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Resumen

RESUMEN

Los antirretrovirales son farmacos empleados en el tratamiento del virus de la
inmunodeficiencia humana (VIH), que constituyen una clase de contaminantes
emergentes y en las ultimas décadas han recibido atencion debido a los potenciales
efectos negativos que pueden provocar en el ambiente. Estos farmacos son consumidos
en altas dosis y, posteriormente, eliminados del cuerpo sin sufrir alteraciones en su
estructura quimica o como metabolitos, y descargados a los ecosistemas acuaticos
debido a su ineficiente remocién durante los procesos de tratamiento de aguas residuales.
En este sentido, una de las principales preocupaciones relacionadas con la liberacién de
estas drogas en el ambiente resulta de los potenciales dafios que puede ocasionar, tales
como resistencias virales y/o toxicidad en organismos acuaticos. Algunos estudios han
informado la presencia de estos farmacos en diferentes compartimentos ambientales,
mayormente en la regién de Africa. Sin embargo, son realmente escasos los estudios
sobre la posible bioacumulacién y los efectos toxicoldégicos que podrian ocasionar a
organismos acudticos. Es importante destacar que esta falta de informacién podria
deberse en gran medida a la costosa tecnologia que se requiere generalmente para estos
fines, y que la mayor prevalencia del VIH ocurre en paises del continente africano, por lo
que, al no ser una problematica que afecte esencialmente a los paises desarrollados, no
recibe la atencién necesaria. Por consiguiente, se hace imprescindible el desarrollo de
metodologias sencillas y asequibles para el monitoreo de estos contaminantes a nivel
ambiental, asi como la evaluacién de la posible bioacumulaciéon en organismos acuaticos
expuestos a estos antirretrovirales y la potencial toxicidad asociada.

Por lo tanto, el desarrollo de esta tesis involucrd, en una fase inicial, la caracterizacién
fisicoquimica de las drogas antirretrovirales en estudio (lamivudina, estavudina,
zidovudina, abacavir, efavirenz y nevirapina) y el posterior desarrollo de metodologias
analiticas basadas en sus propiedades fisicoquimicas con el fin de proporcionar a la
comunidad cientifica metodologias sencillas, sensibles y confiables tanto desde el punto
de vista analitico como del tratamiento de los datos.

La caracterizacion acido-base de cada analito se realiz6 mediante titulaciones
espectrofotométricas UV-Vis y el empleo del algoritmo quimiométrico MCR-ALS,
obteniéndose los valores de pKa. En este punto, es importante remarcar que se obtuvieron
dos valores de pKa para la nevirapina, estando informado en la literatura sélo uno de ellos.
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Resumen

Una vez que se determinaron las propiedades acido-base de estos analitos, se hizo
uso de este conocimiento para desarrollar un método de cuantificacién simultanea de
estas drogas en muestras ambientales de agua por FIA-DAD y empleando el algoritmo
quimiométrico MCR-ALS. Es importante remarcar que, a pesar del gran solapamiento
espectral entre los cinco analitos evaluados, se logré la cuantificacion exacta de cada uno
de ellos, inclusive en presencia de componentes desconocidos presentes en las matrices
ambientales evaluadas.

Posteriormente, se procedié al desarrollo de otra metodologia de cuantificacion
basada en espectroscopia de fluorescencia molecular y degradacién del abacavir inducida
por irradiacién UV. Inicialmente, y con el objetivo de maximizar la sefal de fluorescencia,
se determinaron las condiciones experimentales éptimas a partir de un disefio de
experimentos empleandose la metodologia de superficie de respuesta. Una vez
establecidas estas condiciones de trabajo, se continu6 con el desarrollo del método
analitico registrandose dos tipos de datos: matrices de excitacion-emision de
fluorescencia adquiridas una vez concluida la irradiacién UV (datos de segundo orden) del
analito, y matrices de excitacién-emision de fluorescencia registradas a distintos tiempos
de irradiacién (datos de tercer orden), que se procesaron utilizando los algoritmos MCR-
ALS y PARAFAC. Las diferentes estrategias de registro y analisis de datos se realizaron
con el objetivo de evaluar las ventajas en términos de habilidad predictiva al aumentar el
orden de los datos, y de mejoras de cifras de mérito tales como sensibilidad y limites de
detecciéon y cuantificacién. Finalmente, se evaluaron muestras de validacién con
potenciales interferencias y muestras ambientales de agua. Los resultados obtenidos
mostraron habilidades predictivas semejantes para ambos algoritmos empleando ambos
tipos de datos, y la principal ventaja de los datos de tercer orden con respecto a los de
segundo orden estuvo asociada a mejoras en las cifras de mérito analiticas.

Con el objeto de evaluar la posible bioacumulacién y efectos toxicolégicos de estos
antirretrovirales en organismos acuaticos, se realizé un estudio de toxicidad aguda en
renacuajos Rhinella arenarum para determinar la posible bioacumulacién de estos
antirretrovirales en organismos expuestos a diferentes niveles de concentracion
(subletales y ambientales). Es importante remarcar el alto grado de complejidad de estas
matrices biol6gicas, en términos de presencia de multiples componentes y bajos niveles
de concentracion de los analitos de interés, que se minimizé sometiendo las muestras a
un procedimiento de extraccion con elevados valores de recuperacion. Posteriormente, se

procedio a la cuantificacion de las concentraciones de antirretrovirales absorbidos por los
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Resumen

renacuajos empleando dos metodologias analiticas, segun los niveles de exposicidén
evaluados. Es decir, para el caso del estudio a niveles de exposicidén subletales se utilizé
UHPLC-DAD vy andlisis de los datos por MCR-ALS para resolver solapamientos en el
tiempo de retencion entre uno de los analitos de interés y las interferencias de la matriz.

Por otra parte, las concentraciones del estudio de exposiciébn ambiental se evaluaron
por UHPLC-MS/MS, estableciéndose previamente las condiciones experimentales
optimas que permitieran el elevado nivel de sensibilidad requerido mediante disefo
experimental y optimizacion por la metodologia de superficie de respuesta. Para finalizar,
se evaluaron los efectos toxicol6gicos producidos por estas drogas durante el estudio de
toxicidad a concentraciones subletales mediante el andlisis de los biomarcadores
enzimaticos AchE y GST, obteniéndose resultados correlacionados entre la
bioacumulacién y la toxicidad producida por estos antirretrovirales. En todos los casos
evaluados se observé bioacumulacién, siendo el efavirenz y la nevirapina los analitos
mayormente absorbidos por los renacuajos. En el caso de la nevirapina, se observaron
mayores niveles de toxicidad, lo que se vio reflejado en el incremento de la actividad de la
enzima GST.

12



Abstract

ABSTRACT

Antiretrovirals are pharmaceuticals used in the treatment of human immunodeficiency
virus (HIV), which constitute emerging pollutants that have received attention in recent
decades due to the potential negative effects they can cause to the environment. These
drugs are consumed in high doses and, consequently, excreted in their original form or as
a fraction of metabolites, and then discharged to aquatic ecosystems due to its inefficient
removal during wastewater treatment processes. In this context, one of the main concerns
related to the release of these drugs in the environment arises from the potential damages
they can cause, such as viral resistance, and/or toxicity in sensitive aquatic organisms.
Some studies have reported the presence of these drugs in different environmental
compartments, mostly in Africa. However, studies related to bioaccumulation and
toxicological effects on non-target aquatic organisms are really scarce. It is important to
note that this lack of information could be associated with the expensive technology
required to perform these analysis, and that the higher prevalence of HIV occurs in
countries of the African continent. So, since it is not a problem affecting developed
countries, it does not receive the proper attention. Consequently, the development of
simple and affordable methodologies to monitor these pollutants at environmental levels,
as well as the evaluation of the possible bioaccumulation in aquatic organisms exposed to
these antiretrovirals and the associated potential toxicity is essential.

Therefore, in an initial phase, this thesis involved the physicochemical characterization
of the antiretroviral drugs under study (lamivudine, stavudine, zidovudine, abacavir,
efavirenz and nevirapine) and the subsequent development of analytical methods based
on the properties of these analytes in order to provide simple, sensitive and reliable
procedures.

The acid-base characterization of these analytes was performed through
spectrophotometric titration monitored by UV-Vis, and using the MCR-ALS chemometric
algorithm to calculate the pKa values. At this point, it is important to note that two pKa
values were obtained for NVP, being reported in the literature only one of them.

Once the acid-base properties of these molecules were determined, and taking
advantage of this knowledge, a method for the simultaneous quantitation of these drugs in
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environmental samples by FIA-DAD and MCR-ALS was developed. It is important to
highlight that, despite the high spectral overlap between the five evaluated analytes, it was
possible to accurately quantitate each of them even in the presence of unknown
interferences inherent to the environmental matrices.

Subsequently, another quantitation methodology based on molecular fluorescence
spectroscopy and abacavir degradation induced by UV irradiation was developed. Initially,
with the aim of maximizing the fluorescence signal, the optimal experimental conditions
were determined by means of design of experiments using the response surface
methodology. Once these conditions were established, the development of the analytical
method involved the generation of two types of data: excitation-emission fluorescence
matrices acquired after UV irradiation of the analyte (second order data), and excitation -
emission fluorescence matrices recorded at different irradiation times (third order data),
which were processed using both MCR-ALS and PARAFAC algorithms. These strategies
were carried out with the objective of assessing the chemometric advantages in terms of
predictive ability by increasing the order of the data, and improvement in figures of merit,
such as sensitivity and limits of detection and quantitation. Finally, validation samples with
potential interferences and environmental samples were evaluated. The results obtained in
this study showed similar predictive ability between both algorithms using both types of
data. The main advantage of third-order data with respect to second-order data was
associated with improvements in the analytical figures of merit.

With the goal of evaluating the possible bioaccumulation and toxicological effects of
these antiretrovirals in aquatic organisms, an acute toxicity study was carried out in
Rhinella arenarum tadpoles to determine the possible bioaccumulation of these
antiretrovirals in organisms exposed to different concentration levels (sublethal and
environmental). It is important to highlight the high degree of complexity of these biological
matrices, in terms of the presence of multiple components and low levels of concentration
of the analytes of interest, which was minimized by a sample extraction procedure, with
high recovery values. Consequently, the quantitation of the absorbed concentrations by
tadpoles using two analytical methodologies, according to the evaluated exposition levels,
was performed. For the case of the study at sublethal exposure levels, the data generated
by UHPLC-DAD was analyzed by MCR-ALS to resolve chromatographic overlaps between
one of the analytes and the matrix interferences. On the other hand, the absorbed
concentrations by tadpoles at environmental exposure levels were evaluated using

UHPLC-MS/MS. Previously, the optimal experimental conditions that allowed the high
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levels of sensitivity required were established by experimental design and optimization by
the response surface methodology. Finally, the toxicological effects produced by these
drugs during the toxicity study at sublethal concentrations were evaluated by analysis of
the enzymatic biomarkers AchE and GST, obtaining correlated results between
bioaccumulation and toxicity. Bioaccumulation was observed in all the evaluated cases,
being efavirenz and nevirapine the analytes mostly absorbed by tadpoles. The highest
levels of toxicity were observed for nevirapine, a fact that was reflected in the increase in

the GST enzyme activity.
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INTRODUCCION

“Dos madres tienen los hombres: la
naturaleza y las circunstancias”

Jose Marti
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Introduccion

1.1. Contaminantes emergentes y el ambiente

Desde principios de la década de 1960, la mayoria de las investigaciones
toxicolégicas ambientales se han centrado en lo que se conoce como “contaminantes
heredados”. Estos contaminantes incluyen quimicos toxicos que, generalmente, persisten
después de ser liberados al ambiente, tales como metales (cadmio, plomo, cobre,
estroncio, niquel, cromo), hidrocarburos aromaticos policiclicos, bifenilos policlorados,
dioxinas, dibenzofuranos, y pesticidas clorados, los que se encuentran altamente
regulados por organismos con competencias en el area ambiental. Sin embargo, hace
relativamente pocos afnos otro grupo de compuestos quimicos llamados “contaminantes
emergentes” recibié una particular atencién de toxicélogos, entidades reguladoras y
publico en general. La frase “contaminantes emergentes” se usa por la Agencia de
Proteccibn Ambiental de Estados Unidos para centrarse en productos quimicos
recientemente descubiertos en el ambiente, que no poseen procedimientos regulatorios
asociados y que pueden ser potencialmente téxicos para los animales e, incluso, los
humanos. El Servicio Geol6gico de los Estados Unidos define a los contaminantes
emergentes como “cualquier quimico sintético o natural o cualquier microorganismo que
no es comunmente monitoreado en el ambiente, pero que tiene la potencialidad de
ingresar en el ambiente y puede causar efectos adversos a nivel ecoldgico o en la salud
humana”. De hecho, muchos contaminantes emergentes se han detectado en muestras
ambientales; sin embargo, no se monitorean de manera rutinaria debido a los altos costos
de andlisis y a la limitacién de la tecnologia analitica requerida [1].

La liberacion de los contaminantes emergentes al ambiente generalmente no ocurre
como subproductos de la fabricacion, sino debido a su uso y eliminacién por parte de las
industrias y del ser humano. A menudo estos contaminantes pueden encontrarse en
aguas residuales municipales, agricolas, industriales e incluso en agua potable. De
manera similar, se pueden detectar en una amplia variedad de compartimentos
ambientales tales como suelos, sedimentos, cursos de agua, por lo que se considera que
estan distribuidos de manera extendida [1].

Las drogas farmacéuticas se usan ampliamente en medicina humana y veterinaria,
constituyendo una clase de contaminantes emergentes de creciente preocupacion. Estos
farmacos se han detectado en aguas residuales tratadas, rios, arroyos, agua de mar,
agua subterranea y agua potable en rangos de ng L=' a pug L. Sin embargo, el

conocimiento de sus efectos ecotoxicoldgicos en organismos acuaticos, que se
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encuentran particularmente afectados debido a la exposicion continua a estas drogas, es
escaso [2].

1.2. Antirretrovirales como contaminantes emergentes

Los antirretrovirales (ARVs) son drogas farmacéuticas que se usan ampliamente en el
tratamiento del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH) y la prevencién de la
transmision de madre a hijo [3,4]. El tratamiento mas cominmente empleado se conoce
como terapia antirretroviral altamente activa (HAART: Highly Active Antiretroviral
Theraphy) e involucra la combinacion de al menos tres tipos de drogas antirretrovirales
[5]. Los componentes esenciales de esta terapia generalmente incluyen dos inhibidores de
la transcriptasa inversa analogos de nucleésidos (NRTIs: Nucleoside Reverse
Transcriptase Inhibitors), tales como la lamivudina, estavudina, zidovudina y abacavir,
combinados con inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de nucleésidos
(NNRTIs: Non-Nucleoside Reverse Transcriptase Inhibitors) como, por ejemplo, la
nevirapina y el efavirenz o con un inhibidor de proteasa. Esta terapia reduce
dramaticamente la replicacién del VIH y restaura o preserva el sistema inmune,
disminuyendo considerablemente la incidencia de mortalidad asociada al virus. Ademas,
inhibe efectivamente la replicacion viral en el sistema nervioso central, reduciendo la
ocurrencia de complicaciones neuroldgicas severas causadas por el VIH [6].

En la actualidad, se estima que existen 37.9 millones de personas viviendo con VIH a
nivel mundial, de las cuales 23.3 millones tienen acceso a la terapia antirretroviral [7]. El
régimen de terapia involucra la toma diaria de estas drogas ARVs en altas dosis (60-600
mg) por administracién oral [8]. Una vez que ingresan al organismo son absorbidas y
parcialmente metabolizadas o biotransformadas por reacciones de Fase 1 (oxidacion,
reduccion e hidrolisis) y de Fase 2 (conjugaciones) y son excretadas posteriormente via
orina y heces. Las drogas farmacéuticas pueden ser eliminadas del cuerpo sin sufrir
ningin cambio, es decir, como compuesto original, como conjugados glucurénido o
sulfato, o como una mezcla compleja de varios metabolitos. La velocidad de eliminacion
varia dependiendo del individuo, la droga y la dosis administrada [9]. En el caso de los
ARVs, se eliminan del cuerpo en altos niveles, inclusive en su forma original (Tabla 1); por

ejemplo, la lamivudina se elimina via orina en un 71% y la estavudina, en un 95% [10].
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Tabla 1. Informacion fisicoquimica y farmacocinética de las drogas ARVs

Introduccion

Peso Dosis diaria

Droga molecular LogP?2 en adultos Eliminacion Ref. b
(g mol™) (mg)
Compuesto .
original Metabolitos
Inhibidores de la transcriptasa inversa analogos de nucledsidos
3TC 229.3 -2.6 300 71 % orina - [10,11]
95% orina
d4T 224.2 -0.8 60-80 3% heces - [11,12]
AZT 267.2 0.2 300 14% orina 74% orina [10-12]
. 81% orina 'y i
ABC 286.3 1.6 600 1.2% orina 16 % heces [10-12]
Inhibidores de la transcriptasa inversa no analogos de nucle6sidos
16-61% Ve
EFV 315.7 5.4 600 heces 14-34% orina [5]
NVP  266.3 3.9 400 B%orina 207 0rinayid g

% heces

a Coeficiente de particion octanol-agua

b Referencias

A continuacién, se describen algunas de las principales caracteristicas fisicoquimicas

y farmacocinéticas de los ARVs y en la Fig. 1 se muestran sus estructuras quimicas.

Lamivudina (3TC)

Estavudina (d4T)

Efavirenz (EFV)

N

NH

HN/j/CHs N7K/[N
l\ J\
0 HN" N N

Abacavir (ABC)

Nevirapina (NVP)

Figura 1. Estructuras quimicas de las drogas antirretrovirales en estudio.
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Lamivudina

La lamivudina (3TC) es un NRTI analogo del nucleésido citidina [8]. Tiene actividad
contra el VIH y el virus de la hepatitis B. Es una droga soluble en agua (70 mg mL~") con
bajo coeficiente de particion (log P = -2.6) dada su hidrofilicidad [11]. En cuanto a su
farmacocinética y distribucion en humanos, se absorbe rdpidamente con una
biodisponibilidad oral del 86%. La vida media de eliminacién ocurre entre 5y 7 horas, y se
elimina primariamente a través de la orina en su forma original. Las dosis estdndares de
administracion diaria involucran 150 mg dos veces al dia o 300 mg una vez al dia [10,12],
tal como se resume en la Tabla 1.

Estavudina

La estavudina (d4T) es un NRTI analogo del nucledsido timidina [8]. La d4T posee un
coeficiente de particion de -0.8 [11]. Se absorbe rapidamente via dosis oral, con una
biodisponibilidad oral del 86% y vida media de eliminacién de aproximadamente 2.3 h. La
d4T sufre un metabolismo insignificante, excretandose un 95% en la orina 'y un 3% en las
heces. Las dosis estandares para adultos involucran 40 mg de d4T cada 12 h para
pacientes cuyos pesos corporales son = 60 Kg, mientras que si el peso resulta < 60 Kg se
administran dosis orales de 30 mg cada 12 h (Tabla1). La estavudina es una droga con
significativa toxicidad en humanos, siendo causal de neuropatia periférica, lipoatrofia,
acidosis lactica, esteatosis hepatica y pancreatitis [10,12].

Zidovudina

La zidovudina (AZT) es un NRTI andlogo de la timidina [8]. Posee moderada
solubilidad en agua (25 mg mL™"), mientras en alcohol presenta una mayor solubilidad (67
mg mL"). Es un compuesto débilmente lipofilico con un coeficiente de particion de 0.2
[11]. Esta droga se absorbe rapidamente, alcanzando una biodisponibilidad oral de 64%.
La AZT se elimina primariamente por glucuronidacién hepatica y en forma de metabolitos
en un 74% y en su forma original por via urinaria en un 14%. Las dosis estandares de
AZT para adultos son de 600 mg al dia, dividida en dosis de 300 mg cada 12 h. La AZT ha
mostrado toxicidad hematolégica en humanos incluida neutropenia y anemia, y su uso
prolongado (por ejemplo, > 1 afo) causa miopatia sintomatica y miositis, asi como
lipoatrofia [10,12].
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Abacavir

El abacavir (ABC) es un NRTI, analogo carbociclico sintético de la guanosina [8]. Este
compuesto es soluble en agua (77mg mL™") y posee un coeficiente de particion de 1.6
[11]. EI ABC se absorbe rapidamente luego de la administracién oral con una
biodisponibilidad del 83% y una vida media de eliminacioén cercana a las 1.5 h. La ruta
principal de eliminacion del ABC ocurre a partir de metabolismo por alcohol
deshidrogenasa y glucuronil transferasa. Este compuesto se excreta en la orina en su
forma original en un 1% y como metabolitos asociados en 81% en orina y 16% en heces.
La dosis estandar de administracion en adultos son 600 mg diarios o 300 mg cada
12horas [10,12].

Efavirenz

El efavirenz (EFV) es un derivado de benzoxazinona y pertenece a los NNRTIs. Es un
compuesto practicamente insoluble en agua (10 mg mL™") y altamente lipofilico con un
coeficiente de particién de 5.4. Presenta una biodisponibilidad oral del 40-45% y una vida
media de eliminacion de 40-55 h. La excrecion de esta droga ocurre en un 14-34% en
forma de metabolitos via orina y via heces en un 16-61% en su forma original [5]. La dosis
diaria de administracion es de 600 mg [12]. Los principales efectos de toxicidad
ocasionados por el EFV son afectaciones en el sistema nervioso central, teratogenicidad y
hepatotoxicidad [8].

Nevirapina

La nevirapina (NVP) es una dipiridodiazepinona y pertenece a la familia de los NNRTI.
Es un compuesto débilmente soluble en agua (0.1 mg mL™") y con propiedades de
elevada lipofilicidad (coeficiente de particion de 3.9). Presenta una alta permeabilidad
intestinal, siendo su biodisponibilidad oral mayor al 90%. Posee una vida media de
eliminacién de aproximadamente 45 h y su excrecion ocurre principalmente en forma de
metabolitos glucuronidados (80% en orina y 10% en heces), mientras que el compuesto
original se excreta en orina en niveles menores al 3% de la dosis administrada [5]. El
régimen de dosis efectiva incluye 200 mg de NVP diariamente por 14 dias vy
posteriormente 200 mg cada 12 h. La NVP puede ocasionar severa hepatotoxicidad en
humanos, especialmente durante las primeras 18 semanas de tratamiento, a menudo

asociado con erupcion cutanea [5,13]
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Como se expresa en la Tabla1, estos ARVs son eliminados por el cuerpo humano en
altos niveles. En general, son descargados al ambiente debido al inadecuado tratamiento
de las aguas residuales y eventualmente diluidos en las aguas superficiales [3,4].

Es importante tener en cuenta que los glucurénidos constituyen la forma mas simple y
comun de conjugacion de los compuestos farmacéuticos, los que pueden desconjugarse
durante el tratamiento de aguas residuales. La enzima glucuronidasa se encuentra
presente de manera bastante extendida en las bacterias coliformes fecales que
prevalecen en estas plantas de tratamiento. Por lo tanto, en los casos en los que los
glucurénidos son el metabolito primario de excrecion de las drogas farmacéuticas, tal
como sucede para los ARVs, se debe tener en cuenta esta consideracion [14].

La posibilidad de la liberacién masiva de estos ARVs y su posterior introduccién en el
ambiente es un tema preocupante, teniendo en cuenta las altas dosis consumidas y la
farmacocinética de cada una de estas drogas. La liberacion de estas drogas
farmacéuticas y sus metabolitos al ambiente acuatico ocurre a través de varias vias de
exposiciéon que incluyen emision a partir de la produccion de efluentes, liberacion a aguas
superficiales a partir de plantas de tratamientos de aguas residuales, instalaciones de
acuicultura y escurrimiento de los suelos. No obstante, las dos mayores fuentes de
contaminacién ambiental son los efluentes provenientes de aguas residuales domésticas
y hospitalarias (Fig. 2). Esta liberacion de drogas al ambiente ocurre como resultado de la
eliminacion incompleta a partir de las plantas de tratamiento de aguas residuales y/o
fuentes difusas, tales como la eliminacion de medicamentos vencidos a través de los
desaglies domiciliarios o junto con los desechos domésticos que terminan en
vertederos/basurales o rellenos sanitarios, filtrandose en los compartimentos de agua
circundantes. Cabe destacar que, en estudios recientes, también se identificd el impacto
significativo de las descargas provenientes de las plantas de fabricacion de estos
farmacos [15].

La presencia de estas drogas en ecosistemas acuaticos tiene una alta repercusién
ambiental desde el punto de vista de las potenciales alteraciones que pueden
desencadenar en los organismos acuaticos, especialmente los NRTIs, que pueden causar
toxicidad mitocondrial debido a que su estructura nucleosidica puede integrarse en las
cadenas de DNA y RNA [12,16]. En este sentido, algunos autores sugieren que estos
compuestos se encuentran entre las clases de drogas terapéuticas mas peligrosas con
respecto a la toxicidad que pueden causar en algas, dafnidos y peces [17,18]. Otro de los
potenciales efectos adversos de los ARVs esta relacionado con la salud humana y la
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posibilidad del desarrollo de resistencia viral, disminuyendo o impidiendo su efectividad en
infecciones virales como el VIH [12,16].

Por lo tanto, los ARVs se consideran contaminantes emergentes ambientales debido a
que presentan ciertas caracteristicas tales como ocurrencia (como consecuencia de su
liberacion en las plantas de tratamiento de aguas residuales y efluentes, y de su liberacién
por medio de fuentes difusas) y posibles efectos negativos a bajos niveles de exposicion

cronica en los ecosistemas (e incluso en los humanos) [9].
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Figura 2. Principales fuentes de contaminacion y distribucion de drogas farmacéuticas en el ambiente. Adaptada a partir de Bebianno y col.,
Kummerer y col., Ebele y col. y Jain y col. [9,14,19,20]
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1.3. Ocurrencia de ARVs en matrices ambientales

En la dltima década, se ha informado la ocurrencia de ARVs en aguas superficiales y
subterraneas, agua potable, efluentes de plantas de tratamiento de aguas residuales
(WWTP: Wastewater Treatment Plants) en niveles de concentracion comprendidos entre
los ng L'y ug L', y en sedimentos de WWTP en niveles méas elevados [15] (Tabla 2).
Cabe destacar que la mayor prevalencia de ARVs se ha detectado en Africa, debido al
elevado consumo de estos farmacos en esa region [4,21-25].

Tabla 2. Presencia de ARVs en matrices ambientales. Los valores representan el rango de
concentraciones maximas informadas en la literatura.

Matriz 2 Método de extraccién ¢ Concentracion ¢ Referencias
3TC
Efluentes de WWTTP SPE 22-31070 [22,23,26,27]
Aguas superficiales SPE 230-167100 [16,22,23]
Aguas subterraneas - 22.9 [28]
Agua de lago SPE 12 [29]
Agua de represa SPE 242 [4]
Agua potable SPE 27.73-84 [16,30]
Lixiviados de vertederos - 355 [31]
Sedimento de estuario ASE? 0.6¢ [24]
daT
Aguas superficiales SPE 2.9-778 [4,17]
AZT
Efluentes de WWTTP SPE 37-564 [4,17,21-23,26]
Aguas superficiales SPE 13-17410 [16,17,22,23]
Agua de represa SPE 627 [4]
Agua potable SPE 72.7 [32]
ABC
Efluentes de WWTTP SPE 33 [26]
Aguas superficiales - 750 [16]
Estuario SPE 2.3 [26]
Agua potable - 80 [16]
Lixiviados de vertederos - 185 [31]

Sélidos suspendidos y

- d
eodimbrios MAE -SPE 0.1 [26]
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Tabla 2 (continuacion). Presencia de antirretrovirales en matrices ambientales. Los valores
representan el rango de concentraciones maximas informadas en la literatura.

Matriz 2 Método de extraccion ~ Concentracion © Referencias
EFV
Efluentes de WWTTP SPE 110-34000 [21,22,25]
Aguas superficiales SPE 354-560 [22,24]
Aguas subterraneas SPE 5 [24]
Agua de represa &b SPE 82-148 [24,33]
Sedimentos de estuario Extraccion sorptiva 3d [24]
Sedimentos de WWTTP ASE 43600d [25]
NVP
Efluentes de WWTTP 2 SrE 7.7-2030 [17,21-23,25,26]
QuEChERs
Aguas superficiales SPE 71-5620 [17,22-24]
Aguas subterraneas SPE 13-25.2 [24,28]
Agua de represa SPE 0.5-1480 [4,24]
Sedimentos de WWTTP © SPE <3400 ¢ [25]
Sedimentos de estuario ASE 814 [24]

a |nstrumentacion empleada cromatografia liquida acoplada a espectrometria de masa: (LC-
MS/MS: Liquid Chromatography-mass spectrometer detector)

b Instrumentacion empleada cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masa: (GC-
MS/MS: Gas Chromatography-mass spectrometer detector)

¢ Las concentraciones estan expresadas en ng L'

d Las concentraciones en sedimentos estan expresadas enng g -

¢ Extraccion en fase sdlida: (SPE: Solid Phase Extraction); Extraccién acelerada de solventes:
(ASE: Accelerated Solvent Extraction); Extraccién asistida por microondas: (MAE: Microwave
Assisted Extraction) Extraccion en fase solida dispersiva: (QUEChERs, Quick, Easy, Cheap,
Effective, Rugged, y Safe).

1.4. Efectos ecotoxicolégicos de ARVs en organismos

acuaticos

Tanto la farmacocinética como la farmacodinamica se estudian en profundidad antes
de la aprobacion de una droga para uso terapéutico. En la actualidad, existen, ademas,
guias estrictas en los Estados Unidos y la Unién Europea con respecto a la evaluacion
ambiental de los compuestos farmacéuticos. Sin embargo, hay que tener en cuenta que
existen drogas farmacéuticas que se introdujeron en el mercado antes de la publicacion
de estas guias y que la informacion ecotoxicolégica de esas drogas es bastante escasa.
De hecho, existe evidencia de que algunos de estos compuestos son persistentes en el
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ambiente, impactando en organismos acuaticos de diferentes maneras, generando, por
ejemplo, alteraciones en el desarrollo de larvas, o deformidades anatémicas en un amplio
rango de organismos [34].

Los datos sobre concentracion y prevalencia de drogas farmacéuticas en el ambiente
indican gue se encuentran en niveles relativamente bajos, del orden de losng L= a ug L™,
siendo poco probable que desencadenen toxicidad aguda. No obstante, aunque se
encuentran en bajas concentraciones, son continuamente descargadas en el ambiente y
recibidas en los sistemas acuaticos y, por lo tanto, este escenario representa una
exposicion sostenida en los organismos durante su ciclo de vida [34]. Es por esto que los
riesgos asociados a la toxicidad de las drogas farmacéuticas se investigan, generalmente,
en dosis altas de exposicion.

Es importante destacar que la presencia de contaminantes en matrices ambientales
no necesariamente significa la generacion de danos en los ecosistemas acuaticos. Sin
embargo, surge preocupacion cuando se detectan compuestos quimicos para los que
existe evidencia de posibles efectos adversos en la vida silvestre. Los factores mas
importantes relacionados con la presencia de contaminantes emergentes en estos

ambientes son la persistencia, la bioacumulacion y la toxicidad [19].

Persistencia

Como ya se menciond, la incapacidad por parte de las plantas de tratamiento de
aguas residuales de efectuar la eliminacion completa de varias drogas farmacéuticas
representa un riesgo potencial hacia los organismos acuaticos y la salud publica [19]. En
este sentido, algunas drogas farmacéuticas se consideran ambientalmente persistentes
debido a que pueden permanecer sin degradarse en compartimentos ambientales tales
como agua, suelo y sedimentos por un largo periodo de tiempo [19,35]. Algunos estudios
han mostrado la persistencia de 3TC y ABC en ecosistemas acuaticos con tiempos de
vida media menores a 5 dias en aguas superficiales y residuales. Por otro lado, la NVP y
la AZT se consideran muy estables luego de los procesos de tratamiento de aguas
residuales [15]. Estas observaciones indican que algunos ARVs son lo suficientemente
persistentes para mantenerse quimicamente intactos durante los procesos de tratamiento
de aguas residuales, descargandose, posteriormente, en las aguas superficiales v,
eventualmente, llegando a fuentes de agua potable y entrando en la cadena alimenticia
[15].
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Bioacumulacion

Las drogas farmacéuticas se detectan en su forma original o como metabolitos en
ambientes acuaticos a concentraciones relativamente bajas, permaneciendo, muchas
veces, biolégicamente activas. Por lo tanto, pueden ser absorbidas por organismos
acuaticos a través de las superficies dérmicas o respiratorias y ser causantes de efectos
adversos [19]. Es importante remarcar que los estudios relacionados con la
bioacumulacién de ARVs en organismos acuaticos son realmente escasos,
encontrandose en la literatura informacién acerca de la presencia de EFV en plasma de
peces (ng L=") y 3TC en musculo de peces (ng g~') [36,37].

Toxicidad

La mayor preocupacion relacionada con las implicancias de las drogas farmacéuticas
desde el punto de vista toxicol6gico, es que estan disefiadas especificamente para
maximizar su actividad bioldgica incluso a bajas dosis, y actuar sobre determinados
mecanismos metabdlicos, enzimaticos y de sefalizacion celular. La conservacién
evolutiva de estas moléculas dianas en especies determinadas incrementa
potencialmente la posibilidad de estas drogas de ser activas farmacolégicamente inclusive
en organismos non-target. Este modo de accién conceptual puede aplicarse a la biota
acuatica, que se encuentra expuesta a drogas farmacéuticas en su ambiente natural, lo
que podria conllevar a potenciales efectos ecotoxicolégicos [19]. La toxicidad de las
drogas farmacéuticas varia dependiendo de los organismos expuestos, la duracién de la
exposicién y la concentracion [19].

En términos generales, la informacion cientifica sobre los efectos ecotoxicolégicos de
los ARVs en organismos acuaticos es bastante escasa. Soélo algunos investigadores han
informado potenciales efectos ecotoxicolégicos para NVP y AZT en algas, dafnidos y
peces [15,23] y para EFV en peces [38].

1.5. Quimiometria como herramienta para analisis

ambientales

El monitoreo de drogas farmacéuticas en ecosistemas ambientales y, especialmente
en organismos acuaticos, requiere de técnicas analiticas apropiadas con elevada

sensibilidad para poder determinar los bajos niveles en los que se presentan. La
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determinacién de contaminantes en muestras ambientales generalmente se lleva a cabo
usando técnicas cromatograficas acopladas a detectores de masas debido a que tienen
una sensibilidad de deteccion del orden de los ng L' (Tabla 2).

Sin embargo, estas metodologias son costosas, consumen tiempo y frecuentemente
requieren laboriosos pretratamientos de la muestra antes del analisis. La cromatografia
liquida con deteccion por arreglo de diodos (DAD: Diode Array Detector) o deteccion por
fluorescencia (FLD: Fluorescence Detector) se presenta como una alternativa menos
costosa, que resulta en muchas ocasiones adecuada para el analisis si se somete la
muestra a un pretratamiento que incluya una etapa de preconcentracién. Por otra parte, la
espectroscopia de fluorescencia también puede resultar adecuada para el analisis de
compuestos que se encuentran en bajas concentraciones. Sin embargo, estas mediciones
en ocasiones muestran falta de selectividad, dada la presencia de otras especies que
componen las muestras ambientales o biolégicas de elevada complejidad [39]. Esta falta
de selectividad se puede solucionar mediante la generacion y el andlisis de datos
multidimensionales empleando algoritmos quimiométricos que utilizan métodos
matematicos y estadisticos empleando la l6gica formal, para proveer informacién quimica
relevante del sistema bajo estudio [40]. Por lo tanto, los métodos quimiométricos
constituyen una herramienta complementaria y de mucha utilidad en la resolucion de
problemas analiticos.

Particularmente, en el caso de andlisis de muestras ambientales en la literatura se ha
informado la utilizacion de estrategias quimiométricas variadas permitiendo la

determinacién de una gran variedad de compuestos de interés [41,42].

1.5.1. Clasificacion de datos instrumentales

Los datos instrumentales pueden clasificarse segun su orden, es decir, el numero de
dimensiones que presentan para una Unica muestra. Si los datos generados para un
grupo de muestras se agrupan, se obtienen arreglos que se clasifican segun el numero de
vias en los que se disponen [43,44]. En la Fig. 3 se muestra la clasificacion o
jerarquizacioén de los datos instrumentales segun el orden de los datos obtenidos para una

unica muestra y las vias de un arreglo de datos para multiples muestras.
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Figura 3. Representacion esquematica de la clasificacion de los datos instrumentales segun el
orden de los datos y sus calibraciones asociadas.

Datos de orden cero

Los datos de orden cero son generados por instrumentos que producen una Unica
respuesta por muestra como, por ejemplo, las sefales de absorbancia registradas a una
Unica longitud de onda [43].

Datos de primer orden

Los datos de primer orden son aquellos generados por instrumentos que permiten la
obtencion de un conjunto de sefales dispuestas en un arreglo vectorial para cada
muestra, tales como los espectros de absorcién ultravioleta-visible (UV-Vis), los espectros
de emisidn de fluorescencia molecular o los espectros de absorbancia infrarroja (IR) [43].

Datos de segundo orden

Las matrices de datos para una unica muestra son considerados datos de segundo
orden. Estos datos pueden ser registrados de dos formas: (1) usando un U(nico
instrumento o (2) mediantes técnicas analiticas acopladas o dispuestas en tandem.

Algunos ejemplos de este tipo de datos son las matrices de excitacion-emision (EEM:
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Excitation-Emission Matrix) de fluorescencia, los datos obtenidos de una reaccién cinética
o de un gradiente de pH con deteccién espectral, y aquellos datos obtenidos por
cromatografia de liquidos acoplada a un detector de arreglo de diodos, de fluorescencia
molecular o espectrometria de masas, entre otros [43].

Datos de tercer orden

La introduccion de una dimension adicional en los datos conduce a datos de orden
superior. Este tipo de datos de tercer orden pueden ser obtenidos por monitoreo de una
reaccion cinética o de gradiente de pH mediante espectroscopia de fluorescencia u
obtenidos con un cromatégrafo de liquidos acoplado a deteccién mediante generacion de
EEM de fluorescencia [43].

Calibracion multivariada

Los métodos de calibracion multivariada se enfocan en el establecimiento y la
aplicacion de modelos matematicos que relacionan las sefales instrumentales
multivariadas con las concentraciones de los analitos o las propiedades de una muestra, y
se clasifican, como se describe en la Tabla 3, segun el orden de los datos
multidimensionales generados [39].

La ventaja mas evidente de los métodos basados en calibracion multivariada de
segundo orden y orden superior es que permiten la cuantificacion simultanea de analitos
en presencia de potenciales interferencias causadas por componentes no esperados en la
muestra, que no fueron calibrados. Esta propiedad se conoce como la ventaja de segundo
orden, y permite la discriminacion adecuada del analito de interés en presencia de
constituyentes no esperados en las muestras a evaluar sin necesidad de separarlos
fisicamente [44]. Algunos autores definen otras potenciales ventajas relacionadas con la
calibracion multivariada de tercer orden, que incluyen la capacidad de resolver un
problema complejo empleando un arreglo de datos de una unica muestra, con
independencia de muestras adicionales, obteniéndose aumentos en la sensibilidad y la
selectividad, y resolviendo problemas de colinealidad entre sefales [45].

Es importante senalar que el aumento en el orden de los datos instrumentales tiene un

impacto positivo en las cifras de mérito que caracterizan a los métodos analiticos [46].
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1.5.2. Generacion de datos multidimensionales

Los datos de orden superior se pueden generar, como se explicé anteriormente,
utiizando un Udnico instrumento o mediante el acoplamiento de distintas técnicas
analiticas. Es importante conocer los detalles de la generacién de los datos desde el
punto de vista experimental. A continuacion se describen algunas de las metodologias
empleadas en esta tesis para la generacion de datos multidimensionales.

Monitoreo de reacciones con deteccion espectral

Las reacciones quimicas, los equilibrios quimicos e incluso los cambios estructurales
de macromoléculas se pueden monitorear utilizando diferentes técnicas espectrales. Entre
las metodologias utilizadas con estos propoésitos se encuentran los métodos cinéticos-
espectroscopicos (deteccion UV o fluorescencia), gradientes de pH monitoreados
mediante espectrofotometria, entre otros [43].

Meétodos cromatograficos con deteccion espectral

Las técnicas cromatograficas acopladas a deteccion espectral UV-Vis, emision de
fluorescencia o espectrometria de masas se emplean ampliamente en la generacién de
datos de segundo orden basados en métodos separativos [47].

De manera general, la cromatografia clasica involucra el andlisis de muestras
complejas a partir de la resolucién completa entre senales cromatograficas individuales de
los distintos constituyentes de la muestra. Sin embargo, la resolucion completa de las
sefales no siempre se logra, obteniéndose cromatogramas con sefales solapadas [47].

La matriz de datos generada para una muestra Unica utilizando un método
cromatografico con deteccion espectral contiene los tiempos de retencion en una de las
dimensiones y la informacién espectral en la otra. Las matrices se obtienen registrandose
las sefiales espectrales, en un rango espectral determinado, para cada tiempo de
retencién, en un rango de tiempo establecido. Los instrumentos que permiten obtener este
tipo de datos deben contar con detectores que permitan la obtencién de espectros en un
tiempo muy corto. Dentro de los detectores mas comunmente encontrados en los
instrumentos analiticos se pueden mencionar los DAD, los detectores de fluorescencia de
barrido rapido (FSFD: Fast-Scanning Fluorescence Detector) y los detectores de masas
(MSD: Mass Detector).
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Por otro lado, es posible obtener datos de segundo orden mediante la utilizacién de
técnicas basadas en andlisis en flujo como el andlisis por inyeccion en flujo (FIA: Flow
Injection Analysis) [48].

Matrices de excitacion-emision de fluorescencia

Una de las metodologias mas populares para la generacién de datos de segundo
orden es la basada en la generacion de EEM. Esto se debe, entre otras cosas, a la
simplicidad de la obtencion de los datos, al requerimiento de un Unico instrumento, a que
las sefales de emision de fluorescencia presentan una mayor sensibilidad en
comparacion con espectroscopia UV y a que se requiere de instrumentos de costos
relativamente bajos.

Una de sus principales caracteristicas es que, al no ser una técnica separativa, para
una muestra con multiples componentes se obtendran sefales altamente solapadas
requiriéendose de las ventajas provistas por las herramientas quimiométricas para la
resolucion de las contribuciones individuales de cada componente puro [47].

La obtenciéon de una EEM de fluorescencia se logra registrandose las senales de
emision de fluorescencia en una determinada region espectral a diferentes longitudes de
onda de excitacidén. Las regiones espectrales de emision y excitacion se seleccionan de
acuerdo al sistema en estudio y a los componentes que constituyen las muestras.

Con estas técnicas analiticas es posible, también, obtener datos de orden superior
aumentando el numero de modos instrumentales, por ejemplo, monitoreando reacciones

cinéticas mediante generacion de EEM.

1.5.3. Algoritmos quimiomeétricos

Existe una gran variedad de algoritmos matematicos disponibles para el
procesamiento de datos multivariados. La eleccién de emplear un algoritmo en particular
va a depender, principalmente, del tipo de dato instrumental generado y del propdsito del
andlisis [49]. Algunos de los algoritmos mas empleados en el andlisis de datos de
segundo y tercer orden son: el andlisis paralelo de factores (PARAFAC: Parallel Factor
Analysis) y sus variantes [50], el método de aniquilacion de rango generalizado (GRAM:
Generalized Rank Annihilation Method), la resolucibn multivariada de curvas por
cuadrados minimos alternantes (MCR-ALS: Multivariate Curve Resolution-Alternating

Least Squares) [51], entre otros.
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A continuacién se describiran de manera resumida los algoritmos quimiométricos
empleados en esa tesis: MCR-ALS y PARAFAC.

Resolucion multivariada de curvas por cuadrados minimos alternantes
(MCR-ALS)

MCR-ALS es un algoritmo ampliamente utilizado que mostr6 ser una herramienta
poderosa en la resolucién de muestras desconocidas que den como resultado tablas o
matrices de datos que puedan ser descritas como un modelo bilineal [52]. Este método de
modelado flexible permite obtener informacién acerca de un sistema multi-componente
por discriminacién de las contribuciones individuales de sus constituyentes quimicos [51] y
se basa en la descomposicion del siguiente modelo bilineal:

D=CxST+E (1)

donde la matriz D (J x K) contiene las sefales instrumentales totales del sistema en
estudio( por ejemplo, espectros UV en funcién del pH o del tiempo); C (K x N) contiene los
K sensores del primer modo instrumental de cada N componente presente en el sistema
(por ejemplo, la evolucion de la concentracion en un proceso); S es una matriz (J x N)
conteniendo el factor de sensibilidad instrumental de cada uno de los N componentes a
cada j longitud de onda (por ejemplo, los espectros asociados a cada especie) y E (J x K)
representa la contribucién del error de las mediciones.

La descomposicion bilineal y la busqueda de las respuestas individuales se logra
mediante un proceso basado en un método iterativo, obteniéndose directamente
estimaciones de las matrices C y S. Se debe tener en cuenta que para comenzar el
proceso de iteracion se requieren parametros que contengan informacion similar a la del
sistema en estudio; es decir, se requiere de estimaciones iniciales tipo-C o tipo-S que
pueden ser obtenidas experimentalmente o mediante algoritmos de descomposicion
bilineal auxiliares, tales como el llamado método simple interactivo de auto-modelado para
el anadlisis de mezclas (SIMPLISMA: Simple-to-use Interactive Self-modelling Mixture
Analysis). Este método permite la resolucion de datos multidimensionales de manera
simple, rapida y de facil interpretacion [53], resolviendo cada componente de manera
individual.

El proceso de optimizacién mediante ALS se basa en la minimizacion del error
residual de la descomposicién bilineal mediante el uso de restricciones matematicas o

quimicas. Las restricciones se clasifican segun su naturaleza o implementacion. Cuando
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las restricciones son implementadas, la informacion quimica o matematica acerca de los

perfiles debe ser traducida a una condicion matematica [54]. Las restricciones mas
utilizadas son [54,55]:

No-negatividad: fuerza a los perfiles a tener valores positivos. Es aplicable a
concentraciones o respuestas instrumentales, que, por naturaleza, deben ser
positivas, por ejemplo, los espectros de emision de fluorescencia o espectros de
masas.

Unimodalidad: fuerza a los perfiles a tener un anico maximo. Es aplicable a perfiles
que presenten formas de pico, como sefales cromatogréaficas, o perfiles que
muestren crecimiento o decrecimiento con valores tipo plateau maximos o
minimos, respectivamente.

Condicion de sistema cerrado: representa la traduccion matematica de la
condicion de balance de masa en quimica. Es aplicable solo cuando la
concentracion total de las especies detectables es constante en cada etapa del
proceso.

Trilinealidad: sigue la expresién de modelo trilineal y solo es aplicable para el
modelado de multiples muestras dispuestas en un arreglo de 2-vias aumentado. Al
utilizarla se asegura que los resultados sean unicos, es decir, se asegura la
obtencién de resultados sin ambigiiedad.

Correspondencia entre especies: es aplicable al analisis de multiples muestras en
un arreglo de 2-vias aumentado. Se establece la presencia o ausencia de un
componente en una matriz particular C y/o S. La informacion presencia/ausencia

se aplica como cddigo binario de 1y 0, respectivamente.

En general, el proceso de MCR-ALS incluye:

1-

El

Determinacion del numero de especies espectroscopicamente activas por
descomposicion del valor singular (SVD: Singular Value Decomposition);
Obtencién de estimaciones iniciales tipo-C o tipo-S del sistema;

Calculo de ST utilizando restricciones;

Calculo de C usando restricciones;

Reproduccion de D con los productos de Cy ST; y

Repeticion desde 3 hasta obtener convergencia.

criterio de convergencia se basa en la comparacion del ajuste obtenido en dos

iteraciones consecutivas y se logra cuando la diferencia relativa entre dos iteraciones

consecutivas es menor a un valor umbral establecido.
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Se debe tener en cuenta que con MCR es posible obtener resultados ambiguos para
un mismo sistema, debido a que el modelo presenta libertad rotacional, es decir, la
descomposicion puede dar lugar a diferentes resultados que explican el mismo sistema.
Algunas de las restricciones matematicas que se utilizan ayudan, principalmente, a la
reduccion de la ambigledad rotacional, mientras que otras restricciones, como la
condicion de sistema cerrado, favorecen la reduccidon de la ambigtiedad por diferencias en
concentraciones. Por lo tanto, el uso de las diferentes restricciones, como también, el uso
de los arreglos de 2-vias aumentados, analizando multiples muestras simultaneamente,
ayuda a disminuir la ambigledad de los resultados, obteniéndose resultados cercanos a
la situacion real. Adicionalmente, los perfiles contenidos en C y S permiten inferir acerca
del comportamiento de los constituyentes del sistema en el proceso y de su
comportamiento espectral a causa de que los perfiles pueden ser fisicamente
interpretados. Por otro lado, la informacién contenida en C puede ser utilizada para fines

predictivos en calibracion multivariada.

Analisis paralelo de factores (PARAFAC)

PARAFAC es un algoritmo para datos multidimensionales de segundo orden y orden
superior que descompone los arreglos de datos en juegos de loadings y puntuaciones
(scores) para describirlos de una forma mas condensada que la original [56].

Un modelo PARAFAC para un arreglo de 3-vias esta definido por los elementos ain, bjn
y cxn[50] siguiendo un modelo de triadas, segun Ortiz y col. [57].

Xijie = YN=1Qin bjn Cen +eijx 1=12.,1j=12,..]; k=12,..,K (2)

donde ain denota el valor de los perfiles en el modo de las muestras para los N
constituyentes en la muestra i; by, y ck» son los valores correspondientes a los 2 modos
instrumentales para los n constituyentes en cada sensor instrumental j y Kk,
respectivamente y ejx colecta los errores del modelo.

La principal ventaja del modelo PARAFAC es la unicidad de la solucién. En los
modelos bilineales basados en ALS, el mayor inconveniente es la libertad rotacional que
presentan en su resolucion, que puede ser significativamente reducida mediante la
utilizacién de informacion externa [50,56]. Sin embargo, para los modelos PARAFAC no
seria necesario el uso de restricciones debido a que el modelo es identificado Unicamente

por su estructura, si bien en la practica pueden ser utilizadas algunas restricciones a fin de
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favorecer la obtencion de la solucion 6ptima. Las matrices de loadings B y C obtenidas de
la descomposicion pueden ser fisicamente interpretables. Por ejemplo, para EEM de
fluorescencia, los perfiles contenidos en B y C representan los espectros de excitacién y
emision, mientras que la informacién contenida en A indica las concentraciones relativas
de los constituyentes de la muestra. La unicidad de la solucién, sin embargo, solo se
alcanza si no existe deficiencia de rango en ninguno de los modos; es decir, el nUmero de
componentes es igual en cada uno de los modos instrumentales y los vectores
representativos del modelo son linealmente independientes [50]. La informacién contenida
en A es utilizada, habitualmente, para andlisis predictivos en calibracién multivariada.

1.5.4. Cifras de mérito analiticas

En quimica analitica, las cifras de mérito (FOMs: Figures Of Merit) son parametros
numéricos empleados en la comparacion de rendimientos relativos de diferentes

metodologias analiticas, permitiendo establecer sus capacidades de deteccién [58].

Sensibilidad

La sensibilidad (SEN) constituye, probablemente, la cifra de mérito mas importante
debido a que es clave en la expresion empleada para determinar las restantes cifras de
mérito. Una de las definiciones de sensibilidad que incluye a los datos univariados y
multivariados describe la sensibilidad en términos de propagacion de la incertidumbre,
como el grado de ruido de salida de un sistema para un determinado ruido de entrada. A
partir de esta aproximacion se desarrollé la siguiente ecuacidon matematica general para

estimar la sensibilidad:

_ -1/2
SEN = {gn"[Zesp" (1~ ZnoespZnoesp )Zesp]  &n} ©

donde cada pardmetro dependera del modelo matematico utilizado y el orden de los
datos. La matriz Zesp y el vector especial de la identidad del analito, gn, corresponden a la
fase de calibracion; los subindices “esp’ y “noesp’ se refieren a componentes esperados y
no esperados, respectivamente. La matriz Zesp colecta los perfiles de los constituyentes
presentes en la muestra de calibracion y el vector gn selecciona o combina esta

informacién, haciéndola especifica para el constituyente de interés n. El factor final de la
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Ec. 3, (I — ZnoespZnoesp *), €s la manifestacién matematica de la ventaja de segundo orden y
solo aparece en metodologias de calibracién de segundo orden u orden superior.

Asi, por ejemplo, en el caso de datos multidimensionales de segundo orden,
dispuestos en un arreglo de 2-vias aumentado, aplicando un modelo MCR-ALS, la SEN

se deriva en la expresion:

_11-1/2
SENMCR = Pk [](STS)R;] (4)

siendo k el indice del analito de interés en la mezcla de mdultiples componentes, J el
namero de datos en cada submatriz en el modo aumentado y p«la pendiente de la curva
estimada en la regresién pseudounivariada construida con los perfiles de concentracion
obtenidos mediante modelado por MCR-ALS. Se puede observar que la SEN, en este
caso, depende del perfil espectral calculado S [59].

Sensibilidad analitica

La sensibilidad analitica se define como la relacién entre la sensibilidad y el ruido
instrumental, tal como se describe en la Ec. 5:

y =SEN/; (5)

donde o, es una estimacion del nivel de ruido de la sefal instrumental medida. Este
parametro analitico se expresa en unidades de concentracién™', es independiente de la
sefal y, por lo tanto, puede emplearse para comparar metodologias basadas en
diferentes mediciones instrumentales [58].

Limite de deteccion

La definicibn de limite de deteccion (LOD: Limit Of Detection) basado en las
recomendaciones de la IUPAC (IUPAC: International Union of Pure and Applied
Chemistry) es la minima concentracidén que puede ser detectada por el método de manera
confiable. Por lo tanto, considerando un nivel de confianza del 95%, el LOD en

calibraciones multivariadas viene dado por la siguiente ecuacion:

LOD = 3.30¢ = 3.3 (SEN"20 + hoSEN~20% + hyaZ, )*/? (6)
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donde of es la varianza de la sefial instrumental, o , es la varianza de las

concentraciones de calibracion y h, es el efecto palanca de una muestra blanco, que se
obtiene de la expresion:

— 1 37c2al 7
ho - I_+ Tcal 12 ( )
cal XV Vi-Vear)
donde I.,; es el numero de muestras de calibracion, y; la concentracion nominal del

analito e y.,; la concentracion media de calibracion [58].

Limite de cuantificacion

El limite de cuantificacion (LOQ: Limit Of Quantitation) se define como la
concentracion minima de analito que puede ser estimada con un error relativo menor al
10%, con adecuada precisién y exactitud [58], y que se obtiene a partir de la siguiente
ecuacion:

LOQ = 10 (SEN"20¢ + hySEN~20 + hoo. )/? (8)

1.6. Optimizacion de métodos analiticos

El desarrollo de un método analitico involucra una gran variedad de factores que
tienen la potencialidad de afectar su rendimiento. Por lo tanto, es una practica comian que
para el analisis de muestras complejas se requiera la aplicacién de un procedimiento de
optimizacion que permita obtener la mejor combinacion de variables experimentales, con
el fin de maximizar las respuestas en estudio. Esta optimizacion puede lograrse mediante
el uso de la metodologia de superficie de respuesta (RSM: Response Surface
Methodology). La RSM utiliza una serie de técnicas matematicas y estadisticas para la
construccién de un modelo que responda al ajuste de los datos experimentales [60]. A
modo sintético, el modelo seleccionado debe ser capaz de describir de forma adecuada el
comportamiento de los datos con el objetivo de realizar posteriores predicciones
estadisticas confiables. Entonces, cuando las respuestas dependen de varios factores se
puede realizar la optimizacion simultanea de los niveles que deben alcanzar las variables
[61]. Por estas razones, para modelar la curvatura del sistema y obtener mejores

resultados, cada factor debe estudiarse en varios niveles.
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En general, los disefios de experimentos pueden clasificarse, segun sus
caracteristicas, en: 1) disefios de screening, que permiten el andlisis de factores con el
objetivo de seleccionar los que influyen en las respuestas seleccionadas; es decir,
generalmente se utilizan en los pasos de seleccién de factores. En este grupo se
encuentran los disefios factoriales fraccionados (FFD: Fractional Factorial Design) y
disefio Plackett-Burman, y 2) disefios de optimizacién, que permiten obtener datos
experimentales que luego pueden ser modelados con el propédsito de caracterizar una
superficie de respuesta y, mediante la optimizacidén, encontrar los valores que deben tener
los factores para que las respuestas lleguen a su 6ptimo. Dentro de este tipo de disefnos
se encuentran el disefio central compuesto (CCD: Composite Central Design) y el disefio
de mezclas.

Los disefios factoriales se utilizan en las primeras etapas del desarrollo analitico, en
las que se desea definir el nimero de factores influyentes en el sistema. Posteriormente,
se modelan las respuestas correspondientes a los puntos del disefio y se determinan las
condiciones Optimas a partir de la “Funcién de deseabilidad de Derringer” [61]. Con este
proposito, primero se crea una funcion deseabilidad parcial (d;) para cada respuesta,
utilizando los modelos que mejor describen las respuestas y estableciendo los criterios de
la optimizacion. Ademas, se definen los parametros de optimizacién; es decir, se decide si
los factores o las respuestas deben maximizarse, minimizarse, mantenerse en el rango o
alcanzar un valor predeterminado. A su vez, con el fin de darle la importancia necesaria,
teniendo en cuenta las caracteristicas del sistema y el objetivo final, se aplica a cada
parametro un peso o énfasis. Finalmente, se obtiene una funcién de “Deseabilidad Global”

(D) que se expresa de la siguiente manera:

L L
D = (d? X dgz D G X d:ln)ﬁ = (H?=1 d{l)Zri (9)

donde n es el numero de variables incluidas en el proceso de optimizacién y r, es la
importancia relativa de cada factor o respuesta con respecto a las otras.
De esta manera, se pueden obtener una serie de combinaciones de los factores que

cumplen con los requisitos previamente establecidos.
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OBJETIVOS

“Lo importante en la ciencia no es tanto
obtener nuevos datos, sino descubrir
nuevas formas de pensar sobre ellos”

William Lawrence Bragg

41



Objetivos

Objetivos generales

Utilizar técnicas separativas acopladas a detectores de arreglo de diodos (DAD),

fluorescencia de barrido rapido y espectrometria de masas, y técnicas de espectroscopia

molecular e inyeccion en flujo (FIA-DAD), en conjunto con algoritmos quimiométricos de

modelado de senales, para desarrollar estrategias analiticas globales destinadas a la

determinacién de ARVs en muestras ambientales de agua y muestras bioldgicas.

Objetivos especificos

1)

Generar datos de orden superior, empleando, por un lado, cromatografia liquida
acoplada a detectores de arreglo de diodos, fluorescencia de barrido rapido y
espectrometria de masas, y, por el otro, técnicas de espectroscopia molecular y FIA-
DAD para ser aplicados a la determinacién de: a) farmacos ARVs presentes en
muestras ambientales de agua, b) farmacos ARVs en muestras bioldgicas y c) los
potenciales efectos ecotoxicolégicos de los farmacos ARVs en larvas de anfibios
anuros.

Aplicar algoritmos quimiométricos que permitan realizar la cuantificacion de los
analitos en las muestras que contengan interferencias no calibradas.

Aportar a la comunidad cientifica métodos eficientes de analisis, validados segun
normas internacionales, para su aplicacion en areas de interés bioldgico y ambiental.
Aportar a la comunidad cientifica datos referidos a estudios de bioacumulacién de
ARVs en organismos acuaticos y sus posibles efectos toxicoldgicos, para la posterior

evaluacién de riesgo ambiental.
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CAPITULO 1

Caracterizacion dcido-base y
determinacion simultdnea de drogas

antirretrovirales en muestras ambientales
de agua por FIA-DAD
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1.1. Introduccidn

Uno de los primeros pasos en el desarrollo y la investigacion de nuevas metodologias
analiticas con el fin de cuantificar analitos que presentan caracteristicas acido-base es el
conocimiento de sus constantes de disociacion. La constante de disociacién &cida,
comunmente expresada en términos de pKa, se encuentra relacionada con el grado de
ionizacion de una molécula a distintos valores de pH [62]. El conocimiento de esta
propiedad juega un papel fundamental en el desarrollo y la optimizacion de diferentes
procesos analiticos, bioldgicos y ambientales (Tabla 3). Desde el punto de vista analitico,
la informacion del pKa es muy util en el desarrollo de métodos con fines separativos, tales
como cromatografia liquida o electroforesis capilar, debido a la fuerte dependencia entre
el pKa del compuesto y el pH de la fase mévil en la retencion cromatografica y el
comportamiento electroforético de compuestos ionizables [63-66]. Asi mismo, el valor de
pKa es muy util durante el desarrollo de métodos de extraccidbn o de limpieza que se
basan en las propiedades acido-base de un analito para separarlo de manera selectiva de
una matriz compleja [67].

Por otra parte, el impacto del pKa en procesos bioldgicos como la solubilidad,
lipofilicidad, permeabilidad [68,69], velocidad de fotdlisis, actividad antimicrobiana,
permeabilidad a través de la piel [69,70], farmacocinética y farmacodinamica de un gran
namero de drogas [71] ha sido ampliamente estudiado. Desde el punto de vista ambiental,
la constante de disociacién puede influir en la toxicidad de determinadas drogas frente a
organismos acuaticos [72,73]. De manera similar, este parametro puede tener repercusion
en la absorcibn de drogas en suelos, lo que puede conducir, posteriormente, a
contaminacién de aguas superficiales y subterraneas [74]. En este sentido, se informaron
casos en los que el conocimiento de las constantes de disociacion permitié la remediacion
directa en el tratamiento de aguas residuales, a través del desarrollo de métodos que
emplean esta propiedades acido-base en la remocion eficiente de contaminantes tales

como las drogas farmacéuticas [75,76].
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Tabla 3. Procesos analiticos, biolégicos y ambientales en los que el conocimiento del pKa tiene un rol preponderante.

Sistema/Matriz Analitos Métodos Objetivo Ref.2
Separaciones analiticas
Cama de pollo Drogas veterinarias HPLC-DAD/FLD Cuantificacién [63]
Péptidos y proteinas HPLC-ESI/MS-MS B L
Plasma humano Separacion y cuantificacion [66,77]
Antibitticos FIA-DAD
Fluoroquinolonas, PPls
HPLC-UV
Solucién acuosa B-bloqueadores Separaciones quirales [64,65]
. CE-DAD
Anticoagulantes
Pretratamiento de muestras
Jugo de frutas y frutas - : . . R
frescas Insecticidas piretroides LLME homogénea Extraccién acido-base [67]
Vasodilatadores,
vasopresores, Extraccién liquido-sélido Extracciéon de complejos i6nicos para
Plasma humano . ) . oo . [78]
broncodilatadores y mediante membrana artificial la eliminacion de fosfolipidos
bloqueadores H2
Leche Antibidticos HF-LPME Preconcentracién y clean up [79]
Ensayos biologicos
Secrecion biliar lipidica Acidos biliares HPLC-ELSD Estudios de lipofilicidad [80]
Piel humana NSAID Células de difusion side-by-side Estudios de permeabilidad de la piel [69]

Membranas artificiales

Drogas humanas

Espectrofotometria UV en placa
de microtitulacién

Permeabilidad y perfiles de absorcién
del tracto-Gl

(81]
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Tabla 3 (continuacion). Procesos analiticos, biolégicos y ambientales en los que el conocimiento del pKa tiene un rol preponderante.

Sistema/Matriz Analitos Métodos Objetivo Ref.2
T Alcaloides Espectroscopia UV y de Estudios de qctlwdad biolégica 82,83]
fluorescencia dependiente del pH
Orina humana Anfetamina GC-MS Evaluacion de velocidad de excrecién [84]
Células de fibroblastos Pesticidas, drogas . . . -
embrionarios de ratén humanas y toxinas Ensayo de toxicidad Analisis de mecanismos de toxicidad [85]

Procesos ambientales

Scenedesmus Anhdepreswo; : B . Espectn_)foto_metrl_a} UV de Evaluacion de métodos toxicocinéticos [72]
vacuolatus bloqueadores y antiarritmicos microtitulacion
Daphnia magna Antibiticos Ensayo de toxicidad /LC-MS/MS Estudios da bloconcentracion y 73]
Antibiéticos, B-bloqueadores _ ., .,
Suelo y anticonvulsivos LC-MS/MS Evaluacion de adsorcién de drogas [74]
q Tecnologia de hierro cero-valente
Soluci6n acuosa y Antibioticos E 9 i istid Estudios de eliminacién de drogas [75,76]
aguas residuales Hormonas estrogénicas xtraccion asistida por !

microondas

a Referencias

PPIs: inhibidores de la bomba de protones ( Proton Pump Inhibitors), LLME: microextraccion liquido—liquido (Liquid-liquid microextraction), HF-
LPME: microextraccion en fase liquida basada en fibra hueca (Hollow fiber- liquid phase microextraction); ELSD: detector de dispersion de luz
evaporativa (Evaporative Light Scattering Detector); NSAID: Drogas antinflamatorias no-esteroideas (Non-Steroidal Anti-Inflammatory Drugs) ; Gl:
gastrointestinal; GC-MS: cromatografia gaseosa acoplada a espectrometria de masa (Gas Chromatography-mass spectrometry)
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Existen diversos métodos para la determinacion de la constante de disociacion de
drogas farmacéuticas que involucran potenciometria [70], electroforesis capilar (CE:
Capillary Electrophoresis) con DAD [86,87], resonancia magnética nuclear (RMN:
Resonance Magnetic Nuclear) [88], espectroscopia de absorcion UV-Vis [89,90],
cromatografia liquida de alta resolucion (HPLC: High Performance Liquid
Chromatography) con DAD [91] y acoplado a MS [92], y FIA-DAD [77,93].

La manera mas tradicional y comunmente empleada de calcular el pKa es a través de
la ecuacion de Henderson-Hasselbalch [94], que relaciona el pH del medio y el pKa del
analito con la concentracién de equilibrio entre la forma no ionizada [HA] y la forma
ionizada [A7]:

pH = pK, + log (%) (10)

Generalmente, para determinar los valores de pKa, algunos parametros, tales como
absorbancia [89], intensidad de fluorescencia [95] y vida media de fluorescencia [96], se
miden en funcién del pH. La sefal registrada se usa para construir el diagrama de
distribucion de especies a partir del cual se determina el pKa [97].

Una estrategia alternativa para determinar esta constante de disociacion acida
consiste en emplear algoritmos quimiométricos para analizar datos espectrofotométricos
de segundo-orden, como, por ejemplo, espectros UV registrados en funcién del pH. En
este sentido, MCR-ALS es uno de los algoritmos que ha mostrado una mayor versatilidad
para calcular el pKa a partir de datos obtenidos de diferentes instrumentos tales como
espectroscopia UV-Vis [98,99], FIA-DAD [90,93], CE-DAD [87] y espectroscopia de
fluorescencia molecular [98,100].

Teniendo en cuenta la importancia que supone el conocimiento de las constantes de
disociacién, se realizdé una busqueda detallada de los valores de pKa y las condiciones
experimentales informadas en la literatura para 3TC, d4T, AZT, ABC, EFV y NVP,
observandose que los datos disponibles en la literatura respecto a las condiciones
experimentales eran escasos e incompletos [93,101-107]. Por lo tanto, se determinaron
las constantes de disociacién acida de estas drogas en condiciones experimentales
controladas, con el fin de desarrollar métodos analiticos que permitieran la cuantificacién
simultanea de estas drogas en matrices ambientales de agua, aprovechando el
conocimiento de sus propiedades acido-base.
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En cuanto al desarrollo de métodos analiticos para la cuantificacion de ARVs, en la
literatura se encuentran descritas diferentes metodologias de cuantificacién simultanea
en productos farmacéuticos, fluidos biolégicos, tejidos animales, mezclas sintéticas y, mas
recientemente, matrices ambientales, a partir de métodos que incluyen espectroscopia en
el infrarrojo cercano [108], HPLC [109], UHPLC-MS/MS [110] y FIA-DAD [111].

Tal como se expuso anteriormente, dada la amplia variedad de residuos farmacéuticos
que son descargados al ambiente y las posibles consecuencias negativas que puede
ocasionar la entrada continua de drogas tales como los antirretrovirales en los
compartimentos ambientales, es importante desarrollar métodos sensibles que permitan
su cuantificacion. Por lo tanto, teniendo en cuenta las propiedades acido-base de estas
drogas y sus diferencias espectrales, se propuso el desarrollo de un método de FIA-DAD,
considerando las ventajas que aporta desde el punto de vista de simplicidad, factibilidad
de uso, reproducibilidad, bajo consumo de reactivos y alto grado de automatizacion [112].

Un sistema FIA se basa en la inyeccion de una muestra liquida en un flujo liquido
transportador continuo que genera una zona, o bolo de muestra, que se transporta a
través de un capilar y que, posteriormente, es monitoreada por un sistema de deteccion
[48]. En dependencia de las caracteristicas de la solucion transportadora y la muestra, es
posible obtener un sistema lineal o un sistema de gradiente de pH. Para el caso donde el
pH de la solucién transportadora es diferente al pH de la solucibn muestra se puede
generar un sistema de doble gradiente de pH, a partir de la mezcla y dispersion
controlada de la muestra dentro de un flujo transportador. En la Fig. 4 se esquematiza
este tipo de sistema FIA, que fue el empleado en este estudio, y que representa el perfil

de elucion obtenido de la inyeccion de una muestra alcalina en un flujo transportador

acido.
o Muestra .
Medio acido (medio bisico) Medio acido
| o
_—
Flujo

Figura 4. Representacion esquematica de un sistema FIA para el andlisis de una muestra basica
en un flujo transportador acido.
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En general, en los métodos basados en FIA los analitos son arrastrados/impulsados
por el liquido transportador y llegan al detector al mismo tiempo. Por lo tanto, para el
andlisis de muestras complejas o sistemas multicomponentes son necesarios
mecanismos alternativos que aseguren la identificacion de cada compuesto. La resolucion
de los distintos componentes presentes en una mezcla se puede llevar a cabo a partir del
empleo de algoritmos matematicos que procesan de manera eficiente los complejos datos
instrumentales. Uno de los algoritmos que puede ser utilizado con este propésito es MCR-
ALS, que permite la discriminacién de los analitos de interés en base a sus diferencias
espectrales y temporales a partir del andlisis de datos de segundo orden.

1.2. Objetivos

- Determinar los valores de pKa de 3TC, d4T, AZT, ABC, EFV y NVP por titulacion
espectrofotométrica UV-Vis y MCR-ALS.

- Desarrollar un método analitico mediante FIA-DAD vy posterior andlisis de datos de
segundo orden por MCR-ALS para la cuantificacion simultanea de las drogas ARVs en
matrices ambientales de agua.

1.3. Materiales y métodos

1.3.1. Reactivos y soluciones

Se utilizaron drogas de calidad analitica de 3TC, d4T, AZT, ABC, EFV y NVP
suministradas por Laboratorios DOSA S.A. (Buenos Aires, Argentina). Se emplearon los
siguientes reactivos de calidad analitica: cloruro de potasio (KCI) obtenido de Merck (New
York, Estados Unidos), acido clorhidrico (37%, HCI) e hidréxido de potasio (KOH) ambos
comprados en Anedra (San Fernando, Argentina). También se utiliz6 metanol (MeOH)
grado HPLC, Biopack (Buenos Aires, Argentina) y agua ultrapura obtenida a partir de un
sistema de agua milliQ marca Millipore (Bedford, Estados Unidos). Los reactivos utilizados
en la preparacion de las soluciones basicas y acidas fueron hidroxido de sodio (NaOH),
fosfato de sodio dibasico (Na2HPOQO.) y acido fosférico (85%, HsPQOs), obtenidos de Anedra
(San Fernando, Argentina).
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Se prepararon seis soluciones madres de 1000 ug mL™" a partir de la disolucién de
cantidades apropiadas de 3TC y ABC en agua ultrapura, y NVP, d4T, AZT, y EFV en
MeOH. Las soluciones madres se almacenaron en la oscuridad a 4°C. Las soluciones de
trabajo se prepararon a partir de la adecuada diluciéon de estas soluciones en el solvente
correspondiente.

La soluciéon &cida o transportadora, (0.2 mol L") se prepar6 transfiriendo volimenes
apropiados de HsPO4 a un matraz de 500.0 mL, ajustando el pH a 2.4 con NaOH 8.0 mol
L' y enrasando con agua ultrapura. La solucion bésica, (0.1 mol L") o de
acondicionamiento de la muestra, se preparé disolviendo cantidades adecuadas de
Na.HPO4 en agua ultrapura, ajustando el pH a 11.0 con NaOH 1.0 mol L™, y enrasando
con agua ultrapura hasta alcanzar un volumen final de 100.0 mL.

Las muestras ambientales de agua se obtuvieron de diferentes regiones de Argentina
y se almacenaron a 4°C hasta su analisis. Las muestras de agua de pozo y potable se
tomaron de las ciudades de Coronda y Santa Fe, respectivamente, ambas localizadas en
la provincia de Santa Fe. Las muestras de aguas de rios se recolectaron de distintas
zonas de la provincia de Santa Fe (Rio Santa Fe, Rio Cuculucito, Rio Colastiné, Rio
Salado y Rio San Javier) y de las provincias de San Luis, Entre Rios y Buenos Aires (Rio
Boca del Rio, Rio Gualeguay y Rio Lujan, respectivamente).

1.3.2. Instrumentacion

Las titulaciones espectrofotométricas se realizaron utilizando un potenciémetro Orion
410A equipado con un electrodo de vidrio combinado Orion ROSS Ultra (Massachusetts,
Estados Unidos). Las mediciones se realizaron usando una cubeta de cuarzo de 1.00 cm
de paso Optico. Los espectros de absorcibn se registraron empleando un
espectrofotdmetro Perkin Elmer Lambda 20 UV-Vis (Massachusetts, Estados Unidos)
utilizando un rango de longitudes de onda de 200-400 nm cada 0.5 nm, a una velocidad
de barrido 480 nm min~' y amplitud de ranura de 2 nm. El tamafio de las matrices
generadas resulté de 401 sensores en la dimension espectral, y 25 a 32 sensores en el
modo de pH, dependiendo del procedimiento experimental.

El sistema FIA se desarroll6 usando un HPLC Agilent 1100 Series LC (Waldbronn,
Alemania). La solucion transportadora consisti6 en una solucion reguladora de
HsPO4/NaH.PO, 0.2 mol L™ (pH = 2.4) y la soluciéon de acondicionamiento, en una
solucion reguladora de NasPOs4/Na,HPO, 0.1 mol L' (pH = 11.0). La solucién
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transportadora se bombeé a través de un capilar flexible de 800 mm de longitud y 0.5 mm
de diametro interno, a un flujo de 0.3 mL min~'. Se empled una temperatura de 25°C. Los
espectros se registraron en un rango de 230-430 nm cada 1 nm durante 1.9 min.

1.3.3. Procedimiento experimental

1.3.3.1. Caracterizacion acido-base por titulacion espectrofotométrica
UV-Vis

Todas las mediciones se realizaron en soluciones de 0.06 mol L=' de fuerza idnica
inicial, ajustada con KCI 3 mol L™, y a una temperatura constante de 25°C, utilizando un
bafno termostatizado de agua circulante. La titulacion se realizé partiendo de una solucién
de concentracién 10 ug mL™" para cada analito, en medio acido (pH~2) acondicionado con
HCI. El procedimiento general consistié en la adicion de pequenas alicuotas de KOH de
concentracion 0.1, 1.0 o 3.0 mol L', segln fuese apropiado, en un vaso de precipitado
conteniendo 50.0 mL de la solucién acida inicial, en agitacion constante, con el objetivo de
obtener pequenos incrementos de pH. Una vez alcanzado cada valor de pH, se registro el
espectro correspondiente a partir de la extraccién de 2.0 mL de la solucién, que fueron
posteriormente restablecidos a la solucién original hasta alcanzar un pH~13.

Los espectros de absorcion de referencia de las especies acidas y basicas para cada
analito se obtuvieron a partir de experimentos realizados en las condiciones de pH
seleccionadas: pH 2.0y 13.0.

Teniendo en cuenta las matrices de datos generadas a partir del espectro registrado
para cada valor de pH, se realizé la determinacion del pKa por modelado quimiométrico
mediante MCR-ALS a partir del diagrama de distribucién de especies. Adicionalmente,
para corroborar los resultados de pKa obtenidos, se utilizé otra metodologia de célculo que
involucré el ajuste sigmoidal de la absorbancia medida a una longitud de onda especifica
en funcién del pH y, posteriormente, se calculd el pKa a partir del punto de inflexion
empleando la ecuaciéon de Henderson-Hasselbalch.
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1.3.3.2. Cuantificacion de ARVs mediante FIA-DAD

Muestras de calibracion y validacion

Para cada analito, se prepararon un conjunto de seis muestras de calibracion por
triplicado transfiriendo alicuotas apropiadas de las soluciones de trabajo de 3TC, AZT,
ABC, EFV y NVP (100 pg mL™") a matraces de 10.0 mL. Para el caso de las drogas AZT,
EFV y NVP, las alicuotas se llevaron a sequedad primeramente bajo flujo suave de
nitrégeno hasta evaporar el MeOH y se sonicaron con aproximadamente 5 mL de agua
ultrapura por 10 min. Posteriormente, se adicioné 1.0 mL de 1.0 mol L' de la solucién de
acondicionamiento NazPO4/NaHPO4 (pH = 11.0) en matraces de 10.0 mL, y se enrasé
con agua ultrapura. Las concentraciones finales de las muestras de calibracion se
encontraron en el rango de 50.0 — 500.0 yg L™ para cada analito. Al finalizar, se procedié
a la inyeccion de 100.0 pL en el sistema FIA.

Para la validacion, se evaluaron un conjunto de cinco muestras compuestas por una
mezcla de los cinco analitos en concentraciones diferentes a las usadas en la calibracion,
preparadas siguiendo un disefio aleatorio (Tabla 4). En todos los casos, las muestras se
prepararon por duplicado, excepto para la muestra 3, que se preparoé por quintuplicado.

Tabla 4. Composicién de las muestras de validacion.

Muestras de Concentracion (ug L)
validacion 3TC AZT ABC EFV NVP
1a 450 150 350 450 250
2a 350 250 450 150 350
30 300 300 300 300 300
4a 250 350 150 250 450
5e 150 450 250 350 150

a preparada por duplicado
b preparada por quintuplicado

Muestras reales

Las muestras ambientales se prepararon fortificando las aguas de rios, pozo y potable
con cada analito en cinco niveles de concentracién diferentes (Tabla 5). Primeramente,
las muestras de agua se centrifugaron a 3000 rpm por 10 min y se filtraron a través de
membranas de nylon de 0.2 um. Posteriormente, se procedié a la preparacién de la
muestra tal como se describié anteriormente, pero enrasando con agua de rio, pozo o

potable segun correspondiera. El procedimiento se realizé por duplicado.
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Tabla 5. Composicién de las muestras reales conteniendo los cinco analitos.

Muestras ambientales Concentracion (ug L)
de agua ® 3TC AZT ABC EFV NVP
1 150 450 250 350 150
2 450 150 350 450 250
3 450 150 350 450 250
4 300 300 300 300 300
5 250 350 150 250 450
6 35 250 450 150 350
7 300 300 300 300 300
8 250 150 150 250 450
9 450 350 350 450 250
10 350 450 450 150 350

a preparadas por duplicado

1.3.4. Programas informaticos y algoritmos para analisis de
los datos

El procesamiento de datos se realiz6 en MATLAB 7.10. [113] Los algoritmos
necesarios para operar MCR-ALS se encuentran disponibles en Internet accediendo a la
pagina web http://www.mcrals.info/.

1.4. Resultados y discusion

1.4.1. Caracterizacion acido-base por titulacion
espectrofotométrica UV-Vis

1.4.1.1. Consideraciones generales

En la literatura se encuentra ampliamente estudiada la dependencia del pKa. con
respecto a la temperatura, la fuerza idnica y la constante dieléctrica del medio [114]. Sin
embargo, algunos trabajos de determinacién de valores de pKa de ARVs no mantienen
controlados estos parametros durante los experimentos o simplemente omiten esta
informacion, tal como se describe en la Tabla 6. Es importante sefalar, que las

determinaciones de pKa a una fuerza ionica constante requieren de la preparacion de
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diferentes soluciones para realizar las mediciones a cada valor de pH, lo que resulta poco
practico desde el punto de vista experimental y econémico, debido al alto consumo de
solventes, la generacion de residuos, los tiempos de andlisis prolongados, y la
introduccion de errores sistematicos, entre otros.

Por lo tanto, considerando que el objetivo de este trabajo es la caracterizacién acido-
base de estos analitos con un fin analitico, las condiciones experimentales se
establecieron manteniendo la fuerza idnica controlada (0.06 mol L") para cada solucién al
inicio de la titulacién y la temperatura constante en 25°C

1.4.1.2. Espectros de absorcion UV-Vis

En la Fig. 5 se muestran los espectros de absorcion de 3TC, d4T, AZT, ABC, EFV y
NVP en solucién acuosa en funcion del pH, observandose una notable variacidén espectral
dependiente de los valores de pH para todos los analitos. Para el caso de 3TC, se
observa un maximo de absorbancia a 280 nm a pH &cido, mientras a pH bésico se
presenta un cambio hipsocrémico a 271 nm con una marcada disminuciéon de la
intensidad (Fig. 5A). Por otro lado, los analitos d4T y AZT muestran un Unico maximo de
absorciéon a 266 nm, observandose un decrecimiento de la intensidad de absorbancia de
pH &cido a pH alcalino (Fig. 5B y C). Cabe destacar que ambas drogas poseen espectros
de absorcion analogos, lo que puede deberse a su similitud estructural (Fig. 1). La
principal variacion espectral de ABC se observa de 295 nm a 285 nm al producirse el
cambio de las condiciones acidas hacia las basicas (Fig. 5D). Adicionalmente, el EFV
exhibe una banda maxima de absorcién a 247 nm en condiciones acidas, que disminuye
con los incrementos de pH, apareciendo al mismo tiempo una nueva banda a 266 nm
(Fig. 5E). Para finalizar, en el perfil espectral de la NVP se observan dos puntos
isosbésticos en diferentes rangos de pH, a 295 nm (para el rango de pH acido) y a 285
nm para (el rango de pH basico) (Fig. 5F), sugiriendo la existencia de dos valores de pK..
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Figura 5. Perfiles espectrales UV-Vis de soluciones acuosas conteniendo 10.0 ug mL-" de (A) 3TC, (B) d4T, (C) AZT, (D) ABC (E) EFV y
(F) NVP a diferentes valores de pH.
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1.4.1.3. Determinacion de constantes de disociacion empleando MCR-
ALS

Con el objetivo de determinar las constantes de disociacion de los analitos 3TC, d4T,
AZT, ABC, EFV y NVP a partir de sus caracteristicas espectrales, se realizd una titulacion
espectrofotométrica registrandose los espectros UV-Vis correspondientes a los diferentes
valores de pH en el rango de 2.0 a 13.0, con los que se generaron datos de segundo
orden (Fig. 6).
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Figura 6. Representacién tridimensional de datos experimentales obtenidos por titulacion
espectrofotométrica UV-Vis para NVP.

Las constantes de disociacidén se obtuvieron procesando los datos de segundo orden
mediante MCR-ALS. EIl primer paso en la resolucion por MCR-ALS consistié en la
estimacion del nimero de componentes espectroscopicamente activos involucrados en el
sistema a partir de analisis por SVD, obteniéndose dos factores o componentes para los
analitos 3TC, d4T, AZT, ABC y EFV, mientras que para la NVP se observaron tres

componentes. Las estimaciones espectrales iniciales se obtuvieron empleando una
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metodologia basada en SIMPLISMA. Finalmente, con el objetivo de minimizar la
ambigledad de los resultados obtenidos, se aplicaron las siguientes restricciones: no
negatividad en el modo espectral y de concentracién, y condicion de sistema cerrado.
Esta ultima restriccion se aplicé para garantizar el balance de masa entre las especies
involucradas en cada equilibrio acido-base. Luego de la descomposicién de la matriz D
por MCR-ALS, se realizd un ajuste sigmoidal a partir de la informacién de concentracion
contenida en C (curva de distribucion de especies) y se determiné el valor de pKa a partir
del punto de interseccion de las especies.

La Fig. 7 (panel superior) muestra la resolucion obtenida por MCR-ALS para cada uno
de los analitos, observandose que los perfiles espectrales resueltos son muy similares a
los espectros experimentales puros, lo que indica el buen desempeno de MCR-ALS en la
resolucion de ese tipo de datos. Adicionalmente, se obtuvo el diagrama de distribucién de
especies ajustando los datos a través de una curva sigmoidal y se determinaron los
valores de pKa a partir de las intersecciones de las especies presentes en cada caso (Fig.
7, panel inferior). Cabe destacar, que para el caso de NVP se observa la aparicion de tres
especies y, por consiguiente, dos valores de pKa asociados. Este segundo valor de pKa no
habia sido informado previamente en la literatura [101,105,106].
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Figura 7. Perfiles espectrales resueltos por MCR-ALS (lineas sélidas) y espectros experimentales puros (lineas punteadas) (panel superior), y
diagrama de distribuciéon de especies (panel inferior), obtenido por MCR-ALS para (A) 3TC, (B) d4T, (C) AZT, (D) ABC, (E) EFV, (F) NVP (los
valores experimentales se indican en circulos y las curvas ajustadas se muestran en azul para las especies no ionizadas o neutras, y verde y rojo
para las especies ionizadas.
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Figura 7 (continuacion). Perfiles espectrales resueltos por MCR-ALS (lineas solidas) y espectros experimentales puros (lineas punteadas) (panel
superior), y diagrama de distribucion de especies (panel inferior), obtenido por MCR-ALS para (A) 3TC, (B) d4T, (C) AZT, (D) ABC, (E) EFV, (F)
NVP (los valores experimentales se indican en circulos y las curvas ajustadas se muestran en azul para las especies no ionizadas o neutras, y
verde y rojo para las especies ionizadas.
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Por otro lado, con el objetivo de confirmar los valores de pKa obtenidos por MCR-ALS se
utilizé otra metodologia de calculo basada en el ajuste sigmoidal de la absorbancia
medida a una longitud de onda especifica en funcion del pH y, posteriormente, se calculd
el pKa a partir del punto de inflexién de la curva empleando la ecuacién de Henderson-
Hasselbalch. Es importante remarcar que el calculo de las constantes de disociacién a
partir de la ecuacién de Henderson-Hasselbalch emplea las absorbancias medidas a una
longitud de onda especifica. En principio, cualquier longitud de onda puede ser utilizada
en el calculo, excepto la longitud de onda correspondiente al punto isosbéstico, en la que
ambas formas poseen igual absortividad molar. Sin embargo, la longitud de onda
empleada, generalmente, es aquella que presenta la mayor diferencia de absortividad
molar [114]. Por lo tanto, se empled la longitud de onda maxima correspondiente a la
forma ionizada, que fue la especie que mostré mayor diferencia de absortividad molar en
todos los casos aqui analizados. Los resultados obtenidos por esta metodologia y por
MCR-ALS se muestran en la Tabla 6, junto con los valores informados en la literatura. Se
observa que los valores de pKa calculados empleando ambas metodologias fueron muy
similares entre si, e incluso con los valores de referencia. Esta analogia entre todos los
resultados demuestra, por lo tanto, que la estrategia quimiométrica utilizada es una
herramienta adecuada para la determinacién del pKa. de estos ARVs.

Es importante destacar que, tradicionalmente, los valores de pKa se determinan a
partir de la ecuacién de Henderson-Hasselbalch, la cual constituye una metodologia de
calculo simple, que involucra la determinacién de la constante de disociacion a partir de
los valores de absorbancia correspondientes a una longitud de onda especifica en funcién
del pH [115]. El empleo de datos de segundo orden generados a partir de una matriz de
espectros de absorbancia-pH constituye una metodologia alternativa muy util, que provee
resultados confiables y que, adicionalmente, brinda informacién de los perfiles espectrales
de las especies involucradas en el equilibrio acido-base [98,116]. Otra de las ventajas del
uso del algoritmo quimiométrico MCR-ALS es que permite establecer el numero de
componentes espectroscopicamente activos presentes, lo que permitiria detectar
interferencias de las soluciones usadas en la titulacién o impurezas de los analitos

estudiados.
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Tabla 6. Resumen de los valores de pKa obtenidos en este trabajo y los informados en la literatura.

Procedimiento experimental

Ana“to MétOdO Rango T > pKa Ref ¢
de pH (°C) I (mol L)
- - - - 4.3 [101]
3TC Electroforesis capilar 2-11 25 0.05(NaCl) 4.24 [103]
, i b [este
Espectroscopia UV 2-13 25 0.06 (KCI) 419 (2)24.18 (1) estudio]
- - - - 10 [101]
aaT Espectroscopia UV 213 25 0.06(KCl)  9.73(2)29.97 (4)® [este
' ' ) estudio]
- - - - 9.7 [101]
FIA-DAD 3.5-10.5 - - 9.55 [93]
s
barrido diferencial ) e i slas (e
: i b [este
Espectroscopia UV 2-13 25 0.06 (KCI) 9.90 (1)29.91 (3) estudio]
- - - - 5.1 [101]
ABC  Electroforesis capilar 2-11 25  0.05(NaCl) 5.04 [103]
, i b [este
Espectroscopia UV 2-13 25 0.06 (KCI) 5.20 (1)25.21 (4) estudio]
- - - - 10.2 [101]
Solubilidad 1-13 - - 10.1
EFV [104]
Espectroscopia UV 1-13 - 0.15 10.2¢
, i b [este
Espectroscopia UV 2-13 25 0.06 (KCl) 10.11(2)210.04 (2) estudio]
- - - - 2.8 [101]
NVP Solubilidad 1-6 25 - 2.65 [105,106]
2.85(1)2:2.82 (1)® [este

Espectroscopia UV 2-13 25  0.06 (KCI) 12.07 (2)2 12.27 (3)° estudio]
a pKa calculado por MCR-ALS. La desviacion estandar experimental se informa en la ultima cifra
significativa entre paréntesis

b pKa calculado por ajuste de una curva sigmoidal usando la longitud de onda de maxima absorbancia,
correspondiente a la especie ionizada. La desviacion estandar experimental se informa en la dltima cifra
significativa entre paréntesis

¢ Referencias
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1.4.1.4. Sitios de ionizacion

En base a los valores de pKa obtenidos y analizando las estructuras quimicas de cada
analito se puede sugerir que 3TC y ABC se encontrarian protonados en condiciones &cidas,
mientras que d4T, AZT y EFV se encontrarian desprotonados en condiciones alcalinas. Por el
contrario, NVP puede sufrir protonacién y desprotonacién, en dependencia del medio en el que
se encuentre.

En vista a lo anterior, se realiz6 un analisis tedrico de los sitios de protonacién-
desprotonacion mas probables para estas moléculas, basado en la informacién bibliografica
publicada para moléculas analogas o compuestos quimicamente semejantes a las drogas
ARVs.

La 3TC es un anéalogo del nucledsido citidina, donde la base nitrogenada es la citosina, un
derivado de la pirimidina. Para la citidina, la protonacion del nitrdgeno en posicion 3’ del anillo
pirimidinico estd asociada con su pKa = 4.2 [117,118]. Por lo tanto, en base a la analogia
estructural de ambas moléculas, asi como a la similitud en sus valores de pKa, se sugiere que
los cambios espectrales observados en 3TC se deben a la protonacion del atomo de nitrégeno

pirimidinico en condiciones acidas, tal como se muestra en la Fig. 8.

NH, NH,
NZ HNY
A\ | pK,= 4.2 J\ ‘
07N —> 07 ™\
O < 0
HO/\( HO/\(
S S

Figura 8. Posible sitio de ionizacién de 3TC
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La d4T y la AZT son analogos del nucledsido timidina, cuya base nitrogenada es la timina,
un derivado de la pirimidina. Para la timidina se encuentra informada en la literatura la
desprotonacion del nitrogeno en posicion 3’ en condiciones alcalinas, y la consiguiente
correlacion con su valor de pKa de 9.6 [117], suponiéndose, por lo tanto, que para ambos

analitos aqui analizados a valores de pH bésicos ocurriria la ionizacién en los sitios indicados

en la Fig. 9.
o)
Q oK, (d4T) = 9.7 o
HN CHs  pK_(AZT)=9.9 N | 3
0y <« N
o) 0
HO HO R =H (d4T)
— — R = N5 (AZT)
R

Figura 9. Posible sitio de ionizacién de d4T y AZT.

El ABC es un analogo del nucleésido guanosina, cuya base nitrogenada es la guanina, un
derivado de la purina. En la literatura se encuentra descrito que para las aminopurinas el sitio
de ionizacion mas favorable es el nitrégeno en posicién 1’, en este sentido se reportd un valor
de pKa=5.09 para la 2,6 diaminopurina [117,119]. Por lo tanto, se podria sugerir que el sitio mas
probable de protonacion para ABC es el nitrégeno en posicion 1’, tal como se muestra en la
Fig. 10.

Al A

NH NH
NZ N\ pKs=5.2 HNZ N\
H,N N N <——  H-N N N

Figura 10. Posible sitio de ionizacion de ABC.
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Para el caso del EFV, se encuentra definido especificamente que su pKa esta relacionado
con la desprotonacion del nitrégeno en posicién 1’ en condiciones alcalinas (Fig. 11) [104].

Figura 11. Sitio de ionizacién de EFV [104].

La NVP es una molécula anfétera [120], no analogo de los nucledsidos. Se encuentra
informado en la literatura que el sitio de protonacion mas probable es el nitrégeno del anillo de
piridina en condiciones acidas [121]. Esta molécula posee también un hidrégeno débilmente
acido en el grupo amida [120], por lo que se podria sugerir que en condiciones alcalinas puede
ocurrir la pérdida de este protén, y que esta desprotonacién sea la responsable del segundo
valor de pKa encontrado en este trabajo (pKa2 = 12.27) (Fig. 12). Es importante destacar que
para moléculas analogas como las benzodiazepinas , se encuentran informados valores de

pKa~12, también asociados con la desprotonacién del hidrogeno del grupo amida [122]

(o] 0o le)
MG NHX = HG NHTN _~ HG NN~
| pK.=29 7 | pk.=123 |
7\ N p— P — 7 \ AN
‘N+ ﬁ =N A =N A
H

Figura 12. Posibles sitios de ionizacién de NVP.
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1.4.2. Cuantificacion de ARVs mediante FIA-DAD y MCR-ALS

1.4.2.1. Consideraciones generales

A partir de la caracterizacion acido-base de estas drogas y teniendo en cuenta las
variaciones espectrales de las especies con el pH, se procedi6 al desarrollo de una
metodologia de cuantificacion a partir de la generacién de un gradiente de pH en un sistema de
inyeccion en flujo. Es importante senalar que el gradiente de pH se realizd en un rango
comprendido entre 2.4 y 11.0, que permiti6 la protonacion y/o desprotonacion de las especies
involucradas en el equilibrio. Cada analito se evalué a partir de las dos especies involucradas
en el equilibrio acido-base descrito en el apartado anterior, excepto en el caso de NVP, debido
a que el cromatégrafo empleado para llevar a cabo el sistema de inyeccion en flujo no permite
trabajar a valores de pH superiores a 11. Por lo tanto, para NVP se observaron los cambios
espectrales asociados a las especies involucradas en uno de los equilibrios acido-base.

Como se menciond anteriormente, las variaciones espectrales que se generan a partir de
un gradiente de pH permiten, mediante el uso de herramientas quimiométricas, la
discriminacién de los componentes de una mezcla sin necesidad de someterla a etapas de
pretratamiento [48]. En este sentido, a diferencia de los métodos separativos, y teniendo en
cuenta el principio de la metodologia del sistema FIA, a partir de la generacién de datos de
segundo orden es posible lograr la resolucion de los componentes mediante el empleo de
algoritmos quimiométricos apropiados que se basan en sus diferencias espectrales. Por lo
tanto, en este estudio se obtuvieron datos de segundo orden, a partir de la generacion de un
gradiente de pH y el registro de espectros UV-Vis (Fig. 13). La determinacién de las drogas
ARVs se realizé por modelado quimiométrico utilizando MCR-ALS.
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Figura 13. Representacion tridimensional de los datos experimentales obtenidos para una muestra de
validacion usando el sistema FIA-DAD.

1.4.2.2. Analisis de las muestras de calibracion y validacion

Las muestras de validacion estaban compuestas por cinco ARVs que son generalmente
administrados conjuntamente en el tratamiento HAART vy, por lo tanto, resulta de interés su
determinacion de manera simultanea.

El procesamiento de los datos consisti6 en la generacion de matrices aumentadas en
columna (Daum) de dimensiones 385x121, compuestas por la matriz correspondiente a la
muestra de validacién, las matrices de datos de la curva de calibracién y una matriz por cada
uno de los demas analitos presentes en la mezcla.

En primer lugar, se determinaron las senales experimentales asociadas al blanco, las que
se obtuvieron a partir de la inyecciébn en el sistema FIA de una solucion alcalina
NasPO4/Na:HPO4 sin agregado de los analitos. Por lo tanto, los cambios espectrales
observados se debieron a los componentes de la solucion alcalina NasPO4/Na:HPO4. Luego,
antes de proceder al analisis por MCR-ALS, se determind el numero de factores en las
muestras de validacion mediante SVD, obteniéndose 12 factores en total, siendo 10 de ellos
asignables a las especies involucradas en el equilibrio &cido-base (dos especies
espectralmente activas por cada analito) y los dos restantes asociados al blanco.

Las estimaciones iniciales se realizaron por analisis del espectro mas puro basado en la
metodologia SIMPLISMA [53]. Por otra parte, durante la optimizacion por ALS se aplicaron las
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restricciones no-negatividad en los perfiles de concentracién y espectrales, y correspondencia
entre especies comunes en las diferentes matrices. Luego de la descomposicion de la matriz D
por MCR-ALS, se realizé una regresién pseudo-univariada del area en funcion de la
concentracion de cada analito a partir de la informacién de concentracion de las muestras de
calibracion contenidas en C.

En la Fig. 14 se muestra una representacion de la resolucion quimiométrica obtenida para
una de las muestras de validacién, observandose los perfiles espectrales recuperados para
cada una de las especies (Fig. 14A), asi como los perfiles de concentracion (Fig. 14B).

Es importante tener en cuenta que en el sistema FIA la generacién del gradiente de pH
ocurre a partir de la mezcla y dispersiébn controlada de la muestra alcalina en el flujo
transportador acido. Es asi que se genera una zona bien definida correspondiente al bolo de la
muestra (Fig. 13) donde se produce un gradiente de concentracion a lo largo de todo el bolo,
siendo maxima la concentracién de las especies basicas en la zona central del bolo (Fig. 14B,
lineas sélidas), y resultando méaxima la concentracion de las especies acidas en las dos
regiones contiguas a la region basica central (Fig. 14B, lineas punteadas) [123].

Los perfiles espectrales de las especies acidas y basicas recuperados por MCR-ALS fueron
similares a los perfiles espectrales puros obtenidos anteriormente durante la etapa previa de
caracterizacion acido-base por titulacion espectrofotométrica. No obstante, con el objetivo de
evaluar la eficiencia y calidad del modelo se realiz6 una comparacion mateméatica entre el
espectro experimental puro (s1) y el perfil espectral resuelto por MCR-ALS (s2). Para calcular el
grado de solapamiento espectral se empled la siguiente expresién:

— ”SISZ” (1 1)

S =
127 sy llisa I

Los valores de si2 oscilan en un rango desde 0 hasta 1, lo que corresponde a una situacién
extrema de ausencia de solapamiento y solapamiento completo, respectivamente [124]. Los
valores si2 obtenidos para las especies basicas y acidas fueron: 0.9972 y 0.9966 para 3TC,
0.9929 y 0.9937 para AZT, 0.9960 y 0.9909 para ABC, 0.9968 y 0.9962 para EFV y 0.9904 y
0.9760 para NVP, respectivamente. Estos resultados indican un alto grado de solapamiento

entre el espectro experimental puro y el perfil espectral resuelto.
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Figura 14. Perfiles espectrales (A) y de concentracion (B) resueltos por MCR-ALS para los datos de una
muestra de validacién generados mediante el sistema FIA. Las especies basicas y acidas de 3TC
(celeste), AZT (verde), ABC (amarillo), EFV (violeta) y NVP (rojo) se encuentran representadas en lineas
sélidas y punteadas, respectivamente. Las contribuciones correspondientes al blanco se muestran en
lineas punteadas grises.
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La cuantificacién de cada analito se llevd a cabo teniendo en cuenta el cumplimiento del
balance de masa o conservacién de masa (condicién de sistema cerrado). Por consiguiente, en
el equilibrio acido-base de las drogas en estudio la concentracion analitica total del analito
(Crotar) €s igual a la suma de las concentraciones correspondientes a la especie acida y basica:

Ctotal = |Especie acida] + [Especie basica] (12)

Por lo tanto, teniendo en cuenta lo anteriormente descrito, la descomposicion bilineal de
este sistema provee dos componentes (especie acida y basica), de manera que pueden
seguirse dos estrategias para la prediccion de la concentracién de cada analito en estudio. La
primera estrategia consiste en la seleccién del componente que demuestre mejores parametros
analiticos, tales como mayor sensibilidad y mejor ajuste de linealidad, mientras que la segunda
utiliza la informacién obtenida para ambos componentes; es decir, se considera como
respuesta analitica a la sumatoria de las contribuciones individuales de cada uno.

Es importante destacar que el calculo de SEN para datos de segundo orden requiere de la
informacién espectral correspondiente al componente evaluado. Por lo tanto, para la primera
estrategia, esta informacion se puede extraer facilmente de la matriz S. Sin embargo, para la
segunda estrategia, el calculo de SEN se realiza utilizando la combinacién lineal de los perfiles
espectrales obtenidos para cada componente [125].

Por consiguiente, considerando que el componente correspondiente a la especie basica de
cada uno de los analitos present6 mayor sensibilidad (Fig. 15) con respecto a la especie acida,
asi como a la simplicidad de los célculos y la ausencia de diferencias significativas en cuanto a
los resultados de prediccién obtenidos por ambas estrategias, el analisis cuantitativo se llevé a
cabo siguiendo la primera estrategia, utilizandose la informacién obtenida para la especie
béasica.
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Figura 15. Representacién de curvas de abundancia de 3TC con respecto a la concentracion obtenida
por MCR-ALS para la especie acida (verde), basica (azul) y para la suma de contribuciones individuales
(violeta). En lineas punteadas se muestran las curvas ajustadas de regresion.

La Tabla 7 resume las concentraciones predichas u obtenidas por el algoritmo
quimiométrico MCR-ALS para las muestras de validacion, observandose valores adecuados de
recuperacion entre 90-112%, asi como de errores de prediccion relativa (REP: Relative Error
Prediction) entre 3-6%.

Por otro lado, con el objetivo de corroborar la capacidad de prediccion del modelo para los
compuestos analizados en las muestras de validacion, se realizd el test estadistico de las
regiones elipticas de confianza conjunta (EJCRs: Elliptical Joint Confidence Regions). Como
puede observarse en la Fig. 16, aunque existe una ligera dispersién de los valores predichos
por MCR-ALS con respecto a la recta de regresion ideal, las elipses obtenidas en todos los
casos incluyen al valor teérico esperado (pendiente igual a 1, ordenada al origen igual a 0),

indicando la exactitud de las predicciones.
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Tabla 7. Determinacién de 3TC, AZT, ABC, EFV y NVP en muestras de validacion por FIA-DAD.

Muestras Concentracion (ug L)
de 3TC? AZTa ABCa2 EFVa NVPa
validacion Nominal Predicha Nominal Predicha Nominal Predicha Nominal Predicha Nominal Predicha
1 450 476 (9) [106] 150 155 (4) [103] 350 381 (4) [109] 450 451 (2) [100] 250 234 (8) [94]
2 350 345 (6) [99] 250 275 (7) [110] 450 461 (5) [102] 150 140 (7) [93] 350 356 (3) [102]
3 300 299 (7) [100] 300 301 (7) [100] 300 301 (9) [100] 300 299 (6) [100] 300 302 (5) [101]
4 250 247 (1)[99] 350 316 (6) [90] 150 168 (9) [112] 250 264 (2) [106] 450 449 (9) [100]
5 150 139 (5) [93] 450 463 (6) [103] 250 250 (1) [100] 350 363 (4) [104] 150 163 (8) [109]
REP%P 4.2 6.0 5.3 3.1 3.3

a Los valores se encuentran expresados como el promedio de las réplicas correspondientes. Las desviaciones estandares experimentales

se muestran en la Ultima cifra significativa entre paréntesis y las recuperaciones porcentuales entre corchetes

b REP%: Error de predicciéon relativa, REP = 100 KMS¥ donde ¢ es la media de las concentraciones de calibracion Yy RMSE =

¢
\/%le(cnom -C pred)z para =13
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Figura 16. Graficos de concentraciones predichas por MCR-ALS en funcién de los valores nominales de (A) 3TC, (B) AZT, (C) ABC, (D)
EFV, (E) NVP para las muestras de validacién (la linea sélida gris representa la regresién ideal y lineas punteadas la regresion predicha)
y las correspondientes regiones elipticas de confianza conjunta para un 95% de confianza. Las estrellas marcan el punto teérico de
ordenada al origen igual a 0, pendiente igual a 1.
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1.4.2.3. Cifras de mérito analiticas

Adicionalmente, se evaluaron las cifras de mérito con el propésito de evaluar el desempeno
de esta metodologia analitica y discriminar entre sus capacidades de deteccién. La Tabla 8
resume las cifras de mérito estimadas de acuerdo a Bauza y cols. [59], y siguiendo las
recomendaciones de Allegrini y col. [126], observandose valores aceptables para todos los
analitos, con LOD entre 25 y 40 ug L' y LOQ entre 74 y 122 ug L™'. Los niveles de
concentracion de estas drogas en muestras ambientales de agua usualmente se encuentran en
el orden de los ng L™'; no obstante, en estudios recientes se informaron valores de
concentracion de 3TC en aguas residuales y rios de Kenya entre 30-60 ug L™' y 167 ug L™,
respectivamente [22]. De igual manera, Abafe y col. [21] obtuvieron resultados similares para
AZT (6.9-53 ug L") y EFV (20-34 ug L") en aguas residuales en Sudafrica. De acuerdo a lo
anteriormente expuesto, la metodologia propuesta resulta una alternativa apropiada para
monitorear los niveles de estas drogas antirretrovirales de manera simultdnea en matrices
ambientales de agua a partir de la generacién de datos espectroscépicos de segundo orden,

sin pasos previos de preconcentracion.

Tabla 8. Cifras de mérito analiticas

Cifras de mérito 3TC AZT ABC EFV NVP
SEN (AUpg-'L)  0.038-0.072  0.059-0.075  0.14-0.18  0.050-0.066  0.11-0.14

Se”Sibi('L%?? S”a'"ica 8-14 12-15 27-35 10-13 22-27
LODa(ugL-')  2452-2453  40.33-40.37  39.72-39.73  39.32-39.33 25.27-25.31

LOQP (ug L) 74.31-74.33 122.24-122.33 120.36-120.37 119.15-119.18 76.60—76.70

a.OD: limite de deteccidn
bLOQ: limite de cuantificacion

1.4.2.4. Muestras ambientales de agua

Con el propésito de evaluar la aplicabilidad de la metodologia desarrollada se realizé un
estudio de recuperacion en muestras ambientales de agua fortificadas con los analitos, las que
no mostraron con anterioridad evidencia de residuos de 3TC, AZT, ABC, EFV y NVP. Las
matrices de datos se procesaron siguiendo el procedimiento descrito para el conjunto de las
muestras de validacion. La seleccidon del numero de factores para las muestras reales
contemplaron las interferencias presentes en el agua, por lo que se estimaron entre uno y dos
componentes mas que los utilizados para las muestras de validacion (13 -14 componentes),

segun fuese el caso.
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La Tabla 9 muestra las recuperaciones obtenidas para cada droga en diez matrices
ambientales de aguas de rios, pozo y agua potable pertenecientes a diferentes regiones de
Argentina, mostrandose errores de prediccion satisfactorios, menores, en todos los casos, al
10%.

A continuacion, se evaluaron las regiones elipticas de confianza conjunta (Fig.17) para
cada uno de los analitos en las distintas muestras de aguas. Como puede observarse, para
todos los analitos el valor tedrico esperado de pendiente igual a 1 y de ordenada al origen igual
a cero se encuentra comprendido dentro de las elipses, confirmandose, por lo tanto, que no hay
diferencias significativas entre las concentraciones nominales y predichas. Estos resultados
demuestran que, inclusive ante la presencia de interferencias no calibradas presentes en
matrices ambientales de agua, la habilidad de resolucién y prediccion de MCR-ALS es
satisfactoria, evidenciandose la ventaja de segundo orden. Por lo tanto, el empleo del algoritmo
quimiométrico MCR-ALS da lugar a una metodologia apropiada para la cuantificacién

simultanea de estos antirretrovirales.
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Tabla 9. Determinacién de 3TC, AZT, ABC, EFV y NVP en muestras reales por FIA-DAD.

Capitulo 1

Concentracion (ug L)

Muestras
ambientales de 3TCa AZTa ABC? EFVa NVPa
agua Nominal Predicha Nominal Predicha Nominal Predicha Nominal Predicha Nominal Predicha
Aguadepozo® 150 172(3)[115] 450 471 (9)[105] 250 274 (8)[109] 350 326 (8)[93] 150 142 (2) [95]
Aguapotable® 450 453 (1)[101] 150 171 (6)[114] 350  314(8)[90] 450 469 (7)[104] 250 284 (4) [114]
Aguaderiod 450  445(3)[99] 150  155(4)[103] 350 343 (1)[98] 450 439 (6)[98] 250 278 (8) [111]
Aguaderio® .00 aga(3)[04] 300  277(2)[93] 300  296(4)[99] 300  332(1)[111] 300 285 (3)[95]
Aguaderio oo o4z 1)[99] 350 356 (4)[102] 150 137 (2)[92] 250 230 (6)[92] 450 457 (6) [102]
Aguaderio® ooy 5y3(0)[89] 250 283 (7)[113] 450 473 (4)[105] 150 158 (4)[105] 350 349 (6) [100]
Aguaderio™ .00 2go(6)[96] 300 200 (1)[97] 300  289(2)[97] 300  304(8)[101] 300 307 (1)[102]
Aguaderiol o0 o4a(7)[98] 350  345(1)[99] 150 171 (4)[114] 250 245 (1)[98] 450 383 (6) [85]
Aguaderiol o0 449 (4y[100] 150  145(6)[96] 350 364 (8)[104] 450 448 (7)[99] 250 228 (2) [91]
Aguaderio® o0 o3y o)i9s] 250 219(5)[88] 450  461(8)[103] 150  162(1)[108] 350 307 (4) [88]
REP % 5.1 7.3 6.1 5.5 9.8

a Los valores se encuentran expresados como el promedio de las réplicas correspondientes. Las desviaciones estandares experimentales se
muestran en la ultima cifra significativa entre paréntesis y las recuperaciones porcentuales entre corchetes
b Ciudad de Coronda (Santa Fe, Argentina); ¢ Ciudad de Santa Fe (Santa Fe, Argentina); ¢ Rio Boca del Rio (San Luis, Argentina);
e Rio Santa Fe (Santa Fe, Argentina); f Rio Cuculucito (Santa Fe , Argentina); ¢ Rio Gualeguay (Entre Rios, Argentina); " Rio Lujan (Buenos Aires,
Argentina); | Rio San Javier (Santa Fe, Argentina); i Rio Colastiné (Santa Fe, Argentina; X Rio Salado (Santa Fe, Argentina)

RMSE

c

'REP%: Error de prediccién relativa, REP = 100

para =20

_ . . . .z 1
, donde ¢ es la media de las concentraciones de calibracion y RMSE = J;Zﬁ(cm,m —C prea)?

75



Capitulo 1

40

30

201

10

Ordenada al origen

2 s ‘ :
C?.BS 0.9 0.95 1 1.05 1.1
Pendiente

Figura 17. Region eliptica de confianza conjunta para un 95% de confianza. La estrella marca el punto
tedrico ordenada al origen igual a 0, pendiente igual a 1. Las elipses representan los analitos 3TC
(celeste), AZT (verde), ABC (amarillo), EFV (violeta) y NVP (rojo).

1.5. Conclusiones

En esta parte inicial de la tesis se realiz6 la caracterizacion &cido-base de seis drogas
ARVs mediante titulacion espectrofotométrica y posterior andlisis por MCR-ALS. Los valores de
constantes de disociacion obtenidos se utilizaron para el posterior desarrollo de una
metodologia de cuantificacién simultanea de estos ARVs en muestras ambientales de agua.

Las matrices de datos generadas a partir de las variaciones espectrales para cada valor de
pH se utilizaron para determinar el pKa de estas drogas empleando el algoritmo quimiométrico
MCR-ALS. A partir de esta metodologia se obtuvieron valores de pKa similares a los informados
en la literatura. No obstante, se encontrdé un segundo valor de pKa para NVP que no habia sido
informado con anterioridad, el cual se corrobor6 a partir de la tradicional ecuacion de
Hendersson-Hasselbalch. En este sentido, MCR-ALS demostr6 ser una herramienta muy (til

tanto en la determinacion de las constantes de disociacion, como en la descripcién cualitativa
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del equilibrio acido-base a partir de los perfiles espectrales de las especies involucradas en el
equilibrio y la correspondiente distribucidén de las especies ionizadas y no-ionizadas.

Adicionalmente, se sugirieron los posibles sitios de ionizacién involucrados en las
reacciones de protonacién/desprotonacion de cada una de las drogas, destacandose que el
andlisis de estos sitios de ionizacién permitié sugerir para el caso de NVP la relacién entre el
segundo valor de pKa obtenido y asociarlo con los sitios disponibles de desprotonacion en la
molécula.

Por otro lado, teniendo en cuenta la importancia de determinar la ocurrencia de
contaminantes emergentes, tales como los ARVs en muestras ambientales de agua,
empleando metodologias de analisis sencillas, sensibles y de facil adquisicién de datos, se
desarroll6 una metodologia para la cuantificacién simultanea de cinco antirretrovirales basada
en el modelado de datos obtenidos por FIA-DAD mediante MCR-ALS. Es importante remarcar
que MCR-ALS demostro su excelente habilidad tanto en la resolucion como en la cuantificacién
de los analitos de interés presentes en muestras complejas. La implementacion de este
algoritmo permitié discriminar selectivamente los analitos de interés de las interferencias
presentes en las muestras ambientales de agua con elevado solapamiento espectral,
evidencidndose, por lo tanto, la ventaja de segundo orden. En términos generales, esta
metodologia mostrd ser simple, rdpida y capaz de predecir de manera exacta y precisa la
concentracion de estas drogas en matrices complejas con limites de deteccion y cuantificacion
en el orden de ug L™, sin recurrir a pasos previos de extraccion o preconcentracién, por lo que
podria ser empleada como una alternativa para el monitoreo de estos contaminantes

emergentes en muestras ambientales de agua.
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CAPITULO 2

Determinacion de abacavir en muestras
ambientales de agua a partir de datos
cinéticos-espectroscopicos de tercer
orden
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2.1. Introduccidn

El ABC, un analogo de la guanosina que pertenece a la familia de los NRTIs, es una
de las drogas principales usadas en la terapia HAART. Este analito se ha determinado
principalmente en dosis farmacéuticas y/o matrices biologicas, tales como plasma, fluido
cerebroespinal, suero sanguineo, orina o tejidos, mediante HPLC-DAD, LC-MS/MS y
voltametria anddica [127-130]. En las dltimas décadas también se lo ha cuantificado en
muestras ambientales, debido a la preocupacion global relacionada con sus potenciales
efectos negativos en el ambiente y su impacto en la salud humana y ecol6gica. La
metodologia analitica mas empleada en el anadlisis de este tipo de muestras es LC-
MS/MS, ya que permite la determinacién simultdnea de mdultiples componentes con alta
sensibilidad. Cabe destacar que, si bien esta técnica proporciona resultados exactos y
confiables, requiere de un equipamiento altamente sofisticado.

En las ultimas décadas, la espectroscopia de fluorescencia molecular ha demostrado
también sus potencialidades en el monitoreo de diversos compuestos fluorescentes en
ecosistemas acuaticos, debido a que brinda una serie de ventajas tales como sensibilidad,
rapidez, bajos costos, bajo consumo de reactivos, asi como una preparacion de la
muestra relativamente sencilla. [131]. Los métodos més comunes para el registro de datos
en muestras ambientales de agua se basan en la obtencién de matrices de excitacién-
emision de fluorescencia (EEFMs: Excitation-Emission Fluorescence Matrices) y
espectros de fluorescencia sincrénica (SFS: Synchronous Fluorescence Spectra).

En estudios preliminares, se investigaron las propiedades fluorescentes de todos los
ARVs en estudio, observandose que el ABC presentaba fluorescencia nativa débil en
soluciones acuosas y que la sefal de fluorescencia aumentaba con el tiempo de
irradiacién, siendo un indicativo de la formacion de un producto de fotélisis con elevada
senal de fluorescencia. Por lo tanto, teniendo en cuenta los hallazgos anteriores, se
focaliz6 en el desarrollo de un método que involucre el seguimiento de la cinética de la
reaccion mediante la generacion de datos de orden superior; particularmente EEFMs
obtenidas a distintos tiempos de irradiacion.

Para el analisis de las EEFMs existen varios algoritmos de procesamiento de datos de
tercer orden, tales como PARAFAC [132,133] y MCR-ALS [133,134], entre otros. Se
encuentra ampliamente descrito que los métodos de analisis de datos multivariados son
especialmente utiles en analisis cuantitativos de muestras complejas, ya que permiten la

extraccién de las sefnales especificas de cada analito en presencia de componentes no
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esperados. De similar manera, se encuentra informado en la literatura que la introduccién
de una dimensién adicional a los datos de segundo orden permitiria una mejora en la
habilidad predictiva de los modelos debido a la “ventaja de tercer orden” [45]. En principio,
esta “ventaja de tercer orden” aporta beneficios adicionales a la “ventaja de segundo
orden”, que plantea que los analitos de interés pueden cuantificarse incluso en presencia
de posibles interferencias no incluidas en el conjunto de calibracién. Entre las ventajas
adicionales se pueden mencionar mejoras en la resolucién de datos colineales, y aumento
en la sensibilidad y la selectividad [45].

Por ende, en virtud del aumento de la senal de fluorescencia inducido por irradiacion
UV, se propone la determinacion de ABC en matrices ambientales de agua a partir de un
método cinético de fluorescencia basado en la generacion de datos de tercer orden y
modelado con MCR-ALS y PARAFAC.

2.2. Objetivos

- Optimizar las condiciones experimentales de la reaccion de fotdlisis de manera de
obtener una senal de fluorescencia éptima.

- Obtener datos de tercer orden mediante la adquisicion de EEFMs generadas a partir de
la evolucidén temporal de la reaccién.

- Generar datos de segundo orden mediante la adquisicién de EEFMs una vez finalizada
la reaccion y comparar el desempenio de PARAFAC y MCR-ALS con las resoluciones
obtenidas a través del modelado de los datos de tercer orden en muestras de validacion.

- Evaluar la metodologia propuesta en el analisis de muestras ambientales de agua.
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2.3. Materiales y métodos

2.3.1. Reactivos y soluciones

El acetato de sodio (NaAc), el acido acético (HAc) y el MeOH grado HPLC se
adquirieron de Biopack (Buenos Aires, Argentina) y Cicarelli (Rosario, Argentina),
respectivamente. El hexano p.a que se utilizd fue provisto por Carlo Erba (Val-de-Reuil,
Francia). El agua ultrapura se obtuvo de un sistema Millipore (Bedford, Estados Unidos).

La preparacion y el almacenamiento de la soluciéon madre de ABC se prepard como se
describe en el Capitulo 1 inciso 71.3.1. La solucion de trabajo se preparé por dilucion
adecuada de la solucién madre en agua ultrapura para alcanzar una concentracion final
de 1 ug mL".

Las muestras ambientales de agua se obtuvieron de diferentes regiones de las
provincias de Santa Fe y Entre Rios de Argentina, y se almacenaron a 4°C hasta su

analisis.

2.3.2. Instrumentacion

Todas las mediciones se realizaron empleando un espectrofotémetro de fluorescencia
Cary Eclipse (Agilent Technologies, Waldbronn, Alemania) provisto de una lampara de
flash de xenén. La fuente de radiacién UV utilizada fue la propia lampara de xenén, la cual
se opero a una longitud de onda de excitacion constante (Aexe=222nm) durante cada ciclo
de irradiacion de la muestra. Las mediciones se realizaron empleando cubetas de cuarzo
con un paso de luz de 1 cm x 10 mm, y se registraron las EEFMs en un rango de
longitudes de onda de excitacion de 210 a 270 nm y de emisién de 300 a 430 nm, cada 2
nm para ambos casos, y empleandose una velocidad de barrido de 9600 nm min~"'. El
voltaje del fotomultiplicador utilizado fue de 1000V y las ranuras de excitacién y emisiéon
fueron de 5y 20 nm, respectivamente.

La caracterizacion UV-Vis del producto de fotdlisis se realiz6 por analisis
cromatografico en un sistema Agilent 1260 Infinity Ultra HPLC (UHPLC) (Waldbronn,
Alemania) equipado con una bomba binaria, membrana desgasificadora, inyector
automatico, compartimento de horno para columna, detector de arreglo de diodos UV-Vis
y de fluorescencia, y el software OpenLab CDS Chemstation (Agilent Technologies,
Waldbronn, Alemania) para controlar el instrumento y realizar la adquisicién de los datos y

su posterior analisis.
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Para la separacion cromatogréfica se utilizé una columna C18 Zorbax Eclipse XDB de
75 mm de longitud, 4.6 mm de didmetro interno y 3.5 um de tamafio de particula (Agilent,
Waldbronn, Alemania). La temperatura de columna que se fijé en 35°C y la velocidad de
flujo en 0.8 mL min~'. Las fases mdviles A y B consistieron en agua ultrapura y MeOH,
respectivamente. El gradiente de UHPLC empleado se describe en la Tabla 10. Se
inyectd un volumen de muestra de 100 yL. El tiempo total de analisis fue de 6 min, con 2
min para el lavado de la columna y re-establecimiento de las condiciones iniciales. Los
datos de absorcion se registraron en el rango espectral de 200 a 400 nm con incrementos
de 1 nm durante el periodo de tiempo de eluciéon de 0.0 a 6.0 min. Para la deteccién por
fluorescencia se utilizé una longitud de onda de excitacion de 222nm y se registraron las
longitudes de onda de emisién en un rango de 300 a 550 nm cada 10nm empleando una
ganancia del fotomultiplicador de 18.

Tabla 10. Gradiente de elucién utilizado en la corrida cromatogréfica.

Tiempo (min) % A (Agua ultrapura) % B (MeOH)

0.0-1.0 70 30
1.0-3.0 10 90
3.0-6.0 10 90

2.3.3. Optimizacion mediante diserio de experimentos

Con el objetivo de seleccionar los factores influyentes en la exaltacién de la senal de
fluorescencia se realiz6 un disefo factorial fraccionado (FFD), (Tabla 11) considerandose
tres factores y dos niveles por cada factor: (a) molaridad de la solucion reguladora
HAc/NaAc (5y 15 mmol L"), (b) pH de la soluciéon reguladora HAc/NaAc (pH=4 y pH=5),
(c) tiempo de irradiacion (5 y 10 min). La respuesta seleccionada fue la intensidad de
fluorescencia a A em= 370 NM (A exc = 222 nm).

Las combinaciones sugeridas por el disefio de experimentos se prepararon a partir de
la transferencia de alicuotas adecuadas de la solucion de trabajo de ABC a matraces de
5.0 mL. Posteriormente, se adicionaron cantidades apropiadas de la solucién reguladora
de HAc/NaAc 0.1 mol L=' de pH=4 o pH=5, seglin correspondiera.
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Tabla 11. Diseio factorial fraccional 2«

Factor 1 Factor 2 Factor 3
Corrida A: Molaridad de B: pH C: Tiempo de
HAc/NaAc (mmol L-1) irradiacion (min)
1 15 4.0 5.0
2 5 4.0 5.0
3 5 4.0 10.0
4 5 5.0 10.0
5 5 5.0 5.0
6 15 4.0 10.0
7 15 5.0 10.0
8 15 5.0 5.0

Capitulo 2

Los factores influyentes se determinaron a partir del andlisis de los diagramas de

Pareto, y el analisis de los efectos de las variables en la respuesta permitié concluir que

los factores pH de la solucién reguladora HAc/NaAc y tiempo de irradiacién mostraron una

influencia significativa en la exaltacion de la sefial de fluorescencia. Una vez determinados

estos factores, se realiz6 un disefio central compuesto (CCD) con tres puntos centrales y

un valor de a de 1.41 (compatible con la distribucion rotatoria de la varianza de

prediccion), incluyendo réplicas, con el propédsito de encontrar los valores 6ptimos de pH 'y

tiempo de irradiacién. Los niveles evaluados para cada factor se muestran en la Tabla 12

junto con las diferentes combinaciones de ambos factores que generan las diferentes

corridas.

Tabla 12. Disefio central compuesto para optimizacion de condiciones experimentales.

Corridas Factor 1 Factor 2
A: pH B: Tiempo de irradiacion
(min)
1 6.2 12.0
2 5.0 14.0
3 4.8 12.0
4 5.0 14.0
5 5.5 9.2
6 6.0 14.0
7 5.0 10.0
8 5.0 10.0
9 5.5 9.2
10 6.0 14.0
11 5.5 12.0
12 6.0 10.0
13 5.5 12.0
14 6.0 10.0
15 5.5 14.8
16 5.5 14.8
17 6.2 12.0
18 4.8 12.0
19 5.5 12.0
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2.3.4. Procedimiento experimental

2.3.4.1. Muestras de calibracion y validacion

Una vez establecidas las condiciones experimentales 6ptimas, se procedié a preparar
un conjunto de calibracion compuesto de cinco soluciones patrones de ABC, por
triplicado, transfiriendo alicuotas adecuadas de la solucién de trabajo de ABC a matraces
de 5.0 mL. Posteriormente, se adicionaron 500.0 uL de solucion reguladora HAc/NaAc
(0.1 mol L', pH=5.9) a matraces de 5.0 mL y se enras6 con agua ultrapura. Las
concentraciones finales de las muestras de calibraciéon se encontraron en el rango de 5.0
a50.0 yg L.

Se evaluaron tres muestras de validacion que consistieron en mezclas de ABC
(concentraciones diferentes a las utilizadas en la curva de calibracion) con interferencias
potenciales como fenilefrina (FEN), ofloxacina (OFL) y piridoxina (PYR) por triplicado y
siguiendo un disefo aleatorio (Tabla 13).

Tabla 13. Composicién de las muestras de validacion conteniendo ABC vy las interferencias
seleccionadas.

Muestras de validacion 2 Concentracion (ug L)

ABC FEN OFL PYR
1 20 60 30 10
2 33 80 20 20
3 45 100 10 30

a preparacion por triplicado

2.3.4.2. Muestras reales

Las muestras reales obtenidas de agua de rios, pozo y red se evaluaron luego de ser
fortificadas con ABC en los mismos tres niveles de concentracion evaluados en las
muestras de validacién. Primeramente, se centrifugaron a 14000 rpm por 5 min y se
filtraron a través de membranas de nylon de 0.2 um con el objetivo de eliminar sedimentos
y material particulado. Posteriormente, las muestras reales se prepararon transfiriendo
alicuotas apropiadas de la solucion de trabajo de ABC, 20.0 uL de 0.1 mol L' de la
solucién reguladora HAc/NaAc (0.1 mol L™, pH=5.9) y completando a 200.0 uL de
volumen final con agua de rio, pozo o red, segun correspondiera. Todas las

determinaciones se realizaron por triplicado.
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En una primera instancia se detecto la presencia de una senal de fluorescencia muy
elevada perteneciente a los interferentes de las matrices de agua, por lo que se desarrollé
un procedimiento de limpieza. La metodologia de limpieza consisti6 en la adicién de 500.0
uL de hexano a las muestras reales fortificadas (200 pL). A continuacién, esta mezcla se
agité por 3 min y luego se centrifugé a 8000 rpm por 2 min. Al finalizar, se elimin6 la capa
superior organica y se sec6 la fase acuosa con una corriente suave de nitrégeno durante
1 min para eliminar cualquier resto de hexano. Este procedimiento se realizé para cada
una de las muestras.

Adicionalmente, con el propdésito de comprobar que la metodologia de limpieza no
afectara las recuperaciones de ABC, se evaluaron diferentes niveles de concentracion
(20, 33 y 45 pg L") de una muestra ambiental de agua de rio fortificada sometida al
procedimiento de extraccion liquido-liquido con hexano y del analito disuelto en agua
ultrapura y posteriormente se realiz6 una comparacién de las pendientes obtenidas a
partir de la regresion de las sefales.

2.3.4.3. Generacion de EEFMs

Los datos de segundo orden se adquirieron a partir de las mediciones de las EEFMs
para el tiempo final de irradiacion UV seleccionado previamente (9.17 min), mientras que
los datos de tercer orden se obtuvieron a partir de las mediciones de las EEFMs a
diferentes tiempos de irradiaciéon (cada 1 min durante 9.17 min) para cada muestra.

2.3.5. Programas informaticos y algoritmos para el analisis de

los datos.

El software Cary Eclipse se utiliz6 para el control del instrumento y la adquisicion de los
datos. Los algoritmos MCR-ALS y PARAFAC se implementaron en MATLAB 7.10 [113],
usando una interface para la entrada de los datos y ajuste de los parametros escrita por

Olivieri y col. [135], y descargada de www.iquir-conicet.gov.ar/descargas/mvc3.rar
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2.4. Resultados y discusion

2.4.1. Optimizacion mediante disefio de experimentos

Inicialmente, se construyé un FFD para identificar los factores que afectaban la
exaltacion de la sefal de fluorescencia del ABC. El disefio consistié en ocho experimentos
correspondientes a la combinacion de factores numéricos para molaridad de la solucion
reguladora HAc/NaAc, el pH de la solucion reguladora HAc /NaAc y tiempo de irradiacion
(Tabla 11). La respuesta evaluada fue la intensidad de fluorescencia obtenida a la longitud
de onda de emisién de 370 nm (A exc = 222 nm).

Los efectos de los factores estudiados se analizaron utilizando el diagrama de Pareto.
Se consideraron como significativos a los efectos que excedian el limite estadistico de
Bonferroni, y como no significativos a los que se encontraban por debajo del limite del
valor de t. En este sentido, el andlisis del diagrama de Pareto revel6 que los factores pH
de la solucién reguladora NaAc/HAc y tiempo de irradiacion mostraron efectos
significativos en el incremento de la senal de fluorescencia. Adicionalmente, al analizar la
interaccion de ambos factores, se observé un incremento significativo en la respuesta de
fluorescencia al combinarse los niveles superiores de pH (5) y tiempo de irradiacion (10
min) (Fig.18).

5.00 6.25 7.50 8.75 10.00

Tiempo de irradiacion (min)

Figura 18. Contorno obtenido del disefio factorial fraccionado a partir de la interaccion entre los
factores pH y tiempo de irradiacién.
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Con el fin de establecer la mejor combinacion de factores que asegurara la senal de
fluorescencia éptima, se evalué un disefio central compuesto fraccionado empleando
rangos de pH entre 5.0 y 6.0 y de irradiacion entre 10.0 — 14.0 min, tal como se detalla en
la Tabla 12. La respuesta evaluada, al igual que en el diseno factorial, fue la intensidad de
fluorescencia utilizando A emisisn= 370 NM (A exc = 222 NM).

Posteriormente, los datos experimentales se ajustaron empleando un modelo
cuadratico y usando regresién multiple backward, y se validaron a partir de un ANOVA
que mostrd que el modelo era significativo (p = 0.0004) y que la falta de ajuste no era
significativa (p= 0.4038) para un nivel de significacion de a=0.05.

La respuesta se optimizd usando la funcion de deseabilidad de Derringer (Ec. 9). El
criterio que se siguié para la optimizacion de la respuesta fue su maximizacion. Las
condiciones experimentales correspondientes al valor maximo en la funcion de
Deseabilidad (D= 0.861) bajo los criterios de optimizacion utilizados fueron los siguientes:
pH =5.86 y tiempo de irradiacion = 9.17 min (Fig. 19).

S
A
OO Oty
e R T
OO0 ST S S OCTE S

Deseabilidad

14.83 " 6.21 pH

Figura 19. Superficie de respuesta del disefio central compuesto del método de fluorescencia en
funcién del pH y del tiempo de irradiacion.

Una vez seleccionadas las condiciones Optimas que permitieron incrementar la senal

de fluorescencia del ABC, se sometieron 100 uL de una solucion de ABC de 50 ug L™’
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ajustada a pH = 5.9 con HAc/NaAc 0.01mol L= a un ciclo de irradiacién a temperatura
ambiente. En la Fig. 20 se muestra la evoluciéon de la intensidad de fluorescencia (Aexc=
222 nm, Aem= 370 nm), asi como los cambios experimentados en cada EEFM a medida
que avanzaba la reaccién de fotdlisis. Como puede observarse, la senal de fluorescencia
se va incrementando significativamente a medida que transcurre la reaccion. De manera
similar, puede constatarse que alrededor de los 8 min de irradiacién se alcanzé una zona
de meseta, garantizandose un nivel de intensidad de fluorescencia maximo y estable, que

asegura la reproducibilidad de los resultados.
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Figura 20. Evolucion de la intensidad de fluorescencia de ABC (Aexc= 222 nm, Aem= 370 nm) en
funcién del tiempo de irradiacién.

Adicionalmente, se realizé una caracterizacion UV-Vis del producto de fotdlisis
obtenido a partir de irradiacién UV, observandose la formaciéon de un foto-producto (Fig.
21 A) con tiempo de retencién de 5.2 min, con espectro UV diferente al de la molécula de
ABC original (Figs. 21 By C), y con elevada sefal de fluorescencia, sugiriéndose, por lo
tanto, que este foto-producto es el responsable de la senal de fluorescencia observada.
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Figura 21. (A) Perfil cromatografico monitoreado mediante deteccion UV-Vis (285 nm) obtenido
para 200 yg mL-' de ABC irradiado a 222 nm durante 9.17 min. Perfiles espectrales UV-Vis
obtenidos para (B) ABC y (C) foto-producto obtenido de la reaccion de fotdlisis.

2.4.2. Muestras de validacion

Teniendo en cuenta que uno de los objetivos de este trabajo es demostrar que el
incremento del numero de modos produce una mejora en la habilidad predictiva del
método, obteniéndose incrementos en la precision y la sensibilidad como resultado de la
ganancia en selectividad y del uso de un gran niumero de sensores respectivamente, se
procedié a realizar una comparacion entre los datos de segundo orden y tercer orden
adquiridos y empleando, a su vez, dos algoritmos quimiomeétricos diferentes.

Por lo tanto, el analisis de muestras de validaciéon se realizé por MCR-ALS y
PARAFAC con el propésito de evaluar la habilidad predictiva de ambos modelos a partir
de la discriminacion entre el analito de interés, ABC, y potenciales interferencias no

calibradas presentes en la muestra.
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2.4.2.1. Analisis de los datos por PARAFAC

Para el modelado con PARAFAC los datos se arreglaron de dos formas: a) para
segundo orden se usaron las EEFMs correspondientes al Gltimo tiempo de irradiacién
(9.17 min) de las cinco muestras de calibracién de ABC (por triplicado) y la muestra de
validacion, generandose un arreglo de tres vias. La matriz generada resultdé de dimensién
16 x 31 x 66, correspondiendo cada numero a la suma de las muestras de calibracién y
validacion, las longitudes de onda de excitacién y las longitudes de onda de emision,
respectivamente; b) para tercer orden se usaron las once EEFMs registradas a los 11
tiempos (a tiempo inicial (to), cada 1 min, y al tiempo final (t7)) para las 15 muestras de
calibracion y la muestra de validacion, generandose un arreglo de cuatro vias (16 x 31 x
66 x 11). Para ambas calibraciones, de segundo y tercer orden, el primer paso del
modelado por PARAFAC consisti6 en el establecimiento del numero correcto de
componentes presentes en la muestra. Este numero se seleccioné aplicando el llamado
andlisis de consistencia central (CORCONDIA: Core Consistency Diagnostic) [136],
resultando en cuatro componentes, correspondiendo uno de ellos al foto-producto de ABC
y los otros tres a las interferencias. Posteriormente, se aplicé la restriccion de no-
negatividad en todos los modos.

La Fig. 22 (A-C) muestra los perfiles de excitacion, emision y cinéticos obtenidos al
modelar los datos de tercer orden por PARAFAC, superpuestos con los perfiles de los
estandares puros resueltos por PARAFAC.

Como puede apreciarse en la Fig. 22 A y B, los perfiles de excitacion y emisidon
recuperados por PARAFAC para las muestras de validacion son muy similares a los
espectros de los estandares puros.

Por otro lado, la Fig. 22 C muestra los perfiles de tiempo extraidos por PARAFAC,
haciéndose evidente la evolucion de la sefal correspondiente al analito (producto de la
reaccion de fotdlisis del ABC), mientras que las potenciales interferencias permanecieron
constantes. Teniendo en cuenta esta ultima observacion, es de esperar que la adicion de
un modo adicional (evolucion del tiempo) proporcione un incremento en la selectividad. Es
importante mencionar, que los perfiles espectrales obtenidos del andlisis de los datos de

segundo orden resultaron similares a los de tercer orden.
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Figura 22. Perfiles de (A) excitacion, (B) emision y (C) cinéticos obtenidos por PARAFAC para
arreglos de cuatro vias formados por muestras de validacién y estandares puros. Resolucién por
PARAFAC / estandar puro: ABC (lineas amarillas punteadas / solidas), OFL (lineas celeste

punteadas / solidas), FEN (lineas rosadas punteadas/ sélidas), PYR (lineas violetas punteadas /
sélidas)
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2.4.2.2. Analisis de datos por MCR-ALS

MCR-ALS es un modelo ampliamente extendido y versatil, que permite, al igual que
PARAFAC, el modelado de datos de tercer orden Para su implementacion, los datos se
organizaron en arreglos de tres y cuatro vias. Para el caso de los datos de segundo
orden, el arreglo se realizd6 de manera similar al empleado en PARAFAC. Sin embargo,
para datos de tercer orden, primeramente se desdoblaron los datos originales de tercer
orden en matrices, luego se reordenaron conformando una matriz bilineal super-
aumentada. Posteriormente, para el procesamiento de los datos por MCR-ALS se
construy6 una matriz super-aumentada con cada muestra de validacion y las muestras de
calibracion. Se estimaron cuatro componentes correspondientes al analito y las tres
interferencias por andlisis de componentes principales. Los perfiles iniciales empleados
para comenzar el modelado por MCR-ALS se obtuvieron a partir de la estimacion de las
variables mas puras (SIMPLISMA) [53], en el dominio concatenado de excitacion-tiempo.
Se aplicaron restricciones de no-negatividad en ambos modos (aumentado y no-
aumentado) y correspondencia entre los componentes en las muestras. Una vez que se
logré la convergencia de la optimizacion de ALS, se identific6 el ABC de acuerdo a su
perfil de excitacion, y su cuantificacion se llevé a cabo a través de una curva de
calibracion pseudo-univariada.

Los perfiles de excitacion, emisién y cinéticos obtenidos por MCR-ALS fueron muy
similares a los obtenidos por PARAFAC, observandose una alta concordancia con los
espectros de los estandares puros, o que demuestra su capacidad de discriminar entre el
analito de interés y las potenciales interferencias.

En la Tabla 14 se muestran los resultados de las concentraciones predichas y los
valores de recuperacién obtenidos para ABC en las muestras de validacién, mediante
PARAFAC y MCR-ALS, empleando datos de segundo y tercer orden. Como puede
observarse, los resultados obtenidos permitieron concluir que las predicciones de ABC en
muestras conteniendo compuestos desconocidos fueron satisfactorias en las condiciones

estudiadas y con errores de prediccion relativa menores al 10% en todos los casos.
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Tabla 14. Concentraciones predichas de ABC en muestras de validacion.

Concentraciones predichas (ug L-1)2

Nominal (ug L) Calibracién de segundo orden Calibracion de tercer orden
MCR-ALS PARAFAC MCR-ALS PARAFAC
20 21.6 (0.9) [108]  21.3(0.7) [107] 21 (2) [103] 20 (2) [102]
33 31 (3) [95] 32 (1) [98] 32 (2) [96] 34 (1) [104]
45 45 (4) [100] 46 (2) [102] 43 (1) [95] 43 (2) [96]
REP %p® 9.1 7.5 5.9 5.8

a Los valores se encuentran expresados como el promedio de las réplicas correspondientes. Las
desviaciones estandares experimentales se muestran en la udltima cifra significativa entre
paréntesis y las recuperaciones porcentuales entre corchetes

b REP%: Error de prediccion relativa, REP = 100~ donde ¢ es la media de las concentraciones

4

de calibracion y RMSE = \/%Z’l(cnom —C prea)? para I=9.

Con el propésito de comparar ambos algoritmos quimiométricos, se realizé una prueba
de precisidn y exactitud evaluando las regiones elipticas de confianza conjunta. En la Fig.
23 puede apreciarse que las concentraciones predichas obtenidas por calibraciéon de
segundo y tercer orden usando PARAFAC y MCR-ALS contienen los valores teéricos de
pendiente igual a 1 y ordenada al origen igual a 0, asegurandose, por lo tanto, la exactitud
del método. Es importante sefalar, que las elipses correspondientes a la calibracion de
segundo orden por PARAFAC y MCR-ALS son mas grandes que las obtenidas para los
datos de tercer orden, lo que podria sugerir una menor precision, mientras que las elipses
pertenecientes al arreglo de datos de cuatro vias presentan tamanos semejantes, lo que
indica una precision analoga entre ambos algoritmos. Por lo tanto, estos resultados
sugieren que ambos modelos son adecuados para ser empleados en el analisis

cuantitativo de muestras reales, que pueden contener interferencias adicionales.
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Figura 23. Region eliptica de confianza conjunta para un 95% de nivel de confianza para
calibracion de segundo/tercer orden usando PARAFAC (lineas amarillas soélidas/ punteadas) y
MCR-ALS (lineas marrones solidas /punteadas). La estrella marca el punto teérico ordenada al
origen = 0, pendiente = 1.

2.4.2.3. Cifras de mérito analiticas

En la Tabla 15 se resumen las cifras de mérito analiticas calculadas de acuerdo a
Bauza y col. [59] para los datos de segundo y tercer orden correspondientes a las
muestras de validacién analizadas empleando ambos algoritmos. Todas las cifras de
mérito revelaron mejoras en la calibracion de tercer orden con respecto a segundo orden,
y, a su vez, ambos algoritmos quimiométricos proveyeron resultados similares. Cabe
destacar que, aunque la sensibilidad aumentd en la calibracién de tercer orden en
comparacion con la calibracién de segundo orden, esto no se vio reflejado en menores
limites de deteccidn. El limite de deteccidn es inversamente proporcional a la sensibilidad;
es decir, los limites de deteccion disminuyen a medida que la sensibilidad aumenta, sin
embargo tiende a nivelarse en algun punto para sensibilidades mas altas debido a la
contribucién de un término independiente de la sensibilidad en el calculo del LOD [137].
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Tabla 15. Cifras de mérito analiticas obtenidas para las muestras de validacion.

Calibracién de segundo Calibracién de tercer
Cifras de mérito orden orden
MCR-ALS  PARAFAC MCR-ALS PARAFAC
Sensibilidad (AU pg-'L) 62-70 77-84 170-180 190-200
Sensibilidad analitica (ug—'L) 3.4-3.6 45-52 5.1-7.7 9.3-9.9
LOD (ug L) 6-—7 5-6 4-5 34
LOQ (ug L) 18-20 18-19 13-14 11-12

En vista a los resultados obtenidos se puede concluir que la introducciéon de una
dimensién adicional (datos de tercer orden) no genera diferencias significativas, en
términos de habilidad predictiva de los algoritmos empleados, con respecto al analisis de
los datos de segundo orden. Sin embargo, las concentraciones predichas por PARAFAC y
MCR-ALS para datos de tercer-orden mostraron una mayor precision de los resultados, lo

gue es consistente con las mejoras observadas en las cifras de mérito.

2.4.3. Muestras reales

Teniendo en cuenta la preocupacién global de la determinacion de drogas ARVs en
matrices ambientales de agua debido a su potencial impacto negativo en el ambiente, se
procedié a evaluar la aplicabilidad de esta metodologia de cuantificacibn en muestras
reales de agua de red, pozo, lagunas vy rios fortificadas previamente con ABC. Debido a la
complejidad de este tipo de matrices y a la sensibilidad de la técnica utilizada, durante
estudios preliminares se detectd la presencia de interferencias con elevada sefal de
fluorescencia, que saturaban la sefal de fluorescencia permitida por el instrumento.

Por lo tanto, se implementé un simple procedimiento de limpieza utilizando hexano
para eliminar algunos de los compuestos organicos de las muestras reales (Seccidn
2.3.4.2).

Con el objetivo de evaluar la presencia de efecto matriz para el ABC en las muestras
reales, se realizd un analisis de las pendientes obtenidas de la regresion de las sefales
para el analito presente en una de las muestras ambientales (agua de rio) luego de la
limpieza con hexano y en agua ultrapura, mediante una prueba t de Student, asumiendo
una prueba de hipotesis: Ho: pendiente = 1 y Hq: pendiente # 1. Los valores de tep Se
calcularon a partir de la Ec. 13:
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|1—Pendiente|Vn
lexp = — sp (13)

donde n es el niumero de muestras (n=9) y Sr es la desviacién estandar de las
pendientes.

Las pendientes se consideran estadisticamente diferentes de 1 cuando el valor de fex
excede el valor de tiesrico (au) Para un determinado nivel a, u=n—1 grados de libertad y n
muestras [138]. Por lo tanto, siendo que, para un 95 % de confianza, el valor de tex (0.07)
fue menor que el valor tesrico (0.025,8) (2.31), Ho es aceptada, lo que demuestra ausencia de
efecto matriz.

Estos resultados corroboran que el hexano puede ser empleado como un sencillo
procedimiento de limpieza para interferentes altamente apolares presentes en las
muestras ambientales de agua. Desde el punto de vista analitico, esto constituye una
ventaja destacable pues evita un pretratamiento trabajoso de la muestra.

La determinacion de ABC en muestras reales se realizd de manera similar a las
muestras de validacion, aplicandose los algoritmos quimiométricos PARAFAC y MCR-ALS
y empleando datos de segundo y tercer orden. El nimero de componentes totales
requeridos por ambas metodologias varié entre cuatro y seis, en dependencia de la
cantidad de interferentes presentes en cada muestra. Se aplicaron las mismas
restricciones descritas para las muestras de validacion. La Fig. 24 muestra los perfiles
obtenidos del analisis de datos de tercer orden en los modos excitacién, emision y
temporal para una de las muestras reales (agua de Laguna Setubal), observandose
cuatro espectros diferentes en los perfiles de excitacion y emisién, uno de ellos
pertenecientes al ABC y los restantes a las interferencias presentes en esta matriz.

Adicionalmente, se observé un solapamiento entre las interferencias no calibradas con
respecto al analito de interés, particularmente en el perfil de excitacién, mostrandose la
complejidad de la matriz analizada incluso con los pasos previos de limpieza. Sin
embargo, en el modo cinético solamente aumentd la intensidad de fluorescencia para
ABC, evidenciandose una vez mas la mejora en la selectividad al introducir una dimensién

adicional.
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Figura 24. Perfiles de (A) excitacién, (B) emision y (C) cinéticos obtenidos por PARAFAC para
arreglos de cuatro vias en muestra real de agua de Laguna Setlbal y estandares puros.
Resolucién por PARAFAC / estandar puro: ABC (lineas amarillas punteadas/ sdlidas),
interferencias (lineas punteadas grises).

Las concentraciones predichas usando arreglos de tres y cuatro vias por PARAFAC y
MCR-ALS se muestran en la Tabla 16. Se pueden apreciar altos porcentajes de
recuperacion, entre 85 y115%, para todos los casos y errores de prediccion relativa entre
7.6 y 10.5%. Con el objetivo de demostrar que las recuperaciones obtenidas no eran
significativamente diferentes del 100%, se aplico un andlisis estadistico asumiendo la
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siguiente prueba de hipétesis: Hy: Rexp = 100% Yy Hy:Reyp # 100% . Los valores de texp Se

estimaron de acuerdo a la siguiente expresion:

donde R,,, es la recuperacion experimental promedio y sr es la desviacién estandar de
las recuperaciones. Las recuperaciones se consideran estadisticamente diferentes del
100% cuando el valor de fex excede el valor tesrico (a,v) Para un nivel a, v =n-1 grados de
libertad y n muestras [138]. Como puede observarse en la Tabla 16, para todos los casos
texp fUE MeNor que tresrico (0.025,44) CON UN 95% de confianza, por lo que se aceptd Hy,. Estos
resultados, por lo tanto, refuerzan el buen desempefio de MCR-ALS y PARAFAC para
discriminar el analito de interés en presencia de interferencias desconocidas. Cabe
destacar que en las muestras reales sin fortificacion previa de ABC no se detecto este
analito al menos en los limites admitidos por esta metodologia. No obstante, es
importante sefalar que recientemente Abafe y col. detectaron ABC en érdenes de pg L™
(14 pg L") en aguas residuales en Sudéafrica [21], lo que demuestra la factibilidad de
aplicar la metodologia desarrollada en la deteccion de este analito en ambientes

altamente contaminados sin pasos previos de preconcentracion.
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Tabla 16. Concentraciones predichas de ABC en muestras ambientales de agua.

Muestras Concentraciones predichas (ug L-1)2
ambientales de Nominal (ug L) Calibracién de segundo orden Calibracién de tercer orden
agua MCR-ALS PARAFAC MCR-ALS PARAFAC
0 ND ND ND ND
20 21 (1) [105] 19 (2) [96] 20.92 (0.01) [105] 21(3) [105]
Agua de red ®
33 36.3 (0.8) [110] 37 (2 [111]  32.0 (0.2) [97] 31 (4) [95]
45 40 (4) [89] 46 (3) [103] 45 (5) [100] 43 (2) [94]
0 ND ND ND ND
Aoua do | . 20 21 (1) [105] 20 (1) [99] 21 (2) [105] 19 (2) [95]
gua ce fagtina 33 30.9 (0.6) [94] 36 (2) [109] 30 (2) [90] 32.4 (0.9) [ 98]
45 47(3) [104] 44 (2) [97] 41 (1)[92] 41 (3) [92]
0 ND ND ND ND
) 20 23 (1) [114] 21 (2) [105] 20 (3) [101] 23 (3) [114]
HEUELBE PO 33 31 (5) [93] 31 (1) [93] 35(2)[107]  35.11 (0.03) [106]
45 49 (6) [108] 43 (2) [95] 47 (1) [104] 49 (3) [109]
0 ND ND ND ND
, 20 19.7 (0.7) [99] 21 (1) [105] 20 (3) [101] 21 (2) [105]
Agua de rio ©
33 29 (1) [87] 36 (3) [109] 31 (3) [92] 36 (2) [108]
45 51 (3) [113] 47 (3) [105] 44 (2) [98] 43.9 (0.8) [98]
0 ND ND ND ND
) 20 19.2 (0.6) [96] 21 (2) [107] 20 (4) [101] 2 (3) [98]
Agua de rio 33 28 (2) [86] 29.7 (0.7) [90] 32 (3) [98] 31 (3) [94]
45 50 (3) [111] 43 (2) [96] 43. (5) [96] 42 (2) [93]
REP% 9 105 9.3 8.3 7.6
t exp 1.27 1.33 1.08 0.89
t tesrico (0.025,44) 2.02 2.02 2.02 2.02

a| os valores se encuentran expresados como el promedio de las réplicas correspondientes. Las desviaciones estandar experimentales

se muestran en la ultima cifra significativa entre paréntesis y las recuperaciones porcentuales entre corchetes
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b Ciudad de Santa Fe (Santa Fe, Argentina), ¢ Laguna Setlbal (Santa Fe, Argentina), ¢ Ciudad de
Rincén (Santa Fe, Argentina), ¢ Rio Parana (Entre Rios, Argentina), f Rio Cuculucito (Santa Fe,
Argentina

9 REP%: Error de prediccién relativa, REP = 100 25

, donde ¢ es la media de las concentraciones

4

de calibracién y RMSE = \[%le(cnom — € preq)? para /=45

2.5. Conclusiones

En este capitulo se desarrollé6 una metodologia analitica para la determinacién de ABC
en muestras ambientales de agua en base a sus propiedades de fluorescencia inducidas
por irradiacion UV, empleando espectroscopia de fluorescencia y los algoritmos
quimiométricos PARAFAC y MCR-ALS.

Primeramente se optimizaron las condiciones experimentales a partir de un disefio
experimental, obteniéndose mejoras significativas de la sefal de fluorescencia al
encontrarse las condiciones Optimas. Estos resultados sugieren la aplicabilidad del disefio
experimental empleando la metodologia de superficie de respuesta como una excelente
estrategia para obtener las mejores condiciones que garanticen una respuesta 6ptima,
minimizandose sustancialmente el numero de experimentos a realizar, y disminuyéndose,
por lo tanto, el uso de reactivos y las horas de uso de los instrumentos.

Adicionalmente se realiz6 una caracterizacibn UV del foto-producto obtenido de la
reaccion de fotolisis mediante UHPLC-DAD-FLD, evidenciandose que la formacién de
este foto-producto provoca cambios estructurales en la molécula original, lo cual se vio
reflejado en los cambios espectrales.

La cuantificacion de ABC se llevd a cabo empleando dos estrategias de andlisis de
datos con el objetivo de establecer las ventajas comparativas del uso de datos de tercer
orden con respecto a los de segundo orden. En este sentido, se obtuvieron resultados
similares en cuanto a la resolucion y cuantificacion del ABC para ambos tipos de datos
utilizando PARAFAC y MCR-ALS e incluso en presencia de potenciales interferentes. No
obstante, las cifras de mérito analiticas para el caso de los datos de tercer orden
mostraron mejoras con respecto a los datos de segundo orden, lo cual pone en evidencia
que la introduccién de un modo adicional aporta ventajas especialmente desde el punto

de vista de la selectividad del método.

100



Capitulo 2

En este sentido, MCR-ALS y PARAFAC constituyen una estrategia quimiométrica
altamente confiable y eficiente para la resolucién de analitos especificos en presencia de
componentes no modelados, demostrandose una vez mas la ventaja de segundo orden.

Por lo tanto, esta metodologia de cuantificacibn empleando datos de tercer orden
constituye una alternativa muy util en la determinacién de ABC en muestras ambientales
de agua, en niveles de ug L™, inclusive sin pasos previos de preconcentracion y donde
solamente seria necesario un procedimiento previo de limpieza de estas matrices debido

a la presencia de compuestos altamente fluorescentes.

101



Capitulo 3

CAPITULO 3

Bioacumulacion vy efectos toxicologicos
de ARVs en renacuajos Rhinella
arenarum
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3.1. Introduccidn

En las dltimas décadas, la presencia de drogas farmacéuticas en el ambiente ha
generado una gran atencion a nivel mundial, debido a los posibles efectos adversos que
pueden ocasionar en diversos organismos. Los efectos adversos de un contaminante
pueden correlacionarse con las concentraciones quimicas internas en tejidos debido a su
bioacumulacién [139]. Idealmente, las concentraciones de efecto predicho (PEC:
Predicted Effect Concentration) son una manera aceptable de identificar contaminantes de
alta prioridad ambiental, asi como los datos de exposicion, persistencia, bioacumulacién y
toxicidad. Sin embargo, en muchas ocasiones, esta informacion resulta escasa para los
contaminantes emergentes [24].

Las drogas ARVs se detectaron en una gran variedad de cuerpos de agua, como, por
ejemplo, aguas residuales, subterraneas, superficiales e incluso agua potable en niveles
de concentracion de ng L= a pug L' [16,29,140]. También se encontraron en el lodo de
tanques de sedimentacion primaria en ordenes de mg kg ~' [25].

La presencia sistematica de contaminantes en ambientes acuaticos puede alterar la
homeostasis en los organismos acuaticos expuestos, generar toxicidad aguda, y/o
desarrollar resistencia en microorganismos debido a la exposicién cronica a bajas
concentraciones [24]. En este sentido, para EFV, AZT y NVP se informaron potenciales
riesgos ambientales en peces, dafnidos y algas [15,23,38].

La evaluacién de la posible toxicidad causada por la presencia de contaminantes
emergentes en organismos acuaticos, generalmente, se realiza a partir de estudios de
toxicidad aguda o crénica en organismos modelos que son susceptibles a la
contaminacién debido a sus caracteristicas morfoldgicas. En este contexto, los anfibios
son considerados organismos modelos y se emplean habitualmente en estudios de
exposicion a contaminantes ambientales debido a que poseen una piel altamente
permeable, capaz de absorber una gran variedad de compuestos quimicos, siendo
especialmente sensibles a los efectos que producen los contaminantes [141]. Algunos de
los efectos que pueden ocasionar los contaminantes ambientales incluyen fallas en la
eclosién de larvas, asi como grados variables de deformidades anatomicas en una amplia
variedad de organismos [34]. Adicionalmente, los anfibios se emplean como especies de
experimentacion toxicolégica dadas ciertas ventajas, tales como facil mantenimiento en el

laboratorio, baja tasa de mortalidad natural y relativamente corto tiempo de desarrollo.
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Cabe destacar que los vertebrados marinos en etapas tempranas de desarrollo son mas
sensibles a compuestos téxicos que durante la etapa adulta [142]. Los anfibios en etapa
larval son altamente susceptibles a contaminantes acuaticos debido a que, ademas de la
permeabilidad de su piel y branquias, necesitan un alto grado de requerimientos
energéticos para su crecimiento y metamorfosis. Esta vulnerabilidad puede ser un factor
importante que conduce al debilitamiento de poblaciones de anfibios, y contribuye, asi, al
extenso fenédmeno de la disminucién de la poblacion mundial de anfibios. Por lo tanto, es
importante enfatizar acerca de la necesidad de investigar en relacion a la bioacumulacién
y los efectos toxicolégicos en las etapas sensibles del desarrollo larvario como
consecuencia de la exposicion a contaminantes emergentes [143].

La bioacumulacion es el proceso por el cual un quimico es absorbido por un
organismo desde un entorno ambiental, solamente a través de las superficies dérmicas y
respiratorias, constituyendo el resultado neto de tasas competitivas de absorcion quimica
y eliminaciéon en un organismo en condiciones de exposicién definidas [144]. Las rutas
principales de la absorcion quimica incluyen la exposicion en la superficie de las
branquias, mientras que las rutas clave de eliminacién quimica incluyen el intercambio
respiratorio, evacuacién y biotransformacién metabdlica de la droga. El grado en que
ocurre la bioacumulacion generalmente se expresa como factor de bioconcentracion
(BCF: Bioconcentration Factor) y puede solamente medirse en condiciones controladas de
laboratorio en donde la ingesta del quimico no se incluye. El BCF es la relacién entre la
concentracion de un quimico absorbido por un organismo (Cg) y la concentracion nominal
del quimico en el agua (Cwp) bajo condiciones estables [145], tal como se describe en la
Ec. 15:

Cp

BCF = “2 (15)

wbD

Es importante sefalar que la determinacioén de concentraciones de ARVs en muestras
biol6gicas complejas requiere del empleo de metodologias sensibles y exactas, tales
como HPLC-DAD/FLD o HPLC-MS/MS. Sin embargo, debido a la presencia de
interferencias dadas por compuestos propios de las matrices, asi como a los limites de
deteccion requeridos para determinarlos a nivel de trazas, en general, se necesita
someter las muestras a pasos previos de pretratamiento. En este sentido, muy
frecuentemente, es necesario implementar etapas de extraccion/preconcentracién antes

de la separacién cromatografica. Se pueden mencionar tres tipos principales de técnicas
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de preparacion de la muestra que incluyen extraccion en fase sélida (SPE: Solid Phase
Extraction), extraccion liquido-liquido (LLE: Liquid-Liquid Extraction) y precipitacion de
proteinas (PP), las que se seleccionan dependiendo de las caracteristicas de la muestra y
los tipos de drogas a evaluar. La LLE es una excelente alternativa para la extraccion de
NNRTIs, mientras que no lo es para NRTIs debido a las propiedades hidrofilicas de estas
drogas [146,147]. Como resultado, las drogas NRTIs son extraidas y/o separadas con
mayor éxito por técnicas de SPE y PP. Estas dltimas tienen la ventaja de ser
procedimientos rapidos, que, por lo general, usan muy pocas cantidades de solventes
organicos y son relativamente econémicas [147].

Como se menciond, los andlisis quimicos de contaminantes en matrices ambientales o
biol6gicas estan ligados tanto a la complejidad inherente de estas matrices complejas
como a los bajos niveles en los que se encuentran los analitos a ser cuantificados. Para
optimizar las condiciones experimentales y alcanzar los elevados niveles de sensibilidad
requeridos, se pueden emplear metodologias de disefio experimental, las que contribuyen
de manera significativa a incrementar los limites de deteccion y cuantificacion de los
analitos de interés. En relacion a las interferencias propias de las matrices biologicas, las
determinaciones de analitos en muestras complejas se llevan a cabo, generalmente,
mediante técnicas cromatogréaficas combinadas con esquemas de deteccion especificos.
Sin embargo, algunas de estas metodologias pueden ser relativamente costosas,
consumir mucho tiempo y requerir tratamientos de muestras extremadamente laboriosos.
Ademas, cuando se desarrollan métodos separativos con deteccidn espectroscépica,
puede ocurrir que compuestos quimicos altamente similares y/o interferencias
provenientes de matrices complejas coeluyan, afectandose la selectividad requerida para
la adecuada cuantificacién analitica. Este problema de falta de selectividad puede
resolverse mediante la aplicacion de algoritmos quimiométricos apropiados [39].

Es importante remarcar, que el empleo de estas metodologias analiticas permite
establecer los niveles de bioacumulacion de contaminantes en organismos acuaticos, lo
que posteriormente puede correlacionarse con potenciales efectos adversos. En este
sentido, la absorcion de contaminantes emergentes por parte de organismos acuaticos
puede causar alteraciones en el metabolismo oxidativo a partir de la generacion de
radicales libres de oxigeno y otras especies reactivas de oxigeno con potencialidad de
danar tejidos y componentes celulares, lo cual es conocido como estrés oxidativo en

sistemas bioldgicos.
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El balance entre pro-oxidantes endogenos y factores exdgenos, tales como los
contaminantes ambientales y el sistema de defensa antioxidante (enzimatico y no
enzimatico) en sistemas biologicos puede ser empleado para evaluar efectos téxicos bajo
condiciones ambientales estresantes, especialmente el dafio oxidativo inducido por
diferentes clases de contaminantes quimicos [148].

En la literatura existen estudios que informan los datos de ecotoxicidad desde el punto
de vista de concentraciones letales medias (LC50) para un numero considerable de
drogas farmacéuticas, usando organismos modelos de distintos niveles tréficos. Sin
embargo, esta informacion per se no resulta Gtil para abordar especificamente la cuestion
de efectos ambientales y, por consiguiente, no se pueden usar en los procesos de
evaluacién de riesgos. La informacidn disponible relacionada con los efectos toxicoldgicos
de residuos farmacéuticos en ecosistemas es bastante escasa.

La evaluacion del riesgo de las drogas farmacéuticas y otros contaminantes en los
ecosistemas acuaticos se puede evaluar a partir de ensayos de toxicidad empleando
distintos niveles de exposicién en dependencia del objetivo de cada estudio [9,19].

En este contexto, los biomarcadores enzimaticos pueden emplearse en la evaluacion
de riesgo ambiental, ya que se definen como cualquier respuesta biolégica a quimicos
presentes en el ambiente y que son medidos en un organismo, indicando una desviacion
de los niveles normales, y constituyendo, por lo tanto, herramientas Utiles que son usadas
como indicadores tempranos de contaminacion ambiental. Los biomarcadores
enzimaticos de diferentes vias metabdlicas, tales como funcion neuronal, metabolismo y
estrés oxidativo, pueden ser empleados para evaluar la respuesta de contaminantes
ambientales [149]. Entre las enzimas neuronales, la acetilcolinesterasa (AchE) se usa
ampliamente como biomarcador de contaminacion ambiental debido a que juega un papel
clave en la hidrélisis del neurotransmisor acetilcolina en colina y acido acético en el
espacio sinaptico de las sinapsis colinérgicas y las uniones neuromusculares. La AChE
permite detectar la neurotoxicidad asociada a un contaminante especifico, lo que resulta
extremadamente importante en términos de consecuencias e impacto ecoldgico [150].

Por otro lado, el estrés oxidativo puede ser medido por una serie de biomarcadores
enzimaticos, tales como la glutation S transferasa (GST), que proporciona la primera linea
de defensa celular del organismo. Estas enzimas catalizan la conjugacién de glutatiéon con
una diversidad de compuestos xenobidticos electrofilicos reactivos, neutralizando asi sus
sitios electrofilicos activos y convirtiéndolo en conjugados menos reactivos, solubles en

agua, que pueden excretarse con mayor facilidad del cuerpo. La expresién de GST puede
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encontrarse aumentada en varias especies como respuesta al estrés oxidativo, actuando,
como un mecanismo de proteccién [151]. La GST también actia como una glutation
peroxidasa, protegiendo a las células de la toxicidad del oxigeno y suprimiendo la
apotosis [152].

Por lo tanto, en base a todo lo anteriormente mencionado y teniendo en cuenta la
escasa informacién en términos de bioacumulacién y datos de toxicidad experimental
asociados con ARVs en organismos acuaticos, este trabajo se baso en la hipétesis de que
la exposicibn de organismos acuaticos, tales como renacuajos, a ARVs en
concentraciones ambientales y subletales puede causar bioacumulacion, e incluso
alteraciones en el metabolismo (sistema antioxidante) de estas especies de anfibios,

fundamentalmente a elevados niveles de exposicion.

3.2. Objetivos

- Desarrollar un procedimiento de extraccidn para la separacion de 3TC, d4T, AZT, ABC,
EFV y NVP de la matriz de los renacuajos.

- Desarrollar metodologias analiticas para evaluar la bioacumulacién de 3TC, d4T, AZT,
ABC, EFV y NVP en renacuajos.

- Optimizar mediante disefio experimental las condiciones experimentales de UHPLC-
MS/MS para aumentar la sensibilidad de este método.

- Utilizar el algoritmo quimiométrico MCR-ALS para discriminar analitos altamente
solapados con las interferencias asociadas a la matriz de los renacuajos.

- Determinar los efectos toxicol6gicos de la exposicion a 3TC, d4T, AZT y NVP a partir de

la evaluacion de biomarcadores enzimaticos.

3.3. Materiales y métodos

3.3.1. Reactivos y soluciones

Se emplearon reactivos de calidad analitica, tales como sulfato de amonio
((NH4)2SO4), obtenido de  Merck (New  York, Estados Unidos), vy
tris(hidroximetil)aminometano (Tris) , sacarosa, acido etilendiaminotetraacético (EDTA),
ioduro de acetiltiocolina (AcSCh), acido dinitrobenzoico (DTNB) y glutatién, los que se
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obtuvieron de Sigma-Aldrich (San Luis, Estados Unidos) y &cido clorhidrico (HCI) que se
obtuvo de Cicarelli (Rosario, Argentina).

Para las corridas cromatograficas se empled agua ultrapura, que se obtuvo a partir de
un sistema Millipore (Bedford, Estados Unidos), MeOH grado HPLC marca Biopack
(Buenos Aires, Argentina), y ACN y &cido férmico, ambos grado LC/MS, marca Fisher
Scientific (New Hampshire, Estados Unidos).

La preparacion y el almacenamiento de las soluciones madres de los analitos se
realizaron como se describe en el Capitulo 1, seccion 1.3.1 y las soluciones de trabajo se
prepararon a partir de diluciones adecuadas de las soluciones madres para alcanzar una
concentracion final de 2 pg mL™".

La preparacién de las soluciones de trabajo para los ensayos de toxicidad se
realizaron a partir de diluciones adecuadas de las soluciones madres para alcanzar
concentraciones finales de 0.5, 1.0, 2.0, 4.0 ug mL™", en el caso del ensayo de toxicidad a
concentraciones subletales, y 0.5, 1.0, 10.0 yg L' para el ensayo de toxicidad a

concentraciones ambientales.

3.3.2. Especies analizadas

Se emplearon renacuajos Rhinella arenarum como organismos modelos para los
ensayos. Esta especie de anfibio tiene una amplia distribucién neotropical, principalmente
en bosques, humedales, tierras agricolas y territorios urbanos. Se considera “no
amenazada” en Argentina y se encuentra extensivamente distribuida en las provincias de
Buenos Aires, Formosa, Chaco, Corrientes, Santiago del Estero, Entre Rios y Santa Fe.
Los huevos se recolectaron en estanques temporales en llanuras de inundacion naturales
del rio Parana (31° 11’ 31” S, 60° 9’ 29” W, Argentina) con autorizacién del Ministerio de
Medio Ambiente (Santa Fe, Argentina) (EXP. N° 02101-0018518-1). Este sitio no ha
sufrido contaminacion, ni ha sido tratado con pesticidas quimicos o biol6gicos. Los huevos
se transportaron al laboratorio conservados en agua de red sin cloro (pH = 7.4,
conductividad = 165 uS cm™', oxigeno disuelto = 6.5 mg L', dureza = 50.6 mg L~' CaCOs
a 22 °C), y se dejaron desarrollar hasta que los renacuajos alcanzaron los estadios 26-28

de Gosner [153] para realizar los ensayos de toxicidad.
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3.3.3. Instrumentacion

Los experimentos cromatograficos se desarrollaron en un sistema Agilent 1260 Infinity
Ultra HPLC (Waldbronn, Alemania) equipado con una bomba binaria, membrana
desgasificadora, inyector automatico, compartimento de horno para columna, detector de
arreglo de diodos UV-Vis y el software OpenLab CDS Chemstation (Agilent Technologies,
Waldbronn, Alemania) para controlar el instrumento, la adquisicion de los datos y su
posterior analisis. Para la separacion cromatografica se utilizé una columna C18 Poroshell
120 de 50 mm de longitud, 3 mm de diametro interno y 2.7 um de tamafo de particula
(Agilent, Waldbronn, Alemania). Se empleé una temperatura de columna de 35°C y la
velocidad de flujo fue de 0.8 mL min~'. Las fases moviles A y B consistieron en agua
ultrapura y ACN, respectivamente. El gradiente empleado se describe en la Tabla 17. Se
inyectd un volumen de muestra de 100 uL. El tiempo total de analisis fue de 6 min, con 2
min para el lavado de la columna y re-establecimiento de las condiciones iniciales. Las
matrices de datos de tiempo-absorbancia (MTA) se registraron en el rango espectral de
200-400 nm cada 1 nm, durante el periodo de tiempo de elucién de 0.0 a 6.0 min. De este
modo, las dimensiones de las MTAs fueron 3601 x 201, correspondientes a tiempo de
elucién y perfiles espectrales, respectivamente.

Tabla 17. Gradiente de elucién utilizado en UHPLC-DAD.

. . % A % B
Tiempo (min) (Agua ultrapura) (ACN)
0.0-1.0 97.0 3.0
1.0-2.0 96.8 3.2
2.0-4.0 40.0 60.0
4.0-5.0 40.0 60.0
5.0-6.0 97.0 3.0

Las actividades enzimaticas de AChE y GST se evaluaron en un espectrofotémetro
Jenway 6405 UV-Vis (Staffordshire, Reino Unido).

Los experimentos de cuantificacién por UHPLC-MS/MS se realizaron en un sistema
ACQUITY UPLC™ (Waters Corporation, Massachussets, Estados Unidos) equipado con
una bomba binaria, inyector automatico y compartimento de horno para columna acoplado
a un espectrémetro de masa de triple cuadrupolo (MS/MS) equipado con una fuente de
ionizacion ortogonal- Z-spray (ESI: Electrospray lonization) capaz de operar en modo

positivo y negativo (TQD, Acquity Micromass, Reino Unido). El manejo de datos de
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espectrometria de masas y cromatografia se realiz6 utilizando el software MassLynx
versién 4.1 (Waters, Manchester, Reino Unido). Se utiliz6 una columna cromatografica
ACQUITY UPLC BEH Shield RP 18 de 100 mm de longitud, 2.1 mm de diametro interno y
1.7 um de tamano de particula (Waters Corporation, Massachussets, Estados Unidos). Se
empled una temperatura de columna de 40°C y la velocidad de flujo fue de 0.4 mL min"'.
Las fases méviles A y B consistieron en agua ultrapura: ACN: &cido férmico
(98%:2%:0.1%) y ACN: &cido férmico (100:0.1%), respectivamente. El gradiente de
UHPLC-MS/MS empleado se describe en la Tabla 18. Se inyecté un volumen de muestra
de 10 L.

Tabla 18. Gradiente de elucién empleado en UHPLC-MS/MS.

Tiempo (min) % A %B
0.0-1.0 100.0 0.0
1.0-3.0 50.0 50.0
3.0-6.5 50.0 50.0
6.5-7.5 100.0 0.0

Los parametros especificos de MS/MS para cada una de las drogas se describen a
continuacion en la Tabla 19, mientras que los pardmetros comunes para ambas drogas
consistieron en: voltaje del extractor (2 V), caudal de desolvatacién (1000 L h™") y caudal
del cono (5L h™)

Tabla 19. Parametros empleados para la deteccion por espectrometria de masa de ABC y EFV.

Pardmetros ABC EFV
Modo de ionizacion Positivo (+) Negativo (-)
Voltaje del capilar (kV) 3.00 3.66
Temperatura de la fuente (°C) 110 120
Temperatura de desolvatacién (°C) 400 340
Tiempo de retencién (min) 2.47 5.12
lon precursor (m/z) 287.2 314.0
lon fragmento 1 (m/2) 150.2 69.0
Dwell (s) 0.1 0.5
Cono (V) 25 35
Energia de colisién (eV) 30 30
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Tabla 19 (continuacion). Parametros empleados para la deteccion por espectrometria de masa de
ABC y EFV.

Parametros ABC EFV
lon fragmento 2 (m/2) 174.2 244.0
Dwell (s) 0.1 0.5
Cono (V) 25 35
Energia de colision (eV) 31 20
lon fragmento 3 (m/2) 191.2 -
Dwell (s) 0.1 -
Cono (V) 25 -
Energia de colision (eV) 20 -

3.3.4. Ensayo de toxicidad

Se realizaron dos ensayos estaticos de corta duracién, uno de 48 h y otro de 96 h
usando recipientes estériles de vidrio (85 mm de diametro y 110 mm de altura)
conteniendo 200.0 mL de cada solucion de ARVs. Los periodos de observacion y volumen
de la solucion de ensayo se seleccionaron basados en estudios previos [154-156]. Las
condiciones de laboratorio para los ensayos de toxicidad fueron de ciclos de luz/
oscuridad de 12/12h (luz >100 Lx) a 22 £+ 2 °C empleando agua de red declorada
naturalmente (pH = 7.4, conductividad = 165 pS cm™', oxigeno disuelto = 6.5 mg L™,
dureza = 50.6 mg L' CaCQOs3 a 22 °C). La temperatura y el fotoperiodo se seleccionaron
con el objetivo de simular las condiciones esperadas en el ambiente [157]. Las
propiedades fisicoquimicas del agua declorada permanecieron estables durante los
estudios de toxicidad.

La evaluacién de riesgo ecologico de drogas farmacéuticas para especies sensibles
non-target puede realizarse a partir de datos de toxicidad con concentraciones de
exposicién previstas en el ambiente en el peor de los casos, asi como a concentraciones
ambientales informadas [9]. Sin embargo, los datos de toxicidad de ARVs en organismos
acuaticos son muy limitados y las concentraciones ambientales informadas alrededor del
mundo difieren en dependencia del area (rios, lagunas) y del tipo (efluentes, aguas
residuales, etc) de descarga [17,22-24,29,36]
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Por lo tanto, se realizaron dos ensayos de toxicidad estaticos agudos. El primer
ensayo (48 h) empleando concentraciones subletales de 3TC, d4T, AZT y NVP, teniendo
en cuenta la dosis letal media (LC50) informada para peces (65-100 ug mL~") [158-160], y
el segundo ensayo (96 h) que contemplé concentraciones ambientalmente relevantes de
ABC y EFV, las que se encontraban informadas en la literatura [16,21,22,24,25].

Para el primer estudio de toxicidad las larvas se expusieron a 3TC, d4T, AZT y NVP a
cuatro niveles de concentraciéon nominal (0.5, 1.0, 2.0 y 4.0 ug mL™") y un control negativo
conteniendo agua de red declorada. Todas las soluciones se prepararon con la misma
agua declorada empleada para criar los renacuajos. Las concentraciones nominales
evaluadas representan un escenario extremo debido a la falta de datos reales de ARVs en
los estanques de reproduccidn (sistemas acuaticos lénticos) de anfibios. Cada tratamiento
de ARV y control negativo se realizaron por triplicado usando cinco renacuajos por
acuario (n=15). En este estudio se utilizaron un total de 255 renacuajos (peso=0.020 +
0.006 g).

Para el segundo ensayo de toxicidad, las larvas se expusieron a ABC y EFV a tres
niveles de concentracién nominal ambientalmente relevantes (0.5, 1.0y 10.0 ygL™") y a
un control negativo conteniendo agua de red declorada. Cada tratamiento de ARV y
control negativo se realiz6 por triplicado usando cinco renacuajos por acuario (n=15),
empleandose un total de 95 renacuajos (peso=0.026 + 0.008 g).

Los ensayos de toxicidad se realizaron a 22 + 2 °C con ciclos de luz-oscuridad de
12/12h. Las larvas tratadas y control se mataron de acuerdo a los criterios de la Sociedad
Americana de Ictiblogos y Herpetdlogos (ASIH: American Society of Ichthyologist and
Herpetologist) [161], y con la aprobacién del comité de bioética animal de la Facultad de
Bioquimica y Ciencias Biologicas de la Universidad Nacional del Litoral (FBCB-UNL, Res.
N°: 388/06). Al finalizar los experimentos (48 h y 96 h, segun fuese el caso), cada
renacuajo se secO suavemente para eliminar el exceso de agua y se peso utilizando una
balanza analitica. Posteriormente, cada renacuajo se colocé individualmente en tubos

Eppendorf y se almacené a - 80°C hasta su analisis.
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3.3.5 Optimizacion del disefio experimental

Con el proposito de establecer los parametros 6ptimos de la deteccion MS/MS, que
permitieran un mayor grado de sensibilidad, se realizé un disefio experimental inicial
empleando la RSM.

Primeramente se determinaron los factores influyentes en la sefal del detector a partir
de un diseno factorial fraccional considerandose seis factores: voltaje del capilar (1 y 4
kV), voltaje del extractor (2 y 6 V), temperatura de la fuente (120 y 150 °C), temperatura
de desolvatacion (350 y 450 °C), caudal de desolvatacion (800 y 1000 L h~"), caudal del
cono (5y 20 L h™). El disefio factorial empleado fue un disefio factorial 22 donde k es el
namero de factores a evaluar. La respuesta seleccionada para ambos analitos fue area
bajo la curva correspondiente a los iones fragmentos con mayor sensibilidad (191.2 m/z
para ABC y 69.0 m/z para EFV).

Los factores significativos se determinaron a partir de los diagramas de Pareto v,
posteriormente, se realizé un CCD con seis puntos centrales y un valor de a de 1.68
(compatible con la distribucién rotatoria de la varianza de prediccion). Los niveles
evaluados para cada factor consistieron en valores codificados -1 a +1 en los rangos de 3-
4 kV, 110-130 °C y 300-375 °C para los factores voltaje del capilar, temperatura de la
fuente y temperatura de desolvatacion, respectivamente, como se describe a continuacion
en la Tabla 20.

Tabla 20. Disefio central compuesto para optimizacion de condiciones experimentales.

. Factor 1 Factor 2 Factor 3
Corrida A: Voltaje del capilar (kV) B: T de la fuente (°C)  C: T de desolvatacion (°C)
1 3.5 120 337.5
2 3.5 120 337.5
3 4.0 130 375.0
4 3.0 130 300.0
5 2.7 120 337.5
6 3.0 110 375.0
7 3.5 120 274.0
8 3.5 120 400.0
9 3.5 120 337.5
10 4.0 110 375.0
11 3.5 120 337.5

113



Capitulo 3

Tabla 20 (continuacién). Disefio central compuesto para optimizacién de condiciones
experimentales.

Factor 1 Factor 2 Factor 3
Corrida
A: Voltaje del capilar (kV) B: T. de la fuente (°C) C: T. de desolvatacién (°C)
12 3.5 137 337.5
13 3.0 130 375.0
14 4.0 110 300.0
15 4.3 120 337.5
16 35 103 337.5
17 3.0 110 300.0
18 4.0 130 300.0
19 3.5 120 337.5
20 3.5 120 337.5

3.3.6. Procedimiento experimental

3.3.6.1 Muestras de calibracion

Para el ensayo de toxicidad aguda a 48 h se preparé un conjunto de cinco muestras
de calibracién compuestas por combinaciones de 3TC, d4t, AZT y NVP, por triplicado, a
partir de la transferencia de alicuotas apropiadas de cada solucién de trabajo (2 ug mL™")
a matraces de 5.0 mL, y enrasando con agua ultrapura. Las concentraciones finales de
las muestras de calibracion estuvieron en el rango de 20.0 a 250.0 pg L' para 3TC, d4Ty
AZT, y 20.0 a 800.0 ug L' para NVP. Se realizaron inyecciones de 100 pL en el sistema
cromatografico UHPLC-DAD.

Para el ensayo de toxicidad aguda a 96 h se prepararon un conjunto de cinco y seis
muestras de calibracién por triplicado para ABC y EFV, respectivamente. Las muestras
estaban compuestas por cada estandar, y se prepararon a partir de la transferencia de
alicuotas apropiadas de la solucién de trabajo (2 ug mL=") a matraces de 5.0 mL, que se
enrasaron con ACN: &cido férmico (99:1%). Las concentraciones finales de las muestras
de calibracién estuvieron en el rango de 0.05 a 15.0 ug L' para ABC, y 0.5 a 100.0 ug L™’
para EFV. Se realizaron inyecciones de 10 uL en el sistema UHPLC-MS/MS.
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3.3.6.2 Método de extraccion y analisis

Para desarrollar un método de extraccion de los ARVs a partir de la matriz de los
renacuajos, se pesaron las larvas control y se transfirieron a viales Eppendorf de 1.5 mL.
Posteriormente, se fortificaron con cantidades adecuadas de cada soluciéon de trabajo
evaluandose diferentes niveles de concentracion incluidos en la curva de calibracion; es
decir, 50.0, 140.0 y 225.0 ug L' para 3TC, d4T y AZT; 100.0, 410.0 y 700.0 pg L' para
NVP; 1.0, 5.0 y 10.0 pug L~ para ABC y 5.0, 10.0 y 100.0 ug L™" para EFV. Con el objetivo
de simular las condiciones experimentales, las muestras fortificadas se mantuvieron por
48 h y 96 h, segun fuese el caso, a 4°C antes de llevar a cabo la extraccién. Este
procedimiento de extracciéon consistié en la adicion de una solucién reguladora de
homogeneizaciéon (pH = 7.4) compuesta por 25 mmol L' de sacarosa, 20 mmol L' de
Tris-HCl y 1 mmol L' de EDTA en una relacién 1:10 (m/v). Las muestras se mezclaron
manualmente usando un homogeneizador polytron® hasta obtener una mezcla
homogénea. El primer paso de la extraccion consistié en la adicion de 1.0 mL de ACN frio
a la mezcla homogénea y agitacion con vortex durante 2 min. A continuacion, las
muestras se sometieron a agitacién a baja velocidad durante 15 min, se centrifugaron a
14000 rpm por 10 min y se transfirié el sobrenadante a un tubo Khan. Posteriormente,
este sobrenadante se secdé empleando una corriente suave de nitrégeno a 75°C en un
bafo de agua. Al finalizar, las muestras se reconstituyeron con 140.0 pL de agua ultrapura
para el caso de 3TC, d4T, AZT y NVP, mientras que para ABC y EFV se resuspendieron
en 25.0 uL de ACN: &cido férmico (99:1%) y se centrifugaron a 14000 rpm por 2 min. El
sobrenadante se transfirié a viales de inyeccion para su posterior analisis por UHPLC-
DAD y UHPLC-MS/MS. Todo el procedimiento analitico se realizé por triplicado.

Este método de extraccion se empled para todas las muestras de renacuajos a
evaluar. Para el caso de las muestras evaluadas por UHPLC-MS/MS debido a la baja
concentracion absorbida por los renacuajos se realizd un pool de renacuajos
correspondiente a cada una de las concentraciones de exposicién (0.5, 1.0, 10.0 ug L™)
en el caso de ABC y para los niveles de exposicién de 0.5y 1.0 ug L' de EFV. Las
muestras de cada pool se reconstituyeron en 25.0 uL, mientras que para la concentracion
de exposicion de 10.0 ug L~ de EFV se resuspendieron en 50.0 pL.

Adicionalmente, para ambos estudios de toxicidad se evalud la ausencia de efecto
matriz a partir de un andlisis de pendientes que se realiz6 comparando las matrices de
renacuajos previamente extraidas y fortificadas con los analitos con soluciones

estandares de los analitos disueltos en agua ultrapura o ACN: acido férmico (99:1%),
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segun fuese el caso, empleando los mismos niveles de concentracion descritos

anteriormente.

3.3.6.3 Evaluacion de bioacumulacion de antirretrovirales en

renacuajos R. arenarum

La cuantificacién de ARVs en los renacuajos se realizd utilizando dos metodologias.
La determinacion de d4T, AZT y NVP se llevé a cabo usando datos univariados; es decir,
se utilizaron los valores del area bajo la curva correspondiente a cada longitud de onda
(266 nm para d4T y AZT, y 283 nm para NVP). Por otro lado, la cuantificacion de 3TC se
realiz6 usando datos multivariados; es decir, matrices construidas con los espectros UV
registrados a diferentes tiempos de elucion empleando el algoritmo quimiométrico MCR-
ALS. Esta ultima metodologia se desarrollé con el proposito de resolver el solapamiento
entre la sefal de 3TC y las inherentes a la matriz de los renacuajos.

La cuantificacion de ABC y EFV se realiz6 a partir de datos univariados, empleando
los valores de area bajo la curva correspondientes a los iones fragmentos con mayor
sensibilidad (191.2 m/z para ABC y 69.0 m/z para EFV).

3.3.6.4 Evaluacion de toxicidad por biomarcadores enzimaticos

La evaluacion toxicoldgica se llevé a cabo empleando biomarcadores enzimaticos y se
realizd a partir de la homogeneizacién de los renacuajos, empleando la solucién
reguladora de homogeneizacién anteriormente descrita en una relacion 1:10 (m/v) usando
un homogeneizador polytron®. Una vez que se obtuvo una mezcla homogénea, se
centrifugd a 10000 rpm durante 15 min a 4 £1 °C, y se almacené a - 80°C hasta el andlisis
enzimatico.

La actividad de la AChE se determiné colorimétricamente de acuerdo a Ellman y col.
[162]. La mezcla de reaccién consistio en 920.0 puL de solucién reguladora Tris-HCI 25
mmol L=' conteniendo CaCl, 1 mmol L' (pH = 7.6), 10.0 puL de AcSCh 20 mmol L™, 50.0
pL de DTNB 300 umol L, y 20.0 pL de la muestra. La variacién de la densidad Optica se
midié por duplicado a 410 nm y 25 °C por 1 min. La concentracién total de proteina se
determiné usando el método de Biuret [163], y la actividad de la AChE se expres6é en nmol
de AcSCh hidrolizado por minuto por miligramo de proteina usando un coeficiente de

extincién molar de 13.6 x 10 L mol~'cm™".
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Por otra parte, la actividad de GST se determiné espectrofotométricamente usando el
método descrito por Habig y col. [164] y adaptado por Habdous y col. [165] para la
actividad de GST en suero de mamiferos. El ensayo enzimatico se realiz6 a 340 nm en
una mezcla de reaccion conteniendo 910.0 uL de solucién reguladora de fosfato de sodio
100 mmol L' (pH = 6.5), 20.0 uL de 1-cloro-2,4-dinitrobenzeno 0.2 mmol L', 50.0 ul de
glutation reducido 5 mmol L=', y 20.0 uL de la muestra. El ensayo de cinética enzimatica
se desarroll6 a una temperatura de 25 °C y la actividad de GST se expresé como nmol
min~' mg~" de proteina empleando un coeficiente de extincion molar de 9.6 x 10° L mol-

Tem™.

3.3.7. Analisis estadistico, programas informaticos y
algoritmos para el analisis de los datos

El analisis estadistico se realizé usando el software InfoStat1.1 para Windows [166]
Los datos de actividad enzimatica se expresaron como una media * error estandar. Se
emplearon las pruebas no paramétricas Kruskal-Wallis y Dunn post hoc para comparar las
actividades enzimaticas entre el control y los animales expuestos debido a la falta de
normalidad de los datos. Se utilizd un criterio de significancia de p < 0.05.

MCR-ALS se implementé en MATLAB 7.10 [113]. Los algoritmos para aplicar MCR-

ALS se encuentran disponibles de manera online en http://www.mcrals.info/.

3.4. Resultado y discusion

3.4.1 Ensayo de toxicidad agudo (48 h) a concentraciones de
exposicion subletales

3.4.1.1 Método de extraccion y evaluacion de efecto matriz

Con el objetivo de establecer un método adecuado para extraer simultdneamente los
cuatro analitos (3TC, d4T, AZT y NVP) de los renacuajos, se evaluaron dos métodos de
extraccién teniendo en cuenta el alto contenido de proteinas presente en las matrices de
los renacuajos. En este sentido, los métodos de extraccion contemplaron dos alternativas
para la precipitacion de proteinas, la primera de ellas a partir de una precipitacién de
proteinas de manera directa utilizando ACN y la segunda empleando una solucion
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saturada de sulfato de amonio para realizar una precipitacion salina de proteina. La Tabla
21 muestra los resultados de recuperacion obtenidos para cada método de extraccion
evaluado, observandose que el método 1 fue mas eficiente para la extraccion de todos los

analitos.

Tabla 21. Recuperaciones obtenidas para los métodos de extraccion

Analitos Recuperacion (%)
Método de extracciéon 1 Método de extracciéon 2
(ACN) (NH4)2SO4
3TC 97 50
a4T 98 73
AZT 98 97
NVP 103 76

A continuacion, con el proposito de corroborar que este método de extraccion era
adecuado en todo el rango de la curva de calibracidén, se evaluaron tres niveles de
concentracion (bajo, medio y alto) para cada analito, obteniéndose los resultados que se
muestran en la Fig. 25.
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Figura 25. Recuperacién obtenida luego de la aplicacién del método de extraccion para 3TC, d4T,
AZT y NVP a partir de las matrices de renacuajos.

Como puede observarse, se obtuvieron valores de recuperacion cercanos al 100 % en
todos los casos, lo que asegura la exactitud de este método y su capacidad para extraer
los analitos de la matriz de los renacuajos practicamente en su totalidad e
independientemente de la concentracion en la que se encuentren.

Adicionalmente, se comprobd la ausencia de efecto matriz a partir de un andlisis de

las pendientes de las matrices de renacuajos fortificadas con los analitos y los analitos
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disueltos en agua ultrapura mediante una prueba t de Student asumiendo una prueba de
hipétesis: Ho: pendiente =1 y H+: pendiente # 1. Los valores de fex Se calcularon a partir
de la Ec. 13. Como se muestra en la Tabla 22, para un 95 % de confianza, el valor de fex
fue menor que el valor twesico 0.025.8), ¥, por lo tanto, se acepta Ho, demostrandose que no

existe efecto matriz.

Tabla 22. Evaluacion de efecto matriz para 3TC, d4T, AZT y NVP

Analisis de pendientes Analitos
3TC d4T AZT NVP
Pendiente 1.05 0.96 0.97 0.96
texp 1.33 1.98 1.73 1.96
t tecrico (0.025,8) 2.31 2.31 2.31 2.31

También se evalud la precision de este método de extraccidon a partir del analisis de la
repetibilidad de las muestras evaluadas, obteniéndose valores de coeficiente de variacién
de 6.9, 7.5, 49y 7.15 % para 3TC, d4T, AZT y NVP respectivamente, lo que asegura la
precision intermuestras de esta metodologia.

Por lo tanto, una vez demostrada la exactitud, ausencia de efecto matriz y precisién de
este procedimiento de extraccion, se utilizd en el posterior procesamiento de los

renacuajos.

3.4.1.2 Desarrollo del método analitico para el analisis de ARVs en

renacuajos

La Fig. 26 muestra los perfiles cromatograficos de la mezcla estandar de ARVs y los
extractos obtenidos de los renacuajos sin tratamiento (muestra control) y aquellos
expuestos a cada analito individualmente. En el cromatograma correspondiente a la
muestra control puede observarse la ausencia de sefal significativa en el tiempo de
retencién de los analitos d4T, AZT y NVP; sin embargo, se evidencia una senal elevada
en el tiempo de retencion de 3TC (1.35 min) perteneciente a las interferencias inherentes
a la matriz de los renacuajos. De manera similar, al analizar el perfil cromatografico de los
renacuajos expuestos a estos analitos se aprecia visualmente la presencia de d4T, AZT y
NVP, lo que corrobora la absorcion de estos analitos por parte de los renacuajos. No
obstante, para el caso de 3TC no fue posible realizar una evaluacion directa dado el gran

solapamiento entre la sefnal de este analito y la de los componentes de la matriz. Por lo
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tanto, se propuso una estrategia quimiométrica para cuantificar 3TC, mientras que el resto
de los ARVs se analizaron empleando calibracion univariada.
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Figura 26. Perfil cromatografico de una solucién estandar combinada (140.0 ug L' de 3TC, d4T,
AZT, y 410.0 ug L' de NVP), y una matriz de renacuajo antes y después de la exposiciéon a cada
ARV.

Resolucion quimiométrica de 3TC por MCR-ALS

Como se menciond anteriormente, con el objetivo de resolver el solapamiento
espectral entre 3TC y las interferencias de la matriz de los renacuajos, se empleé el
algoritmo quimiométrico MCR-ALS usando datos de segundo orden.

Primeramente se procedio a reducir la matriz inicialmente registrada con el propésito
de trabajar Uunicamente con los datos de interés; es decir, aquellos que involucraban a
3TC. Por lo tanto, se empleé una matriz de datos de tiempo-absorbancia de 151x101
correspondiente a los rangos de tiempo de elucion de 1.28-1.53 min y espectral de 220-
320 nm (Fig. 27 A) para cada una de las muestras de calibracion y las muestras a
cuantificar. A continuacion, el procesamiento de datos se realizd a partir de una matriz D
aumentada en columna, compuesta por la matriz correspondiente a la muestra a
cuantificar y las matrices de datos de la curva de calibracién. El numero de factores
involucrados en el sistema se estim6 por SVD, obteniéndose entre cinco y seis factores,
correspondientes, uno de ellos a 3TC y los restantes a las interferencias presente en la
matriz de renacuajo. Las estimaciones iniciales, que consistieron en perfiles espectrales,

se obtuvieron a través de un procedimiento basado en la metodologia SIMPLISMA [53].
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Por otra parte, durante la optimizacion por ALS se aplicaron las restricciones de no
negatividad en los perfiles de concentracion y espectrales, y correspondencia entre
especies comunes en las diferentes matrices. Luego de la descomposicion de la matriz D
por MCR-ALS, se realiz6 una regresidon pseudo-univariada del area bajo el pico
cromatografico en funcién de la concentracion de 3TC a partir de la informacion de
concentracion de las muestras de calibracion contenidas en C.

Una vez realizada la resoluciéon quimiométrica por MCR-ALS para las matrices de
renacuajos expuestos a 3TC, se apreciaron varias sefales espectrales correspondientes
a los componentes presentes en la matriz de los renacuajos altamente superpuestos con
el perfil espectral de 3TC, tal como se muestra en la Fig. 27B. No obstante, al comparar el
perfil espectral puro de 3TC y el adquirido por MCR-ALS se puede observar claramente el
alto grado de solapamiento espectral, lo que indica el buen desempeio de este algoritmo.
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Figura 27. (A) Matriz de datos de segundo orden obtenida de matriz de renacuajo expuesto a 3TC,
empleada en la resolucion por MCR-ALS vy (B) perfiles espectrales de 3TC (linea celeste punteada)
e interferencias desconocidas (lineas punteadas grises) obtenidas por MCR-ALS, comparados con
el perfil espectral experimental puro de 3TC (linea sélida azul).

Adicionalmente, con el propésito de evaluar mas exhaustivamente la calidad del
modelo, se realiz6 una comparacién entre ambos espectros: el espectro experimental
puro (s1) y el perfil espectral obtenido por MCR-ALS (s2). La cuantificacion del grado de
solapamiento espectral (s12) se realizé utilizando la Ec. 11, obteniéndose un valor de
0.999, lo que corrobora que esta metodologia quimiométrica es adecuada para resolver

analitos presentes en matrices complejas.
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Cifras de mérito analiticas

Finalmente, en orden de evaluar el desempefio de esta metodologia analitica
empleando datos univariados y multivariados, se evalu6 la linealidad de este método
cromatografico para cada uno de los analitos a partir de una prueba F, obteniéndose para
todos los casos valores de p>0.05, observandose, por lo tanto, linealidad de los datos en
todo el rango de calibracién evaluado. Ademas, se evaluaron las capacidades de
deteccién de este método analitico, a partir de la estimacion de las cifras de mérito de
acuerdo a Bauza y col.[59] para 3TC y de acuerdo a Slutsky [167] para d4T, AZT y NVP.

Como se observa en la Tabla 23, para todos los casos se obtuvieron valores
aceptables. En relacién a 3TC, la sensibilidad y la sensibilidad analitica fueron mayores
que para d4T, AZT y NVP. Esta mejora en las cifras de mérito, sobre todo en los
parametros sensibilidad y sensibilidad analitica obtenidas para 3TC podrian ser atribuidas
al uso de datos de segundo orden sobre datos de orden cero, ya que se encuentra
descrito en la literatura que el incremento en el orden de los datos provoca mejoras
sustanciales en las cifras de mérito analiticas. Por lo tanto, estos resultados avalan el uso
de los datos multivariados y el andlisis por MCR-ALS para la cuantificacion de 3TC en
este tipo de muestras complejas.

Tabla 23. Cifras de mérito analiticas

Segundo orden

Cifras de mérito MCR-ALS Orden cero
3TC? d4T> AZTP NVP®
SEN (AU pg—'L) 0.52-0.98 0.23 0.24 0.19
Sensibilidad analitica (ug' L) 103.0-196.0 0.3 04 0.1
LOD (pg L) 7-9 8 9 18
LOQ (ug L) 22-28 22 26 51

a Calculado de acuerdo a [59] y expresado de acuerdo a las
recomendaciones de [126]
b Calculado de acuerdo a [167]
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3.4.1.3 Cuantificacion de ARVs en renacuajos después de ensayo

estatico de toxicidad aguda

La Tabla 24 muestra los resultados del ensayo de toxicidad aguda con respecto a la
absorcion de ARVs por parte de los renacuajos. En todos los casos, se observé un
incremento de la bioacumulacién de los ARVs asociado con un aumento en los niveles de
exposicion. La NVP exhibio la mayor bioacumulacién, con valores entre 0.3 ug g~' y 4.6
Mg g7', sugiriéndose una alta permeabilidad de este analito, lo que podria correlacionarse
con su coeficiente de particion (log P, que es calculado como el coeficiente de particion
octanol-agua de la droga en su forma neutra) de 3.9 (ver Tabla 1) [11]. Este Gltimo es una
medida de la lipofilicidad de compuestos activos que resulta util en la prediccién de
permeabilidad o bioacumulacién de organismos expuestos a compuestos quimicos [168].

Para el caso de d4T, se observé un nivel de bioacumulacion ligeramente menor; es
decir, entre 0.32 y 1.40 ug g~'. Con respecto a AZT y 3TC, se obtuvieron valores bajos de
concentracion absorbida por parte de los renacuajos, lo que podria sugerir una baja
permeabilidad. Es importante senalar que los valores de log P informados para 3TC (-2.6),
d4T (-0.8), y AZT (0.2) ( ver Tabla 1) [11] se contraponen a los resultados de
bioacumulacién obtenidos en este estudio. Es decir, si solamente se considera la relacion
entre bioacumulacion y lipofilicidad, se esperaria que los niveles de concentracion
absorbida se ordenaran en orden descendente para AZT, d4T y 3TC, y que los valores de
bioacumulacién para 3TC fueran significativamente menores. Sin embargo, los resultados
de la Tabla 24 presentan a d4T como el segundo analito mas absorbido después de NVP,
mientras que AZT y 3TC muestran valores mas bajos de bioacumulacion y bastante
similares entre si. En este sentido, en la literatura existen investigaciones con
observaciones semejantes a las obtenidas en este trabajo; es decir, compuestos con
bajos log P que se bioacumulan en altas cantidades (por ejemplo, atenolol e
hidroclorotiazida en Gambusia affinis) [169]. Por lo tanto, es probable que otros
mecanismos, tales como las interacciones de unién al receptor o diferencias en las tasas
de biotransformacién, podrian estar involucradas en la acumulacién de drogas

farmacéuticas polares en organismos acuaticos [170].
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Tabla 24. Concentraciones de ARVs absorbidos por los renacuajos en el ensayo de toxicidad
aguda.

Concentracion 3TC aaT AZT NVP
nominal en
agua Conc. @ BCF® Conc. @ BCFP Conc.2 BCF¢ Conc.2 BCFP
(Mg mL-")
Control NDe¢ NDe NDe NDe¢
0.5 NDe 0.32 (8) 0.11 (2)d 0.3 (2)¢
1.0 0.21 (1) 0.7 (3) 0.17 (6) 1.5(1)
0.16(4 0.5(2 0.18(5 1.2(3
2.0 0.25 (4) @ 0.8 (1) @ 0.33(3) ®) 2.7 (5) ®)
4.0 0.62 (7) 1.4 (3) 0.7 (2) 4.6 (9)

a Conc: Concentracién expresada en ug g-'

Todos los valores estan expresados como el promedio de las réplicas correspondientes.

La desviacién estandar experimental se muestra en la dltima cifra significativa entre paréntesis.
b BCF: Factor de bioconcentraciéon (mL g-')

¢ ND: No detectable

d Detectable pero no cuantificable

Adicionalmente, se calcularon los BCF a partir de la Ec. 15 descrita en la seccion 3.1.
Los resultados de BCF obtenidos para todos los ARVs (Tabla 24) fueron bajos. Estos
valores bajos podrian considerarse usualmente como “ausencia de bioacumulacién
potencial para una sustancia determinada” de acuerdo a la legislacion Europea de
Registro, Evaluacion y Autorizacion de Quimicos (REACH: Registration, Evaluation, and
Authorization of Chemicals) teniendo en cuenta que un quimico es considerado
bioacumulativo si el BCF es mayor a 2000 mL g~' [145]. Sin embargo , el BCF no debe ser
usado Unicamente como un predictor de bioacumulacién potencial, sino mas bien para
estimar las tasas de biotransformacién metabdlica [144]. En este sentido, algunos autores
han detectado la presencia de ARVs en organismos acuaticos. Rimayi y col. [24]
informaron valores de 0.15 ng g~' de 3TC en musculo de Cyprinus carpio. De manera
similar Swaneopel y col. [36] encontraron d4T en concentraciones de 95-110 ng L' en
plasma sanguineo de Clarias gariepinus. Por otro lado, Ngumba y col. [23] calcularon el
coeficiente de riesgo (RQ: Risk Quotient) en organismos modelos a partir de la relacion
entre la concentracion ambiental medida (MEC: Measured Environmental Concentration) y
la concentracion predicha que no produce efecto (PNEC: Predicted No Effect
Concentration), y obtuvieron un alto riesgo ambiental (RQ>1) para NVP y AZT en alga,
dafnidos y peces.

En este contexto, es particularmente relevante el hecho de que las algas presenten
altos coeficientes de riesgo ambiental asociados a estos ARVs, debido a que las larvas de

anfibios no solo estarian potencialmente influenciadas por la presencia directa de ARV en
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aguas superficiales, sino que también son herbivoras y, por consiguiente, se alimentan de
algas [171]. De esta manera, se refuerzan las preocupaciones sobre el efecto de
bioacumulacién de los compuestos emergentes [172].

Todos estos hallazgos corroboran, por lo tanto, nuestros resultados con respecto a la
habilidad de bioacumulacién de estas drogas en renacuajos y especies simpatricas,

incluso en las bajas concentraciones ambientales observadas en aguas superficiales.

3.4.1.4. Analisis de biomarcadores de toxicidad

Las drogas farmacéuticas en el ambiente pueden ocasionar efectos adversos en
organismos non-target, similares a los que provocan en humanos [38]. En este sentido, la
toxicidad distintiva de la terapia de ARVs en humanos es la toxicidad mitocondrial, la que
puede manifestarse como neuropatia periférica, miopatia, lipoatrofia y/o un tipo de
esteatosis hepatica con acidosis lactica en NRTIs [173] o toxicidad hepatica en NNRTIs
[13]. Por lo tanto, con el objetivo de evaluar los efectos toxicolégicos en los renacuajos, se
midieron dos biomarcadores enzimaticos involucrados en la toxicidad celular, tales como
AChE y GST. La actividad AChE en los renacuajos Rhinella arenarum mostré similitud
entre los organismos controles y aquellos con los diferentes tratamientos de 3TC, d4T,
AZT y NVP, lo que podria sugerir que la exposicion a ARVs no afecta la transmision de la
sefnal neuronal, al menos en las condiciones estudiadas (Fig. 28 A).

Por el contrario, la Fig. 28 B exhibe la respuesta de la enzima GST para cada analito a
los distintos niveles de concentracién. Como puede apreciarse, la exposicion a 3TC
produce una modificacion significativa en la actividad de GST, pero unicamente al mayor
nivel de concentracién evaluado (4.0 ug mL™"). Por otro lado, d4T y AZT mostraron
incrementos significativos de la actividad de esta enzima para los tres ultimos
tratamientos. Para finalizar, la exposicion a NVP causdé aumentos significativos de la
actividad de GST en los cuatro tratamientos con respecto a la actividad de esta enzima en

los organismos controles.
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Figura 28. Actividad de AChE (A) y GST (B) en renacuajos expuestos a 3TC, d4T, AZT y NVP. Los
graficos de caja indican la mediana, el primer (25%) y tercer cuartil (75%) (bordes de la caja), y el
rango de valores (bigotes). Los asteriscos indican las diferencias significativas entre los
tratamientos (p <0.05, Dunn post-hoc test)

Posteriormente, se calculd el porcentaje de induccion de la actividad de GST causada
por estas drogas ARVs en comparacion con la actividad basal de GST en renacuajos,
obteniéndose valores de 77% para 3TC, 39-56% para d4T, 57-105% para AZT y 57-102%
para NVP. Por lo tanto, en base a estos resultados, es posible confirmar la toxicidad

provocada por estas drogas.
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En la literatura existen numerosos estudios que plantean la activacién de enzimas
antioxidantes en organismos acuaticos, como parte de un sistema de defensa
antioxidante contra los contaminantes [174,175], a ftravés de mecanismos de
detoxificacién.

El proceso de detoxificacién de los xenobidticos involucra una primera reacciéon de
transformacién de sustancias enddégenas y exdgenas, que tiene como objetivo disminuir la
toxicidad del compuesto, y donde las principales enzimas involucradas en esta Fase | de
detoxificacién son los miembros de la familia de la enzima citocromo P450.

Posteriormente, ocurre la Fase Il de detoxificacion, que involucra una reacciéon de
conjugacion con la molécula GST, con el objetivo de incrementar la solubilidad del
xenobidtico y sus metabolitos. Para finalizar este proceso de detoxificacion, generalmente
ocurre la excrecidon del compuesto conjugado hacia el exterior de la célula, donde
participan diferentes proteinas transportadoras dependientes de ATP (ATP-binding
casette transporters), las cuales pertenecen a una de las més grandes super familias de
proteinas [176,177].

En este sentido, la enzima GST es uno de los biomarcadores mas comunmente
usados para evaluar dafo por potencial estrés oxidativo. Esta enzima antioxidante esté
condicionada por la actividad transcripcional de los genes GST, cuya expresién puede
estar estimulada o inhibida dependiendo de varios factores, tales como estructura quimica
del xenobidtico, concentracién y tiempo de exposicion [176]. Estos cambios en la actividad
de GST revelan dafno oxidativo y constituyen respuestas y mecanismos a través de los
cuales los organismos se protegen contra la toxicidad de contaminantes a partir de
procesos de biotransformacion [174]. En el contexto del presente estudio, la toxicidad
producida por estos ARVs se vio reflejada a partir de las variaciones en las actividades de
GST, involucrada estrechamente a mecanismos de detoxificacion.

Es importante remarcar que los organismos son capaces de incrementar la produccion
de especies reactivas de oxigeno (ROS: Reactive Oxygen Species) a partir de
incrementos en la regulacion de la defensa antioxidante [178]. Los aumentos de la
actividad de GST en renacuajos R. arenarum puede estar relacionada con la fase Il de
detoxificaciébn y su papel antioxidante en la reduccion de un amplio rango de
hidroperéxidos organicos a partir del glutation [179]. En este estudio, los ARVs produjeron
un desequilibrio bioquimico entre la generacion de ROS y los sistemas antioxidantes [179]
para las concentraciones estudiadas (0.5-4.0 yg L™"). Por lo tanto, se demostré que los
ARVs provocan induccién de estrés oxidativo inducido a partir de ROS [180].
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3.4.1.5. Correlacion entre bioacumulacion y variables bioquimicas

La concentracién de ARVs y la evidencia de bioacumulacién en renacuajos podrian
explicar las respuestas bioquimicas que ocurren en los biomarcadores enzimaticos. En
este sentido, se evalud la correlacion entre las variables: concentracion nominal de
exposicién a los ARVs, concentracién absorbida por los renacuajos después de
exposicion a los ARVs y actividades enzimdticas de ambos biomarcadores a traves de la
correlacion de Spearman. La actividad de la AChE no se encontré correlacionada (p>0.05)
con el nivel de exposicién a ninguno de los ARV evaluados, ni con la concentracién de
ARV absorbido, lo cual es de esperar, segun lo observado en resultados previos.

Para el caso de la actividad de la GST, se observé una correlaciéon positiva y
significativa entre todas las variables (rs= 0.504 a 0.652; p<0.05) (Tabla 25). Por lo tanto,
estos resultados sugieren que la exposicion de renacuajos a ARVs causa su
bioacumulacién. Al mismo tiempo, esta bioacumulacién activa indicadores del sistema
antioxidante y la consecuente induccion de enzimas GST. Esta induccion desempefia un
papel decisivo en la linea de defensa antioxidante debido a que promueve procesos como
eliminacion de radicales libres, reduccién de peroxidos y detoxificacion de compuestos
electrofilicos [174], previniendo, por lo tanto, una mayor bioacumulacion de xenobibticos

en los organismos acuaticos.

Tabla 25. Correlacion de Spearman entre la actividad de la GST con respecto a la bioacumulacion
y la concentracion nominal de exposicion en renacuajos.

Analitos Actividad de enzima GST (nmol min-' mg~' de proteina)
Concentracion de exposicion (ug mL-") Bioacumulacion (ug g-1)
rs? Valor de p® rs? Valor de p®
3TC 0.622 0.001 0.652 < 0.001
ad4T 0.538 0.004 0.504 0.009
AZT 0.618 0.000 0.598 0.001
NVP 0.594 0.001 0.613 0.001

a rs: Coeficiente de correlacion de Spearman.
b Nivel estadistico de significancia para a=0.05

A manera de resumen y comparando con los estudios informados sobre
contaminantes emergentes en anfibios, es importante considerar que, a pesar de la gran
aparicion de productos farmacéuticos de preocupacion emergente en los sistemas
acuaticos, se han realizado muy pocos estudios sobre las respuestas de las larvas de
anfibios a estos productos quimicos [181]. Por ejemplo, Veldhoen y col. [182] estudiaron

la exposicion de los renacuajos Lithobates catesbeianus al ibuprofeno en concentraciones
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que varian de 1.5 a 15 ug L=' y descubrieron que este farmaco potencia la transcripcion
de ARN, de los receptores de hormona tiroidea por induccién de tri-iodotironina (T3).

Ademas, Foster y col [183] mostraron que el antidepresivo farmacéutico fluoxetina
causa trastornos en el desarrollo de los renacuajos. Asimismo, Peltzer y col [184]
observaron, recientemente, disminucién en el desarrollo, crecimiento, ritmo y funcién
cardiaca, como respuestas del sistema antioxidante en Trachycephalus venulosus y
Physalaemus albonotatus. después de la exposicion a diclofenaco. Ademas, se ha
evidenciado variacion de las actividades de la enzima B-esterasa en Rhinella arenarum
luego de la exposicion de corta duracion a dos antibidticos (ciprofloxacina y enrofloxacina)
provocando muerte ecoldgica [185] . Este ultimo concepto ha llamado la atencion entre la
conservacién de los herpetozoos porque muchos anfibios expuestos a contaminantes
emergentes modifican o suprimen una o mas funciones ecoldgicas como el forrajeo o la
reproduccion [186]. En consecuencia, estos efectos no solo producen mortalidades
puntuales sino también la extincion regional de los anfibios. Por lo tanto, asumiendo que
los ARV podrian estar presentes en un escenario real, los renacuajos podrian tener
graves consecuencias para la supervivencia si se altera el desarrollo, el metabolismo y el
comportamiento de forrajeo y la natacidén. Por esta razdn, es de suma importancia integrar
puntos finales biol6gicos en los ensayos toxicolégicos estandares, principalmente
considerando que no hay datos disponibles sobre el monitoreo regular de ARV en rios,
lagunas y pantanos, luego de su liberacion como efluentes, y sus efectos sobre
organismos acuaticos.

Finalmente, es importante mencionar que todos los estudios realizados hasta el
momento en compuestos emergentes, incluidos los productos farmacéuticos (diclofenaco,
ibuprofeno, naproxeno, acetaminofeno, progesterona, ranitidina y testosterona),
antibiéticos (amoxicilina), productos agricolas y pesticidas (atrazina, fipronil, glifosato),
narcéticos y drogas ilegales (cocaina, benzoilecgonina), derivados de la industria
alimentaria (bisfenol A y cafeina) y productos para el cuidado personal (triclosan, champd,
etc.), mostraron efectos nocivos en los organismos acuaticos, e incluso el impacto en
agua potable para los humanos. Por lo tanto, la determinacion y caracterizacion del riesgo
ecotoxicologico en especies vulnerables como los anfibios constituye un tema prioritario

en estudios ambientales.
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3.4.2. Ensayo de toxicidad agudo (96 h) a concentraciones de
exposicion ambientales

3.4.2.1. Consideraciones generales

Es importante sefalar que este estudio de toxicidad, a diferencia del anterior, se realizd a
concentraciones de exposicién ambientalmente relevantes, con el objetivo de evaluar la
posible bioacumulacion de ABC y EFV. En este sentido, debido a las bajas
concentraciones de exposicion estudiadas se hizo necesaria la aplicacion de una
metodologia con un elevado grado de sensibilidad como lo es UHPLC-MS/MS, asi como
la aplicacién de metodologias de disefio experimental para aumentar aiin mas los niveles
de sensibilidad requeridos. Otra consideracion importante en este estudio es que no se
evaluaron biomarcadores enzimaticos debido a que los niveles de exposicién eran muy
bajos y, teniendo en cuenta los resultados anteriores, era muy poco probable que las
concentraciones de enzimas en los renacuajos expuestos fuesen significativamente

diferentes a los controles, debido a las bajas concentraciones de ARVs absorbidas.

3.4.2.2. Optimizacion del diserio experimental

En una primera instancia, se realiz6 un disefio factorial fraccional con el objetivo de
identificar los factores influyentes en la respuesta evaluada; en este caso, el area bajo la
curva de cada uno de los analitos. El disefio consistié en 16 experimentos
correspondientes a la combinacion de 6 factores (voltaje del capilar, voltaje del extractor,
temperatura de la fuente, temperatura de desolvatacién, caudal de desolvatacién y caudal
del cono), los que constituyen parametros fundamentales durante el proceso de ionizacion
de las moléculas y, por consiguiente, en los niveles de sensibilidad detectados.

Los efectos de los factores estudiados se analizaron utilizando el diagrama de Pareto,
resultando significativos los factores voltaje del capilar, temperatura de la fuente y
temperatura de desolvatacion para ambos analitos. A partir del grafico de interacciones se
determinaron las mejores condiciones para los restantes factores, que se establecieron en
niveles fijos adecuados.

A continuacién, se evalué un disefio central compuesto fraccionado empleando los
rangos descritos en la Tabla 20 y empleando como factores fijos el caudal de
desolvatacion (1000 L h™"), caudal del cono (5L h™') y voltaje del extractor en 2 V,
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utilizando como respuesta el area bajo la curva de los iones fragmentos de mayor
sensibilidad de ABC y EFV (191.2 m/zy 69.0 m/z, respectivamente)

Los datos experimentales obtenidos se ajustaron empleando un modelo cuadratico
usando regresion multiple backward y se validaron a partir de un ANOVA que mostrd que
el modelo era significativo para ABC y EFV (p = 0.0181 y p =0.0191, respectivamente) y
que la falta de ajuste no era significativa (p = 0.9724 y p = 0.8381, respectivamente), para
un nivel de significacion de a=0.05.

Posteriormente, se optimiz6 la respuesta usando la funcién deseabilidad de Derringer,
como se define en la Ec. 9. El criterio que se siguié para la optimizacidén de la respuesta
fue su maximizacién, obteniéndose valores de deseabilidad para ABC de 0.911 (Fig. 29).
y para EFV de 0.853 (Fig. 30). Las condiciones experimentales de optimizacion obtenidas
en cada caso fueron: voltaje del capilar (3.00 kV), temperatura de desolvatacién (400 °C)
y temperatura de la fuente (110 °C) para ABC, mientras que para EFV el voltaje del

capilar fue de 3.66 kV, la temperatura de desolvatacién de 340°C y la temperatura de la
fuente de 120°C.
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Figura 29. Superficie de respuesta del disefio central compuesto realizado para la optimizacion del
método de UHPLC-MS/MS para ABC.
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Figura 30. Superficie de respuesta del disefio central compuesto realizado para la optimizacién del
método de UHPLC-MS/MS para EFV.

Una vez seleccionadas las condiciones 6ptimas, se emplearon durante todo el
procedimiento experimental para la determinacion de las concentraciones absorbidas de

ARVs en los renacuajos.

3.4.2.3. Evaluacion del método de extraccion y efecto matriz

Primeramente, tal como se realiz6 en el estudio anterior de toxicidad, se evalué el
procedimiento de extraccion de los ARVs a partir de la matriz de los renacuajos,
obteniéndose valores de recuperacion entre el 90 + 2% para ABC y 95 + 3% para EFV, en
los niveles evaluados, y coeficientes de variacion entre las muestras evaluadas de 5.9 y
7.4 %, respectivamente.

Por otro lado, teniendo en cuenta que la metodologia de UHPLC-MS/MS puede
provocar supresion o intensificacion de la sefal debido al efecto matriz, se comprobd si
existian 0 no variaciones en la respuesta asociadas a estos fenémenos. Por lo tanto, se
realizé un analisis de las pendientes obtenidas del analisis de las matrices de renacuajos
fortificadas con los analitos y los analitos disueltos en ACN: &cido férmico (99:1%)
mediante una prueba t de Student asumiendo una prueba de hipétesis: Ho: pendiente =1y
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Hi: pendiente # 1. Los valores de fex Se calcularon a partir de la Ec. 13. Los resultados
obtenidos mostraron que no existe efecto matriz, ya que el valor de fep fue menor en
ambos casos (0.68 para ABC y 0.01 para EFV) que el valor tiesrico (0.025,8) = 2.31.

Por consiguiente, en base a los resultados anteriores, durante todo el estudio se
emple6 esta metodologia de extraccion simple para el procesamiento de las muestras de

renacuajos.

3.4.2.4. Determinacion de EFV y ABC en renacuajos

Es importante destacar que, con el objetivo de evaluar el desempefio de la
metodologia de cuantificacion por UHPLC-MS/MS, se evalud la linealidad del método
analitico para ambos analitos a partir de una prueba F, obteniéndose valores de p>0.05
(0.328 y 0.298 para ABC y EFV, respectivamente), lo que asegura la linealidad de la curva
de calibracion en todo el rango evaluado. Ademas, se estimaron las cifras de m<ns1:XMLFault xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat"><ns1:faultstring xmlns:ns1="http://cxf.apache.org/bindings/xformat">java.lang.OutOfMemoryError: Java heap space</ns1:faultstring></ns1:XMLFault>