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MICROCISTINAS

Son una familia de mas de 240 variantes
guimicas, que surgen de modificaciones
y sustituciones de los aminoacidos del
heptapéptido (Spoof&Catherine, 2017)

Las microcistinas son las cianotoxinas que
ocasionan el tipo mas comun de
intoxicacion por su alta frecuenciay

distribucidon en el mundo

Arginin Arginin (Chorus & Bartram, 1999, Van Apeldoorn, M.E., et al.
Tryptophan Arginin 2007)

Leucin Arginin

Leucin Alanin

Objetivo: Demostrar la validez de herramientas sencillas como los inmunoensayos,
para determinar MCs en tejido de pescados de consumo humano



» Clorofila 48+7,8 mg/L.
« MCs totales 66,8+15,5 mg/L.
» Variantes mayoritarias MC-LR, -RR.

e 15juveniles por pecera

* Dos concentraciones por duplicado:
60 (C1), 600 (C2) pg/L + controles
» 18 dias consecutivos.

Muestras de Agua: Dias 1, 7, 10, 15y 18
Peces para extraccion: Dia 18
Peces cortes histoldgicos: Dias 10y 18

Acetonitrilo:H,0 (75:25) 1% &cido
formico
Desgrasado con hexano

Evaporacion y neutralizaciéon con TRIS
base.

Geis-Asteggiante, L.; et al. (2011).



Analisis de Microcistinas.
NANOBODIES: anticuerpos sin cadenas livianas I-

Ventajas:

Mayor solubilidad y estabilidad que los anticuerpos convencionales
» Elevada estabilidad térmica y frente a solventes

e Altos niveles de expresion en E. coli

* Secuencia sintetizada por cualquier proveedor en forma sencilla

* Posible generar conjugados recombinantes bi-funcionales

MAYOR CAPACIDAD DE
ESTANDARIZAR'Y
ADAPTAR A DISTINTOS
FORMATOS DE
INMUNOENSAYOS

IgG; convencional 19G,/1gG4 Nanobody
150 kDa 90 kDa 15 kDa
2 cadenas pesadas + 2 livianas 2 pesadas
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Analisis de Microcistinas
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ELISA MONOCLONAL
Wiy
Bioacumulacion A. facetus in vitro
N
g’ A’A’ A‘A‘A’A'l
‘g’ 30
Nanobody 53
Estreptavidina-peroxidasa < 20
Bead Magnética -
10
Microcistina 1
Microcistina 2

Estandar interno




Analisis de Microcistinas

BEADS MAGNETICAS — I
FUNCIONALIZADAS MALDI-TOF -

‘ Estreptavidina-peroxidasa
Bead Magnética

Microcistina 1
‘ Microcistina 2

Estandar interno

Pirez, M. etal, 2019.




Comparacion ELISA: MBEADS MALDI TOF
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ELISA (ngMCs total/g)

Compound Method Matrix  EPA DL MRL Upper Lower QCS %RSD  %Rec
(ng/qg) (ng/qg) PIR PIR (%oRec) (EC50) (EC50)

MC-LR Mbeads_MALDI-TOF A.facetus 0,11 0,29 150 12 75 7,5 101

MC-LR nanobody ELISA A.facetus 0,59 1,76 144 58 70-120 12,2 99
U.S. Enviromental Protection Agency 544 (2015) y 546 (2016)



HISTOPATOLOGIA E INMUNOHISTOQUIMICA
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PERSPECTIVAS

- Analisis de alto numero de peces
expuestos en la naturaleza por ambos
metodos.

- Optimizacion de parametros de LC-MS/MS.:
metodo de referencia y correlacion de
resultados.

- Comparacion de resultados de
concentracion en tejidos con cortes
histoldgicos: danos y localizacion.




MUCHAS GRACIAS POR SU ATENCION

partamento
Biociencias

comisionacadémica
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