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Resumen

Los anabdlicos son drogas capaces de incrementar la
retencion de nitrégeno aumentando la acumulacion
de proteinas en los animales, son utilizados en
produccion agropecuaria y entraflan un serio
problema para la salud publica (FAO/OMS, Roma,
1975). Entre estos compuestos se encuentran los
B-agonistas, los cuales empleados en dosis bajas
presentan usos terapéuticos, mientras que utilizados en
altas dosis muestran su funcién anabolizante, generan
residuos cuya acumulacion representa un peligro
para los consumidores. Debido al reporte de serias
intoxicaciones, fue prohibida su utilizaciéon como
promotores del crecimiento.

El andlisis de dichos residuos en muestras de origen
animal requiere elevada sensibilidad y selectividad.
Las metodologias usadas para su determinacién son
la cromatografia liquida y gaseosa con deteccién por
espectroscopia de masas y técnicas inmunoldgicas
como ELISA y RIA. Alternativamente, y debido
a que los B-agonistas y otros anabdlicos como el
zeranol contienen grupos electroactivos, la detecciéon
electroquimica representa una estrategia para ser
considerada. Esta deteccién combinada con el uso de
electrodos de ldminas impresas ofrece ventajas como
sencillez, versatilidad, bajo precio, minimo volumen de
muestra requerido y portatibilidad del sistema, lo que
permite realizar ensayos in situ.

La incorporaciéon de nanomateriales (nanoparticulas
metalicas, nanotubos de carbono, etc.) en la superficie
de dichos electrodos posibilita mejorar la sensibilidad

Abstract

Anabolic, drugs able to increase nitrogen retention
by increasing the accumulation of proteins in animals
have been used in livestock production and involve a
serious problem for public health (FAO/OMS, Rome
1975). Within these compounds include B-agonists,
which have therapeutic uses, but to express its
anabolic function require high doses, which generate
waste whose accumulation represents a danger for
consumers. Since the report of serious food poisoning
their use as growth promoter was banned.

The analysis of such residues in animal samples should
be performed with high sensitivity and selectivity.
The most widely used methods are techniques of
liquid chromatography and gas chromatography with
mass spectroscopy detection, but can also be used
immunological techniques such as ELISA and RIA.
Alternatively, and because the B-agonists containing
electroactive groups, electrochemical detection should
be considered. This detection combined with the use
of screen printed carbon electrodes provides many
advantages such as simplicity, versatility, low price,
minimum sample volume required and portability
system, which allows “in situ” determinations.

Another strategy to improve sensitivity over traditional
methods is the incorporation of nanomaterials (metal
nanoparticles, carbon nanotubes, etc.). These materials
represent a tool for sensors construction because they
provide an increased surface area, high conductivity,
electrocatalytic properties, as well as an excellent
biocompatibility; therefore can be used as supports
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en comparacion con los métodos tradicionales. Dichos
materiales se emplean en la construccién de sensores,
pues ofrecen un aumento en el drea superficial,
conductividad y propiedades electrocataliticas, asi
como también una excelente biocompatibilidad
por lo que pueden utilizarse como soportes para
la inmovilizacién de biomoléculas en reacciones
inmunoldgicas y/o enzimaticas.

Palabras  clave:  biosensores,  electroquimica,
nanomateriales, drogas anabélicas, muestra bovina.

for biomolecule immobilization on immunological
and/or enzymatic reactions.

Keywords: biosensors, electrochemical, nanomaterials,
anabolic drugs, bovine samples.

Introduccion

La seguridad de los alimentos se ha convertido en una
prioridad fundamental para los consumidores, los
productores y los organismos publicos debido a ciertos
acontecimientos relevantes como la enfermedad de la
vaca loca, la contaminacién de carne con dioxinas,
la utilizacién inadecuada de hormonas, antibiéticos,
derivados transgénicos, etcétera. Todos estos sucesos
demandaron un mayor control por parte de los entes
reguladores, como también mejores sistemas de
produccion y tecnologias aplicadas en los alimentos.
Esto gener6 reformas en la legislacion alimentaria
con una politica dirigida hacia la vigilancia como
mecanismo de prevenciéon. Como consecuencia de
esto la normativa ha sido reformada, para otorgar
un mayor nivel de proteccién a los consumidores
(Brambilla e al.).

La contaminacién alimentaria se puede definir como
la introduccién o la presencia de contaminantes en
los alimentos o en la cadena alimentaria que suponen
un riesgo para la salud humana (Codex alimentarius,
1999). La Organizacién Mundial de la Salud (OMS)
define como “residuo” a cualquier sustancia quimica
que persiste en un medio tras haber sido introducida en
él voluntariamente o no y cuya presencia es cuantitativa
o cualitativamente anormal. Su origen puede estar
en el ambiente, en la aplicacion de promotores del
crecimiento o de medicamentos de uso veterinario,
en los aditivos incorporados en los alimentos o
bien en sustancias procedentes de transformaciones
tecnoldgicas o tratamientos culinarios (Kuiper ef al.).

En ganaderia, los procedimientos zootécnicos,
profilicticos y terapéuticos son causa frecuente del
ingreso de contaminantes quimicos en la cadena

alimentaria, son capaces de producir intoxicaciones.

Esto supone un problema importante para la salud
publica, ya que se originan residuos en los alimentos
procedentes de los animales tratados. Dentro del
amplio grupo de residuos derivados del uso de
tratamientos veterinarios se incluyen los compuestos
antibacterianos, antimicOticos y antiparasitarios
que se emplean en la profilaxis, en el tratamiento de
diferentes enfermedades animales y como promotores
del crecimiento (tranquilizantes, compuestos de accion

tireostdtica y de accion hormonal) (Mersmann et al.).

El uso inadecuado de sustancias tales como los
B-agonistas y otras drogas anabdlicas ha demostrado
efectos cancerigenos. Algunas de estas sustancias
pasaron de ser usadas de forma terapéutica o
profilctica, a ser utilizados en dosis que potencian el

crecimiento de los animales (Smith et al.).

El empleo de drogas veterinarias representa una
herramienta importante en la produccion de alimentos
en nuestro pais, por lo que existe un creciente
interés en medidas de control mads eficaces, dado
que cualquier episodio puede conllevar la pérdida de
confianza por parte de los mercados internacionales.
Entre las sustancias consideradas peligrosas que
deben controlarse, se encuentra la familia de los
B-agonistas, que incluye compuestos como el
clembuterol (CL), zinterol (ZIN), entre otros, junto
con anabdlicos de acciéon hormonal directa como el
zeranol (ZEN) (Izquierdo-Lorenzo et al.). Estas drogas
fueron originalmente utilizadas para el tratamiento
de patologias respiratorias en el ganado debido a
su potente acciéon broncodilatadora. Sin embargo
su uso fue extendido para incrementar la retencion
de nitrégeno, aumentando asi la acumulacién de
proteinas en los animales (FAO/OMS, Roma, 1975)

con el fin de lograr una mayor producciéon en menor
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tiempo. El uso de estos compuestos ha sido prohibido,
pues la acumulacion, larga vida media y estabilidad
de sus residuos afectan la salud humana y deben ser

cuidadosamente monitoreados (Mitchell et al.).

Por las razones antes mencionadas, dichos compuestos
son controlados como residuos de medicamentos
veterinarios en el dmbito de la seguridad alimentaria
mediante varios métodos analiticos en diversas muestras
biolégicas, que incluyen Ultra cromatografia liquida de
alto rendimiento - Espectrometria de masas (UHPLC-
MS) (Nicolietal.), Cromatografia de gas - Espectrometria
de masas (GC-MS) (Yang et al.), Cromatografia liquida
- Espectrometria de masa (LC-MS) (Crescenzi et al.),
Raman scattering (SERS) (Zhu et al.), Electroforesis
capilar (CE) (Wang et al.), Enzimoinmunoensayo
(ELISA) (Pleadin et al.) e Inmunosensores (Gao et al.).
Aunque la determinacién de drogas anabdlicas por estos
métodos ha sido ampliamente utilizada en diferentes
muestras debido a su alta selectividad y sensibilidad,
presenta algunas desventajas como un elevado costo,
complejos pretratamientos de la muestra y prolongados
tiempos de andlisis. El desarrollo de un biosensor
electroquimico facilitaria dichas determinaciones y
permitiria un control més exhaustivo y econémico sin
perder sensibilidad, y con alta selectividad analitica
(Regiart et al.).

Durante los Gltimos afios, se han desarrollado diversas
técnicas de inmunoandlisis para la determinacion de
analitos, y los investigadores han enfocado su mirada
en el desarrollo de inmunosensores con deteccion
electroquimica (He ef al.). Esto se debe principalmente
a su elevada sensibilidad y buena compatibilidad
con las nuevas tecnologias, permitiendo ademads la
diferentes

miniaturizacion y la incorporacién de

nanomateriales como plataforma de reactivos
inmunoldgicos especificos a través de un proceso de
inmovilizacién adecuada. Asimismo, posibilitan el disefio
de capas de reconocimiento con excelentes propiedades:
biocompatibilidad, buena reversibilidad, estabilidad,
transferencia electronica y una elevada superficie de
reaccion que permite el incremento en la sensibilidad de
las determinaciones, debido a una mayor eficacia en las

interacciones entre muestras y reactivos (Guo et al.).

Relevancia vy justificacion

Existe un creciente interés en el campo de la seguridad
alimentaria respecto del control de sustancias utilizadas
en animales destinados al consumo humano. Entre
los elementos considerados peligrosos, se encuentra
la familia de los B-agonistas, que incluye compuestos
tales como el CL, ZIN y anabdlicos de accion hormonal
directa como ZEN.

Se hanreportado varios casos de intoxicacion alimentaria
humana con sintomas como taquicardia, temblores,
nduseas, diarrea, fiebre, mialgias, astenia e hipertension.
Su uso en la produccién agropecuaria esta prohibido en
la Argentina como en la mayoria de los paises, incluida
la Uni6én Europea. La presencia de estos residuos afecta
negativamente la exportacion de productos comestibles
de origen animal, pudiendo causar importantes pérdidas

econdmicas para nuestro pais.

Por las razones ya mencionadas, los residuos de
tales compuestos deben ser controlados en el ambito

de la

bioldgicas.

seguridad alimentaria mediante muestras
Los

para la determinacion de residuos presentan ciertas

métodos empleados actualmente
desventajas (elevado costo, pretratamientos complejos
de muestra y prolongados tiempos de andlisis, etc.),
por tanto el impulso de metodologias modernas de
analisis que ofrezcan soluciones innovadoras frente a

la problematica planteada reviste gran importancia.

Este proyecto plantea el desarrollo de biosensores
acoplados a sistemas de deteccion electroquimica, que
incorporardn materiales nanoestructurados aplicados
a la deteccion de residuos de drogas anabdlicas
presentes en muestras de interés provenientes de la
actividad agropecuaria. Es llevado a cabo por el grupo
de Bioanalitica, Electroquimica y Nanotecnologia
dirigido por el Dr. Julio Raba en el Instituto de
Quimica de San Luis (INQUISAL), Consejo Nacional
de Investigaciones Cientificas y Técnicas (CONICET),
Universidad Nacional de San Luis (UNSL), en conjunto
con la Dra. Viviana Spotorno del Instituto Nacional
de Tecnologia Agropecuaria (INTA), en el marco
de los Premios Senasa 2014-2015 a la Investigacion
y Transferencia de equipos consolidados, en su

modalidad Calidad e Inocuidad Agroalimentarias.
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Figura 1. Novillo tratado con B-agonistas (Uni6n Ciclista Internacional

[UCI], 2014).
Objetivos
Objetivo general
Desarrollo de biosensores electroquimicos — que

incorporan materiales nanoestructurados aplicados a la
determinacion de ultra trazas de drogas anabdlicas en

muestras bovinas.
Objetivos especificos

e Utilizacion de nanomateriales en sistemas de preconcen-
tracion y modificacion de electrodos empleados para la
deteccion y cuantificacion de los analitos de interés.

e Estudio de las propiedades electroanaliticas de elec-
trodos modificados con nanoparticulas metalicas, na-
notubos de carbono, entre otros, con el fin de mejorar
la sensibilidad y especificidad en las determinaciones.

e Evaluacién y optimizacion de pardmetros experi-
mentales que afectan las estrategias de deteccion
electroquimica.

e Estudio de las propiedades electroactivas de los dife-
rentes [3-agonistas, tales como CL, ZEN y ZIN me-
diante técnicas voltamperométricas.

e Utilizacién de biomoléculas (antigenos, anticuerpos,
proteinas) inmovilizadas por diferentes técnicas y en
distintos soportes, con el fin de obtener nuevas plata-
formas de inmovilizacion.

e Desarrollo de sensores enzimaticos y/o inmunolégicos,
con sistemas de deteccion electroquimica, a través de la
utilizacion de diferentes tipos de electrodos que permi-
tan la cuantificacion de analitos en muestras bioldgicas
tales como pelo, orina y suero bovino, entre otras.

Figura 2: Representacion esquematica de un inmunosensor. SPCE:
electrodo de ldminas impresas de grafito. Todas las medidas fueron

realizadas en milimetros (Messina, 2010).

Metodologia

Actividades principales

1.

Se realizara una busqueda bibliografica extensiva de los
temas relacionados con el plan de trabajo propuesto.

Se profundizard el aprendizaje y entrenamiento en
el manejo del instrumental electroquimico y las dife-
rentes técnicas electroanaliticas aplicadas.

Desde el punto de vista electroquimico, se estudiaran
las propiedades electroactivas de diferentes compues-
tos, como catecol, ter-butilcatecol, hidroquinona y
p-aminofenol, para ser utilizados como mediadores
detectados sobre electrodos desnudos y modificados
con diferentes nanomateriales.

Se estudiardn las ventajas de la amplificacion enzi-
mdtica y comportamiento electroquimico de los elec-
trodos modificados.

Se utilizardn distintas técnicas de modificacién qui-
mica de diferentes matrices, lo que permitira la in-
movilizacién de antigenos o anticuerpos, como ele-
mentos biolégicamente activos incorporados en los
sensores desarrollados.

Los sistemas desarrollados seran aplicados a la deter-
minacién de CL, ZEN y ZIN, entre otros, en mues-
tras bovinas.

La evaluacién del sistema analitico desarrollado se
realizard por medio de cifras de mérito tales como:
limites de deteccion y cuantificacion, precision, exac-
titud, frecuencia de andlisis, entre otras.
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Ventajas de los biosensores miniaturizados

e Reducidos volumenes de muestra.

e Menor consumo de reactivos.

®  Minimos tiempos de analisis.

e Multiples procesos integrados en el mismo dispositivo (portatiles).

¢ Automatizacién (confiabilidad y sensibilidad).

Tabla 1. Ventajas de los biosensores miniaturizados (Fernandez-Baldo, 2011).

Tratamiento de los animales

En el experimento, se utilizaron tres novillos holando-argentino de entre 2,5 a 3 afios de edad y aproximadamente
450 kg. De acuerdo con el fenotipo, estos animales tienen pelaje blanco con amplias regiones de pelaje negro.
Dos de ellos fueron tratados con una inyeccion intravenosa yugular de 10 mL de un formulado veterinario que
contiene 0,03 mg mL* (0,3 mg por animal) de B-agonista, segun las instrucciones del protocolo. Treinta y ocho
dias posteriores a la primera inyeccion, a estos dos animales se les aplic6 una dosis mayor, de 65 mL (1,95 mg por
animal) en dos veces, por la mafiana y por la tarde. Los tres animales fueron alimentados a pasto con libre acceso
al agua de bebida. Cada semana posterior a las aplicaciones se tomaron muestras de pelo de la misma region
del animal (de manera que siempre fuera el pelo recién crecido) y de orina que se conservaron a 4 °C hasta su
analisis. Los dias siguientes a las inyecciones se tomaron muestras de sangre, que se centrifugaron en el dia para

la separacion del suero y se guardaron a -20 °C hasta su analisis.
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Figura 3: Promedio de concentracion de CL en pelo en dos animales tratados (A, m) y en un tercer animal utilizado como control (O) cuantificado por ELISA.

Las flechas indican el tiempo de inyeccion al dia 1y dia 39, respectivamente (Spotorno, 2008).
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Desarrollo

El desarrollo de los biosensores propuestos se basa
en el empleo de electrodos de ldminas impresas con
electrodos de trabajo de diferentes materiales (oro,
grafito, con y sin modificaciones) como sistema de
deteccion electroquimica. Sobre los electrodos de
trabajo se incorporardn nanomateriales para llevar a
cabo la inmovilizacién o deteccion segin corresponda.
Entre los posibles nanomateriales para incorporar
cabe mencionar: nanoparticulas métalicas (Pt, Au,
Cu) y/o paramagnéticas, nanotubos de carbono vy
grafeno. Los electrodos modificados con materiales
nanoestructurados servirdn como plataformas para
la incorporaciéon de elementos de reconocimiento
biolégico  (inmunorreactivos) que permitan la
deteccion de manera selectiva de las drogas anabdlicas
antes mencionadas. Se estudiaran las condiciones
operativas Optimas de estas metodologias para la
determinacion de niveles extremadamente bajos de
analitos en las muestras de interés. Las aplicaciones
se centraran en forma preferencial en analitos con
propiedades terapéuticas pero ilegalmente utilizados
como anabdlicos en animales. Algunos de los analitos
propuestos para su correspondiente estudio son: CL,
ZEN y ZIN, entre otros. Para este fin se usaran técnicas
electroquimicas asociadas a metodologias de separacion/
preconcentracion. La  optimizacion se realizara
mediante herramientas quimiométricas, siguiendo los
lineamientos clasicos de la estadistica. La validacion
de los resultados se hard compardndolos con patrones

certificados o utilizando metodologias estandares.

Figura 4: Plataforma BAS C-3 conteniendo la celda para las experiencias
voltamperométricas. Electrodo de trabajo: carbono vitreo (negro), electrodo
de referencia: AglAgClI3M NaCl (blanco) y como contraelectrodo: platino
(rojo) (Bertolino, 2011).

1. Caracterizacion del sistema de trabajo

El comportamiento electroquimico de los diferentes
compuestos y sus derivados se estudiara empleando
voltamperometria ciclica (VC) y técnicas de pulso
modernas, como voltamperometria de pulso diferencial
(VPD) y voltamperometria de onda cuadrada (VOCO)
y utilizando concentraciones de sustrato del orden de
10* M o menores. También se empleardan métodos
auxiliares, como Microscopia Electrénica de Barrido
(MEB) y Microscopia Electronica de Transmision
(MET)

heterogéneos, peliculas delgadas y sistemas multicapas,

para la caracterizaciéon de materiales
y Espectrometria Dispersiva en Energia (EDE) o en
Longitudes de Onda (EDLO), segun corresponda,
para cuantificar elementos metdlicos y no metdlicos
que se apliquen en la modificacion de la superficie
de electrodos, haciendo uso del microanalisis como

técnica no destructiva.
2. Eleccion de las condiciones de trabajo

Se estudiaran las condiciones adecuadas de
concentracion, preconcentracion, el medio de trabajo
—ya sea acuoso (acido, neutro o bdsico) o no acuoso—,
posibles interferentes, etcétera. Para soluciones no
acuosas los estudios se orientardn a la busqueda de un

solvente y electrolito soporte adecuado.

3. Estudio fisicoquimico de las variables que
afectan al sistema

Se estudiard el efecto de la variacion del pH,
particularmente para los sistemas bioldgicos, el tiempo
de contacto entre los reactivos inmovilizados y la
muestra, la cinética de las reacciones involucradas, la
fuerza idnica, la velocidad de barrido y concentraciéon
inicial de reactivos. Se evaluara el potencial de pico
(E,) y la intensidad de la corriente de pico (I ), al igual
que las modificaciones del E vy del I por la adicién de

el/los analitos de interés.

4. Estudio de los mecanismos enzimaticos e

inmunolégicos

Se estudiardan los sistemas enzimdticos y/o
inmunolégicos en forma practica mediante ensayos
colorimétricos con deteccion espectrofotométrica con
el fin de comprobar su aplicabilidad a los sistemas
evaluardan distintos

desarrollados. Asimismo, se
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7. Analisis de resultados

mediadores para ser utilizados con el propédsito de

seleccionar aquellos que resulten acordes a los fines de Se realizard mediante los lineamientos cldsicos de

obtener una sefial 6ptima para el sistema de deteccion la estadistica (Currie et al.) y la constatacion de los

electroquimica. resultados en muestras de patrones certificados (CRM)

o a través de estudios de recuperacion. Para llevar a
5. Estudio delas distintas técnicas deinmovilizacion  cabo la cuantificacion, se utilizaran los datos obtenidos

de VOCO, VPD o amperometria. La precision de

Se ensayaran técnicas de inmovilizacion sobre . . ,
las técnicas desarrolladas se evaluard a través de

diferentes soportes adaptables a los sistemas en estudio . C L
determinaciones en muestras bioldgicas y/o sintéticas,

como vidrio de porosidad controlada modificado . . . .
. . ademas de su constatacion con métodos estandares.

con grupos 3-amino propilo, nanotubos de carbono

activados, superficies de carbono, oro y nanoparticulas 8. Aplicacion de las metodologias desarrolladas

magnéticas modificadas con grupos amino o carboxilo.
Los biosensores electroquimicos nanoestructurados
6. Construccion de biosensores con sistema de  seran aplicados en la detecciéon de anabdlicos en
deteccion electroquimico incorporado muestras de interés bioldgico (suero, orina, pelo)
. . . ) mediante la evaluacion de los parametros estadisticos
Se disefiaran biosensores con deteccion electroquimica de estas
que usardn electrodos de ldminas impresas de grafito,
platino u oro (con y sin modificaciones) como

plataformas para la incorporacién de inmunorreactivos

y/o enzimas.

[Media 264
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N 200
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cu
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Figura 5: Caracterizaciéon de nanoparticulas de cobre y oxido de cobre. A) La morfologia de las nanoparticulas de cobre fue estudiada por microscopia
electronica de transmisién y barrido; B) Histograma de distribucion de tamaiio de las nanoparticulas de cobre; C) Composicion elemental de las nanoparticulas
de cobre; D) La morfologia de las nanoparticulas de 6xido de cobre fue estudiada por microscopia electronica de transmision; E) Histograma de distribucion

de tamafio de las nanoparticulas de 6xido de cobre; F) Composicion elemental de las nanoparticulas de 6xido de cobre (Regiart, 2015).

Conclusion

La presencia de residuos provenientes de drogas anabdlicas en productos comestibles de origen animal puede afectar
negativamente la salud de los consumidores, disminuir la exportacion de dichos productos y causar importantes

pérdidas econdmicas. Por esto, la relevancia de desarrollar biosensores electroquimicos de alta sensibilidad y
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confiabilidad para la determinacién de ultra trazas de
drogas anabdlicas de abuso en muestras biologicas. Se
generaria, de este modo, un gran aporte de la Quimica

Analitica para la seguridad agroalimentaria.

El grupo de investigacién posee una extensa
trayectoria en el impulso de metodologias basadas
en electroanalitica, tratamiento de biosensores
inmunoldgicos y enzimaticos, sistemas microfluidos
y nanotecnologia aplicada. Ademds, cuenta con
numerosas publicaciones en revistas de prestigio
internacional que avalan el avance cientifico con

respecto a esta tematica.
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