion de AptOTA-bi. Adicién ea-HRP 1/10000. Tiempo incubacién 30 min.

A la vista de los resultados recogidos en la figura 17 se puede decir que hay una unién
inespecifica considerable para todos los casos.

En el caso del estudio de las MBs-NH, -OTA (80 ng ml™) se observa una muy baja unién no
especifica de la eaHRP (1:10000) a las MBs-NH, modificadas con OTA.

Para el caso de ausencia de OTA inmovilizada sobre las MBs-NH, y en presencia de AptOTA-bi
(sin eaHRP) se observa una sefial de absorbancia muy baja (0,02) lo cual es logico pues no hay
enzima HRP.
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Se observa una sefial inespecifica alta del AptOTA-bi a las MBs-NH, modificadas en presencia
de eaHRP, lo cual tiene sentido ya que el acido nucleico en presencia de EDC se unira al grupo
amino de las particulas.

Se obtienen valores de absorbancia muy bajos para el caso de MBs-NH, y MBs-NH, + eaHRP
(0,056 y 0,65 respectivamente) en el primer caso es razonable porque no hay eaHRP y en el
segundo caso se concluye que hay muy poca union inespecifica de la la eaHRP sobre las MBs-
NH, activadas con EDC.

0,25

0,15

Abs

0,05 -

1 10 40 80
[OTA] (ng ml?)

Figura 18: Resultados experimentales de union especifica por ELISA. 2 horas de incubacién de MBs-NH,-OTA y MBs-
NH2 .30 minutos de inmovilizacion de AptOTA-bi. Concentraciones de OTA (1; 10; 40 Y 80 ng mi-'). Adicién ea-HRP
1/10000. Tiempo incubacién 30 min.

En las experiencias mostradas en la figura 18 podemos observar que a medida que aumenta la
concentracion de OTA desde 1 hasta 80 ng ml™? disminuye la absorbancia medida (0,23- 0,15).
Esto se puede explicar teniendo en cuenta problemas de espacio para que el AptOTA-bi se
una alrededor de la OTA cuando hay un exceso de la misma sobre la superficie de las
particulas magnéticas. No obstante en todos los casos se ha observado una sefial de
absorbancia mayor al caso de no haber AptOTA-bi.

Como resumen podemos decir que se ha observado afinidad entre el AptOTA-bi y la OTA
inmovilizada sobre las MBs-NH,. El mayor valor de absorbancia se observa para una
concentraciéon de OTA inmovilizada de 1 ng ml™. Ademds se concluye que existen problemas
de unidn no especifica del AptOTA-bi a las MBs-NH, modificadas con EDC y almacenadas en
tampon B.
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= Maedidas por flourescencia y absorbancia

Se ha llevado a cabo el estudio, gracias a la fluorescencia intrinseca de la molécula de OTA, su
espectro de emisién a diferentes concentraciones (1, 10, 40 y 80 ng ml™) tanto de la OTA
como de la OTA con el activante EDC, posteriormente se llevd a cabo la inmovilizacion tanto de
las diferentes concentraciones de la OTA como de la OTA + EDC durante 3 horas y a
temperatura ambiente siendo medido el sobrenadante por fluorescencencia, el porcentaje de
inmovilizacién mas elevado conseguido fue de 50 % correspondiente a una concentracién de
OTA de 80 ng ml™.

A partir de ahi se estudié la afinidad entre el AptOTA y la OTA inmovilizada sobre las MBs
mediante absorbancia y la posible unién inespecifica del AptOTA con las MBs-NH,. El aptamero
(AptOTA-bi y AptOTA) utilizado es de la casa comercial AptaRes.

En primer lugar se estudid la absorbancia que presentan los aptameros de concentracion 0,5
UM en tampdn J, posteriormente se estudid la suspension tanto de las MBs-NH,.OTA como de
las MBs-NH, y finalmente la afinidad del AptOTA por la OTA (80 ng mI')inmovilizada sobre las
particulas como por las MBs-NH,, tanto el sobrenadante recogido en el separador magnético
como la disolucién resultante tras haber llevado a cabo un filtrado (filtros de Qya2de
didmetro de poro).

La concentracion de AptOTA adicionada es proporcional a los moles de OTA (2.10”7 moles).

Los resultados mostraron que el AptOTA muestra una mayor afinidad respecto al AptOTA-bi y
que practicamente no hay unidn inespecifica del AptOTA sobre las MBs-NH,. Para obtener
unos resultados consolidados se llevd a cabo la repeticion de la experiencia anterior donde se
us6 Unicamente AptOTA mediante el mismo protocolo de trabajo indicado en el Anexo IV los
resultados obtenidos mostraron una elevada unién inespecifica y una baja unién especifica.
Como consecuencia de estos resultados experimentales poco satisfactorios, se decidid estudiar
la inmovilizacion de la OTA sobre otras MBs modificadas con el grupo NH,.

MBs-NH, (M-270, Dynal)

= Medidas por fluorescencia y absorbancia

Mediante estas dos técnicas analiticas se pretende estudiar la reaccion de inmovilizacion de la
OTA sobre las MBs-NH, y posteriormente la reaccidon de unién especifica e inespecifica sobre
esta superficie sélida, utilizando el AptOTA como elemento de biorreconocimiento.

Para el estudio con las MBs-NH, (M-270) se usan como activantes EDC y EDC/NHS de
concentracién 10 mg ml™para el caso de EDCy de 15 mg mI™ para el caso de NHS.

Se llevaron a cabo las mismas experiencias que en el caso de usar MBs-NH, (Nanomyp) pero
aplicando las siguientes variaciones respecto a las indicadas en el Anexo Il apartado A: tanto
en las medidas de fluorescencia como en las de absorbancia se usé el protocolo de trabajo de
acondicionamiento de las MBs recogido en el apartado B del citado Anexo y se modificé [7]
del Anexo IV apartado A por un tiempo de incubacion de 30 minutos a temperatura
ambiente.

En el estudio por absorbancia se trabajé con AptOTA de las casas comerciales AptaRes e IBA
adicionando tanto un defecto como un exceso de moles respecto a los moles adicionados de
OTA.
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Los resultados obtenidos no fueron satisfactorios para el caso de las medidas por
fluorescencia, ya que se obtuvo Unicamente un 11 % de inmovilizaciéon de la OTA sobre las
MBs-NH, En el caso de las medidas por absorbancia indicar que se obtuvo un 64 % de afinidad
del AptOTA de la casa comercial IBA en el caso de encontrarse en exceso respecto a los moles
de OTA. La unién inespecifica existente fue de un 15 %.

= ELISA espectrofotométrico

Unidn especifica e inespecifica con diferentes aptameros.

En el estudio de la reaccion de afinidad entre AptOTA y OTA inmovilizada sobre MBs-NH, y
activadas tanto con EDC como con EDC/NHS + NH,OH, de forma general se observé que con el
aumento de concentracidon de AptOTA se consiguen mayores valores de absorbancia pero los
valores obtenidos son demasiado bajos.

Se repitié el ensayo en las mismas condiciones, pero aplicando las siguientes variaciones [16]
con respecto al protocolo inicial de trabajo que se recoge en el Anexo Il apartado B: Ahadir en
cada uno de los pocillos 50 pl de concentraciones crecientes de AptOTA (0; 0,5; 1y 2 uM) o
en su defecto tampdn J (seguin estudio de especificidad).

Para comprobar si el aumento de absorbancia respecto a un incremento de la concentracion
de AptOTA es debido a la afinidad entre AptOTA y OTA o es debido a la unién inespecifica del
AptOTA sobre las MBs-NH, se amplié el ensayo con las mismas condiciones de trabajo pero
con MBs-NH,; sin OTA inmovilizada, pudiéndose comprobar en la siguiente grafica comparativa:

04 - [APtOTA] (0 M)
0,35 - [AptOTA] (0.5 uM)
03 - [AptOTA] (1 M)
0.25 - [AptOTA] (2 uM)
%]
o il
202
0,15 -
01 -
0,05 -
0 : :
MBs-NH2 MBs-NH2 (EDC/NHS) MBs-NH2 MBs-NH2-0TA MBs-IH2-
(EDC/NHSNH20H) [EDC/NHS) (EDC/NHS+NH20H)

Figura 19: Resultados experimentales de estudio de afinidad por ELISA. 2 horas de incubacién de MBs-NH,-OTA y
MBs-NH2 activadas con EDC o con EDC/NHS + NH20H .30 minutos de inmovilizacion de AptOTA. Concentraciones de
AptOTA-bi (0; 0,02; 0,2 y 0,5 uM). Adicién ea-HRP 1/100000. Tiempo incubacion 30 min.
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A la vista de los resultados se puede concluir que hay una baja unién inespecifica del AptOTA y
de la eaHRP a las MBs-NH,. En el caso de haber modificado las MBs-NH, con EDC/NHS se
produce un mayor efecto de unién inespecifica y es debida al AptOTA ya que aumenta
respecto al aumento de concentracion. Se observa que en presencia de la OTA inmovilizada y
activada con EDC/NHS + NH,0H para una concentracién maxima de AptOTA la absorbancia es
elevada (0,35) por lo que corresponde a una unién inespecifica considerable.

Uso de diferentes bloqueantes

Con el uso de dos bloqueantes diferentes para bloquear las MBs-NH, y evitar que se produzca
reacciéon de afinidad con el AptOTA se obtuvieron absorbancias menores para las uniones
especificas entre AptOTA y OTA inmovilizada sobre las MBs-NH,.

Se repitid el ensayo anterior en las mismas condiciones, pero adicionando el siguiente punto
que ird a continuacién de [15] con respecto al protocolo inicial de trabajo que se recoge en el
Anexo Il apartado B: De cada uno de los bloqueantes se afiaden 50 pl de bloqueante en
tampon J durante 30 minutos con agitacidn suave, constante y a temperatura ambiente. Se
adiciona antes de afiadir el AptOTA con el fin de evitar su unidon no especifica sobre la
superficie de las MBs-NH..

En el estudio de la BSA se trabajé con una concetracion de 0y 0,5 uM de AptOTA:

0,09 7 M [AptOTA] (0 uM)
0,08 - [APtOTA (0.5 uM)
0,07 -
0,06 -

’

0,05 +

Abs

0,04 +
0,03
0,02 +

0,01 +

0 . . . .
MBs-NH2 MBs-NH2 (EDC/NHS) MBs-NH2 MBs-NH2-0TA
{(EDC/MHS+MH20H) (EDC/MHS)

Figura 20: Resultados experimentales de estudio de afinidad con el uso de BSA como bloqueante por ELISA. 2 horas de
incubacién de MBs-NH-OTA y MBs-NH, activadas con EDC o con EDC/NHS + NH,OH .30 minutos de inmovilizacién de AptOTA
Concentraciones de AptOTA (0 y 0,5 uM). Adicién ea-HRP 1/100000. Tiempo incubacién 30 min.
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Para el caso de la experiencia con la etanolamida se usan concentraciones de Oy 2 uM de
AptOTA:

045 7 (AptOTA] (0 pM) [(AptOTA] (2 pM)]

0 T T T 1
MBs-NH2 (EDC/NHS)  MBs-NH2 MBs-NH2-0TA MBs-NH2-0TA
(EDC/NHS+NH20H)  (EDC/NHS)  (EDC/NHS+NH20H)

Figura 21: Resultados experimentales de estudio de afinidad con el uso de etanolamida como bloqueante por ELISA. 2 horas de
incubacién de MBs-NH-OTA y MBs-NH, activadas con EDC o con EDC/NHS + NH,OH .30 minutos de inmovilizacién de AptOTA.
Concentraciones de AptOTA (0 y 0,5 uM). Adicién ea-HRP 1/100000. Tiempo incubacién 30 min.

En el caso de utilizar estos dos bloqueantes, el efecto que se ha conseguido el bloquear la OTA
inmovilizada sobre las MBs-NH,, de manera que el aptamero es incapaz de unirse
selectivamente a la OTA inmovilizada.

3.2 ESTUDIO DE LA REACCION DE AFINIDAD ENTRE OCRATOXINA A-BSA Y APTAMERO
BIOTINILADO POR RESONANCIA DE PLASMON SUPERFICIAL (SPR)

Se llevé a cabo el estudio de la reacciéon de afinidad entre los diferentes elementos de
biorreconocimiento y la OTA mediante la técnica de Resonancia de Plasmdn Superficial (SPR).
De los dos esquemas posibles de trabajo, se ha trabajado con el esquema indirecto, la OTA-
BSA se inmoviliza sobre la superficie del chip y una vez inmovilizado se estudia la interacciéon
con el AptOTA y con el AptOTA-bi.
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3.13

Materiales e instrumentacion

Todas las reacciones de afinidad se llevan a cabo en el instrumento de Resonancia de Plasmon
Superficial Biacore T200 (GE Healthcare UK Ltd, Buckinghamshire, England)

Figura 22: Instrumento de Resonancia de Plasmén Superficial (Biacore T200)

En el caso de llevar a cabo las inmovilizaciones se usa un chip Serie S CM5 con una superficie
de oro recubierta de dextrano (figura 23. Apt. a) que se coloca directamente en el equipo
(figura 23. Apt. b)

Figura 23. Apt a) chip Serie S CM5. Apt b) Introduccion del chip en el instrumento de Resonancia de Plasmén Superficial (SPR).

También fueron necesarias micropipetas de volimenes comprendidos entre 5 y 1000

(Crison, Barcelona, Espaiia) y un agitador tipo vortex para homogenizar los reactivos (Reax-
control).

3.1.4 Reactivos y tampones

Tampones

Running buffer: HBS-E, pH 7.4 (10 mM HEPES, 150 mM NacCl, 3 mM EDTA, 0.005 %
polysorbate 20 (surfactante).

Tampdn de inmovilizacion:Acetato (0,1 M, pH 4)

Tampdn SB: (10 mM HEPES, 120 mM NacCl, 5 mM KCl, 5 mM MgCL, pH 7)

Tampon BB: (10 mM Tris pH 8,5, 120 mM NaCl, 5 mM KCly 20 mM CaCl2)
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Reactivos generales

1-Etil-3-(3-dimetilaminopropil) carbodiimida (EDC) (Fluka)
Biotina(Sigma Aldrich)

Acido acético al 25 %

Glicina-HCl

N-hidroxisuccinimida (NHS) (Sigma-Aldrich)

Etanolamida (Sigma Aldrich)

Agua Milli Q

Reactivos de inmunoensayo

Aptamero de OTA ( AptOTA, AptaRes)

Aptamero de OTA biotinilado ( AptOTA-bi, AptaRes)
Aptamero de OTA ( AptOTA, IBA)

Albumina serica bovina (BSA) EC N2 232-936-2 (Sigma-Aldrich)
OTA-BSA (sintetizada laboratorio)

3.1.5 Procedimiento experimental

Inmovilizacion de la BSA y OTA-BSA sobre la superficie del microchip de dextrano.

Las condiciones que se fijaron en el equipo fueron:

Running buffer: HBS-E, pH 7.4 (10 mM HEPES, 150 mM NaCl, 3 mM EDTA, 0.005 %
polysorbate 20 (surfactante)).

Flujo : 5 pl min™

Temperatura de analisis: 25 eC

Temperatura del compartimento de muestra: 25 ¢C

El microchip presenta cuatro canales donde se puede realizar cada una de las inmovilizaciones,

en un canal se inmoviliza la OTA-BSA y en otro la BSA. La inmovilizaciéon de los diferentes

ligandos nombrados anteriormente sobre la superficie del microchip requiere un total de tres

etapas.

19 etapa: Activacién del grupo carboxilo del dextrano de la superficie del microchip mediante

la quimica de las aminas primarias, para ello se requiere la inyeccion de 50 ul de la mezcla EDC
(200 mM) + NHS (50 mM).
29 etapa: Union del ligando sobre la superficie activada del microchip. Las condiciones de

inyeccion dependen del ligando.

OTA-BSA: Inyeccion de 100ul de OTA -BSA (50 mg/l) en tampdn acetatos pH 9,6 + 10Qul de
acido acético al 25 %.

BSA: Inyeccién de 60 pl de 50 mg/| de BSA en tampdn acetatos pH 4.
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39 etapa: Bloqueo de los sitios de unién inespecifica del microchip con etanolamina mediante
la inyeccién de 60 pl de etanolamina (1 M, pH 8.5).

e Estudio de la reaccion de afinidad entre AptOTA-bi y AptOTA con la OTA-BSA y la BSA

Una vez que el ligando ha sido inmovilizado sobre la superficie del microchip se debe afadir el
elemento de biorreconocimiento (AptOTA) para poder estudiar la reaccion de afinidad entre
estas dos moléculas. Para dicho estudio hace falta inyectar 60 pl de cada uno de los distintos
elementos de biorreconocimiento (AptOTA-bi, AptOTA de dos casas comerciales diferentes) a
diferentes caudales (5-20 pl min™) y en diferentes tampones (SB y BB). También se estudia el
efecto de la temperatura a un caudal menor (2 pl min™).

3.1.6 Resultados y discusion

¢ Inmovilizacion de la OTA-BSA y BSA en diferentes canales
Una vez terminada la etapa de activacién de la superficie del microchip y la etapa de
inmovilizacién de la OTA-BSA y de la BSA cada uno en su canal se obtuvieron unas sefiales de

2698,4 RU y de 6313,1 RU respectivamente. Los sensogramas correspondientes se muestran
a continuacion:

Figura 24: Sensorgrama obtenido en el proceso de inmovilizacion del ligando. Figura 5.a: inmovilizacion de OTA-BSA sobre
dextrano del chip CM5. Figura 5.b inmovilizacion de BSA sobre dextrano del chip CM5

Por lo que se puede concluir que ha sido mas satisfactoria la inmovilizacidon de la BSA (mas RU)
sobre la superficie del dextrano que la OTA-BSA considerandose dicho valor como una buena
inmovilizacién sobre el microchip.

e Estudio de la reaccidn de afinidad entre los diferentes ligandos y aptameros.

Una vez concluida las tres etapas indicadas con anterioridad donde tanto la OTA-BSA como la
BSA han quedado previamente inmovilizadas sobre la superficie del microchip, se estudian las
diferentes reacciones de afinidad, para ello se estudian tres aptameros diferentes, uno de ellos
es biotiniliado en el extremo 5 y los otros dos sin biotinilar siendo de diferentes casas
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comerciales pudiéndose asi realizar una comparativa entre ellos y saber cual presenta una
mayor afinidad hacia la OTA.

Para cada uno de los aptameros se intenté estudiar las condiciones éptimas de trabajo para
lograr una reaccion de afinidad éptima. Los resultados se muestran a continuacion:

RESULTADO

CONCENTRACION CAUDAL (pl
i (RU)

TAMPON T°(°C
(1M) min™ Q)

5 SB 20 -24.9
AptOTA-bi 5 BB 20 -0,6
(AptaRes) 5 BB 5 -2,1
5 BB 5 37 -29,3
5 SB 20 -35,5
5 BB 20 -1,2
5 BB 5 -0,8
5 SB 2 37 -32,3
5 SB 20 -42,7
5 BB 20 -2,0
AptOTA
5 BB 5 -0,7
(AptaRes)
5 SB 2 37 -70,5
5 BB 2 37 19,3

Tabla 2: Representacion de la optimizacién de diferentes pardmetros para diferentes aptameros mediante la técnica SPR.

Vistos los resultados mostrados anteriormente se puede concluir que no hay ningun tipo de
reconocimiento entre ninguno de los aptameros estudiados con la OTA-BSA inmovilizada.
Ninguno de los cambios realizados en las diferentes variables ha mejorado considerablemente
el reconocimiento.

Esto nos sirve para poder confirmar que el aptdmero no es el elemento de biorreconocimiento
adecuado para nuestro analito, por ello se decide continuar el estudio con un anticuerpo
monoclonal especifico de OTA.

3.3 ESTUDIO DE LA REACCION DE AFINIDAD ENTRE LA OCRATOXINA A Y UN ANTICUERPO
MONOCLONAL SOBRE PARTICULAS MAGNETICAS: ESQUEMA DIRECTO

En este apartado se va a llevar a cabo la optimizacién de todos los pardmetros experimentales
gue pueden influir en la reaccidon de afinidad entre la OTA y un anticuerpo monoclonal
especifico y selectivo a esta molécula. Ademds se ha optimizado la reaccién de competicion
entre la OTA y el conjugado enzimatico OTA-HRP por los sitios libres de unién del anticuerpo
monoclonal mediante la técnica espectrofotométrica ELISA. El esquema de trabajo planteado
es un esquema directo competitivo usando la superficie sélida de las MBs funcionalizadas con
proteina G (MBs-prG) para llevar a cabo la inmovilizacién del anticuerpo monoclonal.
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3.1.7 Materiales e instrumentacion

Tanto los materiales como la instrumentacién requerida se indico previamente en el apartado
3.1.1, exceptuando el equipo de fluorescencia y de absorcién molecular UV-Vis.

3.1.8 Reactivos y tampones

Tampones

=  Tampdn fosfato (PBS): HPO4-2/H2P04- (0,1 M) y NaCl (0,138 M) pH=7,4
=  Tampdn lavado (PBST): PBS con Tween20 (0,02% m/v)

Reactivos generales

=  Superblock Blocking buffer (Thermo Scientifics)

= NaCl (Scharlau, Barcelona, Espafia)

= Na,HPO, (Sigma Aldrich)

= NaH,PO,(Scharlau, Barcelona, Espaia)

= 3,3°,5,5- Tetrametilbencidina, TMB (Sigma-Aldrich)
= H,S0, 95% (Merck, Madrid, Espafia)

= Tween 20 (Sigma Aldrich)

Reactivos de inmunoensayo

= Particulas magnéticas Dynabeads protein G, MBs-prG (30 mg ml™, Novex, Life
Technologies, Oslo, Noruega)

= Qcratoxina A (ACROS ORGANICS)

= Anticuerpo monoclonal selectivo a OTA (DE 4, R-Biopharm)

= Conjugado OTA-HRP (Europroxima, BN Arnhem, Bélgica)

3.1.9 Procedimiento experimental

Se pretende llevar a cabo, en primer lugar, el estudio de la union inespecifica de la OTA-HRP
sobre las MBs-prG, donde tiene lugar la reacciéon de inmovilizacidn del anticuerpo monoclonal
(mAbOTA) , y en segundo lugar el estudio de la afinidad entre la OTA y OTA-HRP con el
anticuerpo monoclonal especifico de OTA inmovilizado previamente en la superficie sélida de
dichas MBs-prG, por ultimo se optimizard la reaccion de competicion entre la OTA y la OTA-
HRP por los sitios libres de unién del anticuerpo monoclonal inmovilizado

Se usa la técnica ELISA espectrofotométrico para estudiar y optimizar dichas reacciones, tanto
la unién especifica como inespecifica. Para conseguir las condiciones adecuadas para que se
produzca una afinidad éptima se llevd a cabo una serie de optimizaciones que se mostraran a
continuacion.
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El esquema de trabajo para el estudio de la unién especifica es por tanto un esquema directo
competitivo, MBs-prG-mAbOTA-(OTA/OTA-HRP) donde se llevan a cabo las siguientes etapas:

-Inmovilizacién del anticuerpo monoclonal sobre las particulas magnéticas funcionalizadas con
proteina G.

-Etapa de competicion entre OTA y OTA-HRP por los sitios libres del mAbOTA.
-Etapa de revelado.
-Medida espectrofotométrica a 450 nm.

Entre las diferentes etapas se incluye una etapa de lavado de las particulas magnéticas para
eliminar el exceso de reactivos que no hayan reaccionado

El protocolo de trabajo para ambos estudios de especificidad se muestra en el Anexo V.
3.1.10 Resultados y discusion:
Comparativa union especifica e inespecifica.
En primer lugar se estudié, como se indicé en el punto anterior, la posible unién inespecifica

de las MBs-prG con la OTA-HRP con y sin competicion con la OTA y compararlo con la unién
especifica que existe con la MBs-prG-mAbOTA en la misma situacién anterior.

1 —
0,9 -
0,8 -
MBsprG + OTA-HRP
0,7 -
0,6 - MBsprG + OTA/OTA-HRP
v 0;5 B
=
< 04 - MBsprG-mAbOTA + OTA-
HRP
013 B =
02 - MBsprG-mAbOTA+
g OTA/OTA-HRP
0,1 -
0 - == =
01 - [OTA-HRP] (1/1)

Figura 25: Resultados experimentales de absorbancia ELISA. Estudio de unién inespecifica 8, 33 ul de MBsprG, 25 ul
OTA-HRP y 25 ul OTA (300 mg/I) o 25 ul de tampdn PBS. Estudio de union especifica 8, 33 ul de MBsprG-mAbOTA, 25
ul OTA-HRP y 25 ul OTA (300 mg/I) o 25 ul de tampdn PBS. Tiempo competicién= 30 min.

A la vista de los resultados recogidos en la figura 25 se puede observar la elevada reaccién de
afinidad entre el anticuerpo monoclonal inmovilizado y el conjugado enzimatico OTA-HRP.
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La barra de color morado es el valor de absorbancia medido tras llevar a cabo la etapa de
competicion, la OTA es capaz de desplazar al conjugado enzimatico OTA-HRP y no permite su
unién al anticuerpo monoclonal inmovilizado, con lo que se consigue una buena reaccién de
competicidon y una disminucion de la seiial analitica medida.

En el caso de las dos sefiales que practicamente no se aprecian en la gréfica, corresponden a la
unién no especifica que existe entre la OTA-HRP y la superficie de las MBs-prG sin anticuerpo
monoclonal inmovilizado, con lo que se puede ver que el valor de unidn no especifica es
practicamente despreciable.

Una vez que se ha estudiado que no hay unidn inespecifica, que hay competicién entre la
OTA/OTA-HRP y que hay unidn especifica hay que optimizar las condiciones de trabajo.

e Tiempo de la reaccidon de competicidn:

Es importante estudiar cual es el tiempo dptimo necesario para llevar a cabo la etapa de
competicion entre la OTA/OTA-HRP por los sitios libres de unidn del anticuerpo inmovilizado
sobre las MBs-prG, por ello se estudiaron diferentes tiempos: 15, 30 y 60 minutos. La
concentracién de OTA-HRP se mantuvo fija y la de OTA se modificé desde 0,01 ng.ml™ hasta
100 ng.ml™.

0,3 -

0,25 -

0,2 -

0,15 - H 15 min
30 min

0,1 - .
60 min

0,05 -

0,01 5 10 50 100
[OTA] (ng.ml-1)

Figura 26. Resultados experimentales de absorbancia ELISA. Trabajo con [mMAbOTA]= 5 mg/I,[OTA-HRP]=1/3 y [OTA]=0,01- 100
ng.ml’ !, Tiempo competicién= 15, 30 y 60 min.

Se representod la absorbancia medida frente a la concentracion de OTA y se ajustd a una curva
sigmoidea haciendo uso de la ecuacion de los cuatro parametros logisticos (ajuste tipico en
experiencias competitivas de este tipo) se obtiene los siguientes resultados:
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Figura 27. Ajuste sigmoideo de calibrados competitivos a diferentes tiempos de competicion. Trabajo con [mMAbOTA]= 5
mg/I,[OTA-HRP]= 1/3 y [OTA]= 0,01- 100 ng.ml"". Tiempo competicién= 15, 30 y 60 min.

Los parametros obtenidos en el ajuste sigmoideo de las tres curvas son:

Tiempo (min) Abs max Abs min Pendiente ECso (ngml™) R ‘
0,08116 0,03702 -2,531 10,04 0,999
0,2731 0,06743 -4,167 8,516 0,9989
0,1481 0,03610 -1,303 13,17 0,995

Tabla 3: Parametros obtenidos en el ajuste sigmoideo

El mejor ajuste sigmoideo se obtuvo para un tiempo de competicion de 30 minutos, donde el
valor de ICg, fue de 8,516 ngml'ly la sensibilidad (pendiente del tramo recto) de -4,167.

Por lo tanto, viendo los resultados obtenidos podemos concluir que realizando un calibrado
competitivo con concentraciones crecientes de OTA, una dilucién 1/3 de OTA-HRP y 5 ug de
MBs-prG-mAbOTA con concentracién de mAbOTA de 5 mg/I, la mayor sensibilidad se obtiene
a un tiempo de competicién de 30 minutos.

e Optimizacién de la concentracion de mAbOTA y de OTA-HRP:

Se estudiaron y compararon varias concentraciones de ambos bioreactivos. Para el caso del
anticuerpo monoclonal se comenzdé la optimizacion teniendo en cuenta la capacidad de unién
de las MBs utilizadas.

En el caso del conjugado enzimatico OTA-HRP se debe tener en cuenta que no debe estar en
exceso con respecto al anticuerpo, ya que en el caso de ausencia de competicidn, la sefial sélo
serd debida a la unién de la OTA-HRP al anticuerpo monoclonal, y si este bioreactivo estad en un
gran exceso no se observard la disminucidon de la sefial para concentraciones crecientes de
OTA.
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Por ello se decide hacer una experiencia donde se recoge dicho estudio, para la concentracion
de mAbOTA se puso la concentracidén estequiométrica y un exceso y defecto, los resultados
obtenidos se muestran en la figura 28:
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[OTA-HRP] DILUCION

Figura 28. Resultados experimentales de absorbancia ELISA. Trabajo con [mMAbOTA]=1; 5y 10 mg/l y diferentes diluciones de
[OTA-HRP]=1/1, %, 1/5 y 1/10. Tiempo competicién= 30 min.

Al trabajar con una concentracion de mAbOTA de 10 mg/I los valores de absorbancia no son
mas elevados que los obtenidos para una concentracién de 5 mg/l por lo que dicha
concentracion seria mds adecuada ya que asi no se hace un uso innecesario de mAbOTA.

Teniendo en cuenta las diferentes diluciones de OTA-HRP la dptima seria aquella que no se
diluye (1:1), debido a que se consigue la maxima sefial, las diluciones de 1/5y 1/10 no aportan
sefales concluyentes ya que son muy pequenas.

Por tanto las mayores sefiales las conseguimos para una concentracién de mAbOTA de 5 mg I
y una diluciéon de OTA-HRP de 1:1.

e Optimizacién cantidad de MBs-prG-mAbOTA:

Una vez que se ha estudiado la concentracion dptima de mAbOTA a inmovilizar hay que
optimizar cuanta cantidad de MBs-prG-mAbOTA que_hay que afadir para una concentracion
de OTA-HRP constante. Es importante optimizar la cantidad de particulas magnéticas ya que
influye directamente en la cantidad de sitios de unién del anticuerpo y en su relacién con la
concentracion necesaria de la enzima OTA-HRP, hasta ahora la cantidad utilizada ha sido de 5
ug por lo que se va a probar tamén con cantidades mayores (5, 15 y 25g). La condicdn
6ptima obtenida anteriormente para la OTA-HRP permanece invariable pero en el caso del
mADbOTA se estudia nuevamente para unas concentraciones de 1, 5y 10 mg/ml.
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Figura 29. Resultados experimentales de absorbancia ELISA. Trabajo con [MAbOTA]= 1; 5y 10 mg/ly diferentes diluciones
cantidades de MBs-prG-mAbOTA para 1/1 de OTA-HRP. Tiempo competicién= 30 min.

Observando los resultados se puede indicar que para las tres concentraciones diferentes de
anticuerpo la maxima sefal de absorbancia se obtiene para una cantidad de particulas de 25
Mg, para esta cantidad, los valores para 5y 10 mg I'* son similares por lo que seria suficiente
trabajar con una concentraciéon de 5 mg ™.

e Calibrado competitivo de OTA

Una vez optimizados los pardmetros anteriores, se realiza un calibrado para concentraciones
crecientes de OTA en el rango de 0,01 — 100 ng mI™* para una concentracién de mAbOTA de 5
mg |7 como se optimizd anteriormente. Antes de realizar las medida mediante ELISA se
observa la placa de tal manera que se puede observar la recta de calibrado a simple vista.

Donde los colores mas intensos corresponden a concentraciones bajas de OTA y los colores
menos intensos corresponden a concentraciones altas de OTA. La representacion sigmoidea
final se muestra a continuacion:
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Figura 30. Ajuste sigmoideo de calibrado competitivo. Trabajo con [MAbOTA]= 5 mg/I,[OTA-HRP]= 1/1y [OTA]= 0,01- 100 ng.ml
!, Tiempo competicién= 30 min.

Los pardmetros obtenidos en el ajuste de las cuatro curvas son:

Abs max Abs min Pendiente ECso (ngml™)

0,2228 -0,02200 -0,6978 1,357 0,993

Tabla 4: Parametros obtenidos en el ajuste sigmoideo

El ajuste sigmoideo obtenido es adecuado consiguiendo un valor de IC5o de 1,357, se consigue
una adecuada sensibilidad y competicién entre OTA y OTA-HRP.

Por lo tanto, viendo los resultados obtenidos podemos concluir que realizando un calibrado
competitivo utilizando 25 pg de MBs-prG-mAbOTA de 5 mg I de mAbOTA y 1/1 de OTA-HRP
para un rango de concentraciones de OTA de 0,01 — 100 ng mlI* se obtiene una buena
competicion entre OTA/OTA-HRP por los sitios de union del mAbOTA.
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Capitulo 4: CONCLUSIONES

En este Trabajo Fin de Master se ha realizado un estudio previo, en primer lugar de la afinidad
entre dos elementos de biorreconocimiento (aptdmero y anticuerpo) y la OTA y una posterior
optimizacion de las condiciones dptimas de trabajo con el objetivo de elegir el elemento de
biorreconociemiento éptimo.

Las conclusiones de cada apartado del trabajo se resumen a continuacién:

1) Estudio de la reaccion de afinidad entre Aptamero (AptOTA y AptOTA-bi) y OTA
sobre particulas magnéticas: Esquema directo e indirecto.

En el caso del esquema directo:

En el caso de estudiar la especificidad usando M-270, M-280, C1 y Tl como particulas
magnéticas donde se adiciond un exceso de OTA-HRP se obtiene una alta unién inespecifica, la
HRP es reconocida tanto por el AptOTA-bi como por las eaMBs y baja unién especifica entre el
elemento de biorreconocimiento con la OTA.

En el caso del esquema indirecto:

Estudio ELISA espectrofotométrico:
- En el caso del estudio de las MBs-NH, -OTA y de las MBs-NH, (Nanomyp y Dynal) se observa
una muy baja unién no especifica de la eaHRP (1:10000) sobre éstas. En el caso de las MBs-
NH, modificadas se observa una unidn inespecifica del AptOTA-bi (0,14), en el caso de usar
MBs de Nanomyp siendo practicamente despreciable al usar las MBs de Dynal.

Estudio de fluorescencia:
-En el caso del estudio de la inmovilizacién de la OTA a las particulas de Nanomyp se podria
concluir que usando EDC como activante de las MBs-NH, se obtienen porcentajes de
inmovilizacién mayores que si no se usa, de hasta un 50 %, no ocurriendo lo mismo en el caso
de las MBs de Dynal donde el porcentaje de inmovilizacién de la OTA es tan sélo del 11%.

Estudio de absorbancia:
En el estudio de especificidad mediante absorbancia se puede concluir que el AptOTA es capaz
de reconocer a la OTA inmovilizada sobre las MBs (Nanomyp) en un mayor % (82,2 %) que el
AptOTA-bi (67,1 %).
No se observd practicamete unién inespecifica del aptamero sobre las MBs-NH,. En el estudio
con MBs (Dynal) el porcentaje de afinidad especifica del AptOTA fue de 64 % vy el de afinidad
inespecifica del 15 %.

1)} Estudio de la reaccion de afinidad entre AptOTA y OTA-BSA por Resonancia de

Plasmoén Superficial (SPR)

Se produce una correcta inmovilizacién de los diferentes ligandos sobre la superficie de
dextrano de los canales del chip, en el caso de la BSA el valor de medida del proceso es de
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6313,1 RU y en el caso de la OTA-BSA es de 2698,4 RU por lo que se puede concluir que la BSA
ha sufrido una mejor inmovilizacidn sobre el chip.

Con las modificaciones llevadas a cabo en el estudio de afinidad de los diferentes aptameros
no se consiguié obtener sefiales representativas por lo que se puede concluir que no hay
ningun tipo de reconocimiento entre ninguno de los aptameros estudiados con la OTA-BSA
inmovilizada.

Esto nos sirve para poder confirmar que el aptdmero no es el elemento de biorreconocimiento
adecuado para nuestro analito.

) Estudio de la reaccion de afinidad entre mAbOTA y OTA sobre particulas magnéticas:
Esquema directo.

Elevada union especifica entre mAbOTA y la OTA/OTA-HRP y despreciable union inespecifica
entre la OTA/OTA-HRP por las particulas magnéticas es ausencia de elemento de
biorreconocimiento.

Se ha llevado a cabo la optimizacién de las condiciones de trabajo para el inmunoensayo
competitivo directo entre OTA y OTA-HRP con ELISA espectrofotométrico, las condiciones
6ptimas son:

1. mADbOTA de concentracién 5 mg I'*, que es la estequiométrica respecto a la cantidad de
particulas magnéticas, teniendo en cuenta su capacidad de union.

2. La cantidad de MBs-prG-mAbOTA es de 25 pg.

3. La dilucion de 1/1 de OTA-HRP para poder competir con un rango de concentracién de OTA
entre 0,01-100 ng ml™*

4. La sensibilidad del inmunosensor en las condiciones éptimas anteriores fue: ICsode 1,357 ng
ml’ly la sensibilidad es de -0,6978 ml ng™" de OTA.

Como conclusiones generales relevantes se quiere remarcar que el uso de AptOTA no es viable
como elemento de biorreconocimiento debido a su elevada unidn inespecifica, no suficiente
unién especifica y al bajo porcentaje de inmovilizacion de la OTA sobre las diferentes particulas
magnéticas con grupo amino terminal. El aptdmero no es capaz de reconocer a la OTA y esto
puede ser debido a que no es capaz de plegarse adecuadamente sobre el analito, indicando
como inconveniente el bajo peso molecular de la OTA.

Por todo lo anterior indicar que el anticuerpo monoclonal si que es considerado como un
elemento de reconocimiento éptimo, mediante el esquema directo donde es inmovilizado
sobre las MBs y es capaz de reconocer a la OTA donde ha quedado reflejado en todos los
ensayos realizados, muestra una elevada union especifica y una baja unién inespecifica
comportandose claramente como un ensayo competitivo donde a mayor concentracion de
analito se obtiene sefiales medidas menores.
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ANEXO I. PROTOCOLOS DE TRABAJO CON M-270, M-280, C1 Y T1 POR ELISA

A continuacidn se recogen los tampones especificos necesarios para trabajar con eaMBs (M-

270, M-

280, C1Y T1):

Tampdn A: 5 mM Tris —HCI, 0,5 mM EDTA, 1M NaCl, pH 7,5.

Tampdn B: 10 mM Tris-HCl, 120 mM NaCl, 5 mM KCl, 20 mM CacCl,, pH 8,5.

Tampodn C: 10 mM PBS, 120 mM NaCl, 5 mM KCI, 20 mM CaCl, pH 7.

Tampon D: 10 mM PBS, 120 mM NaCl, 5 mM KCl, 20 mM CaCl, Tween 20 (0,1%) pH 7.

Tampodn E: 10 mM Tris-HCI, 120 mM NaCl, 5 mM KCI, 20 mM CaCl,, Tween 20 (0,1%) pH 8,5.

Tampodn F: 10 mM Tris-HCl, 120 mM NaCl, 5 mM KCl, 20 mM Cacl,, pH 6,5.

12 Inmovilizacion AptOTA sobre las diferentes eaMBs (para ello se tiene en cuenta la
capacidad de unién de cada una de ellas por el oligonucleétido):

o Uk wnNE

N

10.
11.

12.
13.

14.

15.

16.

17.

Agitar 5 minutos las eaMBs y se toma la cantidad deseada (50 pl, 10 mg/ml).
Lavar con tampdn B, 3 lavados.

Afadir la cantidad requerida de AptOTA-bi

Para M-270 y M-280: 100 pl (1 uM) en tampdn B.

Para C1: 250 pl (1 pM) en tampdn B

Para T1: 200 ul (1 uM) en tampdn B

(Estas cantidades son en funcién de la capacidad de unién de las eaMBs).
Incubacién 10-15 minutos con agitacion a temperatura ambiente.

Colocar en el separador magnético.

Lavar con tampdn B, 3 veces.

Adicidn de biotina (100 ppm) en tampdn B.

Incubacién durante 30 minutos con agitacion suave, constante y a temperatura
ambiente.

Lavar 3 veces con tampdn B.

Re-suspender en 500 pl con tampdn By almacenar a 4 ° C hasta su uso.

Una vez que el aptamero ha sido inmovilizado sobre las particulas se lleva a cabo el
siguiente protocolo de trabajo:

Anadir de 300 ul de tampdn de bloqueo libre de proteina en cada pocillo durante 60
minutos.

Eliminar el tampdn de bloqueo

En diferentes eppendorfs (uno por cada experiencia).

Adicién de un volumen fijo eaMBs--5-biAptOTA de cada una de las diferentes
particulas.

Lavado de las eaMBs--5"-biAptOTA con tampén B.



18.

19.

20.
21.
22.
23.
24.
25.

26.
27.
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Afadir concentraciones diferentes del conjugado enzimatico OTA-HRP segln la
experiencia o de tampdn B en su defecto.

Incubacién de la OTA-HRP durante 30 minutos con agitacidon suave, constante y a
temperatura ambiente.

Lavar dos veces con tampon D

Lavar una vez con tampén C

Re-suspender en 30 pl de tampdn F.

Colocar en cada pocillo de la placa ELISA 10 pl de particulas.

Aiadir 50 ul de TMB.

Reaccién durante 20 minutos con agitacion suave constante y a temperatura
ambiente.

Adicién 50 ul H,S0,0,5 M que actlia como reactivo de parada entre la HRP y el TMB.
Medir el valor de absorbancia en el lector ELISA a una longitud de onda de 450 nm.
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ANEXO II. PROTOCOLOS DE TRABAJO CON MBs-NH, POR ELISA

A. MBs-NH, (nanomyp)

A continuacidn se recogen los tampones especificos necesarios para trabajar con MBs-NH,
(nanomyp):

Tampodn G: 50 mM MES pH= 6.

Tampdn H: 5 mM Tris-HCl pH= 7.5, 0.5 M EDTA, 1 M NacCl.

Tampodn |: 40 mM Tris pH=7.

Tampdn B: 10 mM de Tris-HCI pH 8.5, 120 mM de NaCl, 5mM de KCl y 20 mM de CaCl,.

12 Inmovilizacidn aptOTA sobre las diferentes eaMBs (para ello se tiene en cuenta la
capacidad de unién de cada una de ellas por el oligonucleétido):

1. Agitar 5 minutos las MBs y se toma la cantidad deseada (17,9 pl, 28 mg/ml, 500 pg).

2. Lavar con tampdn G dos veces.

3. Adadir la cantidad calculada de OTA o en su defecto adicionar tampdn G (segun
estudio de especificidad).

4. Afadir 100 pl de EDC de concentracién 10 mg/ml en agua milli-Q.

5. Afadir tampdn G hasta un volumen final de 500 pl.

6. Incubacion durante 3 horas con agitacion suave, constante y a temperatura ambiente.

7. Colocar en el separador magnético.

8. Lavar dos veces con tampodn | durante 10 minutos.

9. Re-suspender en 500 pl con tampdn B y almacenar a 4 ° C hasta su uso

Una vez que la OTA ha sido inmovilizado sobre las particulas se lleva a cabo el
siguiente protocolo de trabajo:

10. Afadir de 300 pl de tampdn de blogueo libre de proteina en cada pocillo durante 60
minutos.

11. Eliminar el tampdn de bloqueo

12. Afiadir en los pocillos de la placa ELISA 5 pul de MBs-NH,-OTA o MBs-NH, (5 ug).

13. Lavar con tampdn B dos veces.

14. Aiadir en cada uno de los pocillos 100 pl de las concentraciones deseadas de AptOTA-
bi 0 en su defecto tampdn B (segulin estudio de especificidad).

15. Incubaciéon durante 30 minutos con agitacion y a temperatura ambiente.

16. Lavar con tampdn H dos veces.

17. Afadir 100 pl de la disolucién eaHRP 1:10000 en tampén H.

18. Incubaciéon durante 30 minutos con agitacién suave, constante y a temperatura
ambiente.

19. Lavar con tampdn H dos veces.

20. Adadir 50 pl de TMB

21. Reaccion durante 20 minutos con agitacion suave, constante y a temperatura
ambiente.
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22. Adicion 50 pl H,S0,0,5 M que actda como reactivo de parada entre la HRP y el TMB.
23. Medir el valor de absorbancia en el lector ELISA a una longitud de onda de 450 nm.

B. MBs-NH, (M-270, Dynal)

A continuacidn se recogen los tampones especificos necesarios para trabajar con MBs-NH,
(Dynal M-270):

Tampodn K: 0,1 M MES, 0,5 M NaCl pH=6.
Tampodn J: 10 mM HEPES pH 7, 120 mM NaCl, 5mM KCly 5 mM MgCl,.
Tampodn L: 10 mM de HEPES pH 7, 120 mM NaCl, 5mM KCl y 5 mM MgCl,, Tween 20 (0,1%).

12 Inmovilizacidn aptOTA sobre las diferentes eaMBs (para ello se tiene en cuenta la

capacidad de unién de cada una de ellas por el oligonucleétido):

L o N

Agitar 5 minutos las MBs y se toma la cantidad deseada (10 pul, 30 mg/ml).

Lavar con tampdn K dos veces.

Afadir la cantidad calculada de OTA en tampdn K o en su defecto adicionar tampdn K
(segun estudio de especificidad).

Afiadir el volumen requerido de EDC (10 mg ml™) o de EDC (10 mg ml™") y de NHS (15
mg ml™) en agua milli-Q.

Afadir tampdn K hasta un volumen final de 500 pl.

Incubacién durante 2 horas con agitacion suave, constante y a temperatura ambiente.
Colocar en el separador magnético.

Eliminar el sobrenadante y afiadir si es preciso 500 pl de NH,OH (10 mM)

Incubacién durante 15 minutos con agitacién a temperatura ambiente

10. Lavar con tampdn L durante 5 minutos cuatro veces.

11.

Re-suspender en 500 pl con tampdn Ly almacenar a 4 ° C hasta su uso.

Una vez que las particulas magnéticas estan preparadas, tanto habiendo inmovilizado OTA

como Unicamente habiendo sido acondicionadas se lleva a cabo el siguiente protocolo de
trabajo:

12.

13.
14.

15.
16.

17.

18.

Afadir de 300 ul de tampdn de bloqueo libre de proteina en cada pocillo durante 60
minutos.

Eliminar el tampdn de bloqueo.

Afadir en los pocillos de la placa ELISA el volumen requerido de MBs-NH,-OTA o MBs-
NH, (5 pg).

Lavar con tampdn J dos veces.

Afadir en cada uno de los pocillos 50 ul de concentraciones crecientes de AptOTA-bi
(0;0,02; 0,2y 0,5 uM) o en su defecto tampdn J (segln estudio de especificidad).
Incubacién durante 30 minutos con agitacidn suave, constante y a temperatura
ambiente.

Lavar con tampdn L dos veces.
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19.
20.

21.
22.
23.

24.
25.

Afadir 50 ul de la disoluciéon eaHRP 1:100000 en tampdn J.

Incubacién durante 30 minutos con agitacidn suave, constante y a temperatura
ambiente.

Lavar con tampdn J dos veces.

Anadir 50 ul de TMB

Reaccién durante 20 minutos con agitaciéon suave, constante y a temperatura
ambiente.

Adicidén 50 ul H,S0,0,5 M que actiia como reactivo de parada entre la HRP y el TMB.

Medir el valor de absorbancia en el lector ELISA a una longitud de onda de 450 nm.
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ANEXO Ill. PROTOCOLOS DE TRABAJO CON MBs-NH, POR FLUORESCENCIA

A. MBs-NH, (nanomyp) y MBs-NH,(M-270, Dynal)
A continuacidn se recogen los tampones especificos necesarios para trabajar con MBs-NH,:

Tampodn G: 50 mM MES pH= 6.
Protocolo de trabajo:
1. Preparacion de las diferentes concentraciones de OTA en tampdn G
2. Realizar medida por fluorescencia.
3. Preparacion de las diferentes concentraciones de OTA + 100 pl de 10 mg ml™ de
EDC en tampdn G.
Activacion durante 30 minutos a temperatura ambiente.
5. Realizar medida por fluorescencia.
Inmovilizar la OTA o OTA + EDC sobre las particulas magnéticas segun el protocolo
de trabajo indicado en el ANEXO 2 apartado A.
7. Una vez terminada la incubacion eliminar el sobrenadante y realizar medidas por
fluorescencia.



Anexos

ANEXO IV. PROTOCOLOS DE TRABAJO CON MBs-NH, POR ESPECTROSCOPIA DE ABSORCION
MOLECULAR UV-VIS

A. MBs-NH, (nanomyp) y (M-270, Dynal)
A continuacidn se recogen los tampones especificos necesarios para trabajar con MBs-NH, :

Tampdn J: 10 mM de HEPES pH 7, 120 mM de NaCl, 5mM de KCl y 5 mM de MgCl,.
Protocolo de trabajo:

1. Preparacion de las alicuotas de AptOTA-bi y AptOTA en tampdn J de la concentracion
requerida.

Medida por espectroscopia de absorcidn UV-Vis en el maximo de absorcién.

Guardar alicuotas para su posterior uso.

Tomar 30 pl de MBs-NH,-OTA o de MBs-NH, en diferentes eppendorfs.

Lavar con tampdn J dos veces

Afadir a cada eppendof 500 pl de AptOTA-bi y AptOTA

Incubar durante 15 minutos con agitacidn suave, constante y a temperatura ambiente.
Medir el sobrenadante por absorbancia en el maximo.

W N A WN

Fitrar el sobrenadante mediante filtros de 0,22 um.
10. Medir el sobrenadante por absorbancia en el maximo.
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ANEXO V. PROTOCOLOS DE TRABAJO EN INMUNOENSAYOS POR ELISA

12 Inmovilizacion mAbOTA sobre MBs-prG (para ello se tiene en cuenta la capacidad de
union, 8 ug de mAbOTA por mg de MBs-prG):

Adicionar 10 pl (300 pg) de particulas magnéticas MBs-prG mouse.

Lavar 2 veces con 500 pl de tampdn PBST y 1 vez con 500 pl de tampdn PBS.

Se adiciona 500 pl de anticuerpo (MAbOTA), ... de la concentracidn precisa, en el caso
de estudiar la unién inespecifica se afiade 500 ul de PBS.

Se realiza la incubacidn durante 10 minutos en agitacion y a temperatura ambiente.
Lavar 2 veces con 500 pl de tampdn PBST y 1 vez con 500 pl de tampdn PBS.

Una vez inmovilizado el anticuerpo sobre las MBs-algG y resuspendido en tampén PBS
es requerido su almacenamiento 42C.

Una vez que las particulas estdan modificadas con el mAbOTA (unién especifica) o simplemente

han sido acondicionadas (unién inespecifica) se lleva a cabo el siguiente protocolo de trabajo:

w X N

Bloquear la placa ELISA 3 veces x 300 pl de Superblock Blocking buffer.

Afadir un volumen fijo de MBsprG-mAbOTA o de MBsprG.

Afadir concentraciones diferentes de OTA-HRP segun la experiencia (y OTA si es una
experiencia competitiva)

Tiempo de reaccion de competicion de 30 minutos (excepto en el caso del estudio de
los tiempos de competicidn ya que fueron a 15, 30 y 60 min) con agitacidon constante.
Eliminar sobrenadante

2 lavados con PBST y 1 lavado de PBS

Afadir 50 ul de TMB

Reaccion durante 20 min.

Adicidén 50 ul H,S0,0,5 M que actiia como reactivo de parada entre la HRP y el TMB.

10. Medir el valor de absorbancia en el lector ELISA a una longitud de onda de 450 nm.
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