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Resumen

La ricina es una fitotoxina que se encuentra en las semillas de ricino (Ricinus
communis L). Esta toxina tiene un alto potencial como arma bioterrorista debido a su
alta toxicidad y su fécil acceso y abundancia en la naturaleza y en el sector industrial,
donde se utiliza con multiples fines. La deteccion temprana de la ricina es crucial para la
aplicacion de las medidas adecuadas para contrarrestar las posibles situaciones de
emergencia por intoxicacion o por contaminacion de aguas o alimentos de consumo
humano. En el presente Trabajo de Fin de Master, se presenta una revision bibliogréfica
exhaustiva de los métodos de deteccion y cuantificacion de ricina disponibles
actualmente, desde las técnicas convencionales hasta los ultimos avances, analizando y
comparando las ventajas y limitaciones de cada uno. Para ello, se han recopilado y
revisado una serie de estudios y publicaciones cientificas para comprender el estado
actual de las técnicas de deteccién y cuantificacion de ricina disponibles y sus
perspectivas de futuro. A traves de esta revision bibliografica, se ha llegado a la
conclusion de que, aunque los métodos de deteccion de ricina actuales han demostrado
ser efectivos, existen limitaciones y aspectos a mejorar para una deteccion mas rapida,
sensible, especifica y aplicable a todo tipo de muestras y situaciones, con lo que la
investigacion continua y el desarrollo de nuevos enfoques y metodologias es crucial

para afrontar los desafios y limitaciones de los métodos actuales.

Palabras clave: Ricina, fitotoxina, métodos de deteccion y cuantificacion,

bioterrorismo.

Abstract

Ricin is a phytotoxin found in castor beans (Ricinus communis L). This toxin
has a high potential as a bioterrorist weapon due to its high toxicity and its easy
accessibility and abundance in nature and in the industrial sector, where it is used for
multiple purposes. Early detection of ricin is crucial for the implementation of
appropriate measures to counteract possible emergency situations due to poisoning or
contamination of water or food for human consumption. In this Master's Thesis, a
comprehensive literature review of the ricin detection and quantification methods

currently available is presented, from conventional techniques to the latest advances,
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analyzing and comparing the advantages and limitations of each one. To this end,
several studies and scientific publications have been compiled and reviewed to
understand the current status of available ricin detection and quantification techniques
and their future prospects. Through this literature review, it has been concluded that,
although current ricin detection and quantification methods have proven to be effective,
there are limitations and areas for improvement for a more rapid, sensitive, specific and
applicable to all types of samples and situations, so that continued research and
development of new approaches and methodologies is crucial to address the challenges

and limitations of current methods.

Key words: Ricin, phytotoxin, detection and quantification methods,

bioterrorism.
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1. Introduccién

1.1. El ricino

La ricina es una fitotoxina natural que proviene de las semillas de ricino (Ricinus
communis L), una planta oleaginosa no comestible dicotiledonea angiosperma de la
familia Euphorbiaceae. Las fitotoxinas son sustancias con propiedades toxicas
producidas por las plantas, que les sirven como defensa contra los depredadores.
Muchas veces, estas fitotoxinas también resultan tdxicas para los seres humanos, como

es el caso de la ricinal.

El ricino, por su parte, es una gran fuente de aceite vegetal utilizado desde la
Antigliedad con fines medicinales. Este aceite también es muy utilizado en la industria
en su forma deshidratada para la produccion de pinturas y barnices y otros productos
como fibras, lubricantes, plasticos y vidrio antibalas, entre otros, ademas de en la
industria cosmética para una gran variedad de productos de belleza y de cuidado del
cabello®. Esta planta también es conocida por otros nombres como castor, higuereta,
higuera infernal, mosquitera, palma Christi o, en inglés, castor bean, entre otros. Esta
planta es originaria de Etiopia e India y, actualmente, es muy comdn en zonas templadas
tropicales y subtropicales, creciendo como planta invasora, debido a su gran capacidad
para invadir territorios, como planta ornamental en jardines o cultivada con fines
medicinales o industriales. Ademas, existen diferentes variedades de ricino, que van

desde plantas herbéceas hasta arbustos®=.

El ricino es una planta oleaginosa, las cuales se caracterizan por la posibilidad de
extraer una gran cantidad de aceite de sus semillas o frutos. ElI 90% del aceite de ricino
estd compuesto por acido ricinoleico, un acido graso hidroxilado constituido por una
cadena alifatica de 18 carbonos, un grupo carboxilo, un grupo hidroxilo y un doble
enlace, una estructura que permite una gran variedad de reacciones quimicas para la

produccidn industrial de numerosos productos oleoquimicos 2=,

Las flores del ricino se distribuyen por la planta segun su sexo, de forma que las
flores de la parte superior son femeninas y producen los frutos, mientras que las de la

parte inferior son masculinas y producen el polen (Figura 1a) 3.

Las semillas de ricino (Figura 1b) presentan una forma ovalada y tienen un

tamafo medio de entre 8 y 20 mm de largo y entre 4 y 12 mm de ancho, dependiendo de
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la variedad de ricino. Tienen un color marron claro brillante, moteado con manchas de
un marrén mas oscuro, con un apéndice rugoso llamado caruncula. Estas semillas tienen
un contenido de entre un 46 y un 53% de aceite, compuesto por glicéridos de diferentes
acidos, como el anteriormente mencionado &cido ricinoleico y el isoricinoleico, los
cuales, producidos por hidrolisis de los glicéridos, son los responsables del efecto
laxante del aceite de ricino. Este aceite se obtiene mediante el prensado de las semillas,
esta libre de la toxina ricina y se utiliza con diferentes fines tanto en la industria como
en la medicina y la cosmética. Por otra parte, los residuos no oleicos del prensado de las
semillas sirven como fuente de proteinas para fertilizar cultivos o para alimentar al

ganado, previa eliminacion de la ricina mediante tratamiento térmico 22,

Figura 1 Imagenes de las flores del ricino (a) y las semillas de la planta (b). En la imagen a, las flores de color rojo de
la parte superior corresponden a la parte femenina de la planta y las flores amarillas de la parte inferior son
masculinas. Fuente: Franke, H., Scholl, R. & Aigner, A. Ricin and Ricinus communis in pharmacology and toxicology-
from ancient use and “Papyrus Ebers” to modern perspectives and “poisonous plant of the year 2018”. Naunyn-

Schmiedeberg’s Archives of Pharmacology vol. 392 1181-1208.

1.2. Historia de la ricina: Usos médicos de la planta de ricino en la Antigliedad

y usos industriales

La toxina ricina (también conocida como RCAIl o RCAgo) fue descrita por
primera vez por Peter Hermann Stillmark en 1888% quien identifico esta molécula

activa aislada de las semillas de ricino como una proteina capaz de unirse a
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carbohidratos, siendo la primera persona en describir una proteina especifica con esta
capacidad. En su estudio, Stillmark también describio la capacidad hemoaglutinante, es

decir, de aglutinar eritrocitos de sangre animal del extracto de las semillas de ricino*°.

A raiz de este hallazgo, las moléculas provenientes de los extractos de distintas
semillas capaces de producir la aglutinacién de la sangre empezaron a llamarse
hemoaglutininas o fitohemoaglutininas, hasta que, en el afio 1954, Boyd y Shapleigh®
introdujeron el término lectina para referirse a estas moléculas de origen vegetal con
capacidad hemoaglutinante. Mas adelante, en 1952, Watkins y Morgan’ demostraron
que la capacidad aglutinante de estas moléculas se debia a su interaccion con los
carbohidratos presentes en la membrana de los eritrocitos.

Maés adelante, se descubrié que la responsable del efecto hemoaglutinante del
extracto de semilla de ricino es la aglutinina, también Ilamada RCA, RCA | 0 RCA120),
que junto con la ricina, conforma el 5% del peso de la semilla de esta planta. Tanto la
ricina como la aglutinina pertenecen al grupo de las lectinas, pero, mientras que la
primera es una potente citotoxina pero no una gran hemoalgutinina, la segunda tiene un

potencial citotdxico bajo pero una gran capacidad de hemoaglutinacion.

El ricino es un arbusto conocido y usado desde la prehistoria, como atestiguan
diversos hallazgos arqueoldgicos como los de la cueva Border Cave (cueva Fronteriza o
de la Frontera) de Sudafrica, un importante emplazamiento arqueoldgico ubicado en las
montafias occidentales de Lebombo, en Kwazulu-Natal, donde se han encontrado
huesos, herramientas y materia vegetal bien conservada que abarcan desde la Edad de
Piedra Media hasta la Edad de Hierro, ofreciendo una gran cantidad de informacion
sobre la vida de los seres humanos durante més de 200.000 afios. En esta cueva se
encontraron rastros de cera que contenian acido ricinoleico y &cido ricinelaidico en un
utensilio de madera datado hace unos 24.000 afios cuyo uso se cree que era la aplicacion

de veneno®,

En el antiguo Egipto, se utilizaban ampliamente las semillas de ricino y otras
partes de la planta con fines medicinales, como se explica en el Papiro Ebers, un tratado
médico egipcio datado de antes del 1500 a.C en el que se incluye un capitulo dedicado
enteramente al ricino, atribuyéndole usos farmacologicos como abortivo, laxante y
remedio contra los abscesos y la calvicie, entre otros efectos beneficiosos para el

organismo®.
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Otro papiro en el que se mencionan los usos medicinales de la planta de ricino es
el Papiro Hearst, coetaneo del Papiro Ebers. En él, se describe el uso de distintas partes
de la planta tanto para aliviar dolencias internas, como el exceso de acumulacion de

liquidos, como externas a nivel cutaneo®.

Por otra parte, las semillas de ricino se utilizaban en Egipto como medio de
pago, y en el cuarto milenio antes de Cristo, se incluian en los enterramientos como

bienes funerarios para su uso por parte del difunto en la vida después de la muerte®.

No obstante, en la cultura egipcia antigua se conocia la toxicidad del ricino vy,
por este motivo, el uso de sus semillas se limitaba a pequefias cantidades®.

Mas adelante, en el siglo quinto antes de cristo, Hipocrates, considerado el padre
de la medicina occidental, recomendaba el uso del aceite de ricino como laxante y
purgante o desintoxicante®. Otro ejemplo del uso del ricino en la medicina antigua lo
encontramos en la obra del médico, farmacologo y botanico Pedanius Dioscorides,
titulada De Materia Medica, donde se atribuyen a distintas partes del ricino capacidades
expectorantes, diuréticas, laxantes, antinflamatorias y para el tratamiento de la infeccion
bacteriana erisipela, entre otras, como se puede leer en el siguiente fragmento extraido

de la obra de Dioscorides?:

“[...] Mondados, majados y bebidos como unos 30 granos en nimero, purgan vientre
abajo flema, bilis y agua; provocan también el vémito, aunque la purgacién es muy desagradable
y molesta, porque revuelve fuertemente el estbmago. Majados y aplicados en forma de emplasto,
extirpan el acné y las efélides. Las hojas, majadas y mezcladas con flor de harina, hacen cesar las
hinchazones e inflamaciones de los ojos, asi como las mamas hinchadas; aplicadas en forma de

emplasto, solas o mezcladas con vinagre, extinguen las erisipelas [...]"*°

Por otra parte, las hojas, las raices, las semillas y la corteza de ricino también
han sido utilizados desde la Antigiiedad con fines medicinales en las culturas asiaticas,
como es el caso de la medicina China tradicional, donde las semillas de ricino se
utilizaban como vermifugo para expulsar los gusanos intestinales o como tratamiento
para las Ulceras, entre otros usos®, mientras que en el Ayurveda, el sistema médico
tradicional indio, se considera que el ricino tiene efectos beneficiosos en el tratamiento

de enfermedades reumaticas, dermatologicas y del sistema digestivo, inflamacion,

®Fragmento extraido de la traduccién de Antonio Lépez Eire y Francisco Cortés Gabaudan de la
obra original de Dioscoérides De Materia Medica.
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fiebre, bronquitis, colicos y ascitis®!. En otros paises orientales, como Iran y Pakistan,
se han utilizado las hojas y las semillas de ricino para el tratamiento de afecciones
cutdneas como forunculos, llagas y heridas, asi como para la artrosis, gota y

enfermedades hepaticas®!213,

Ademas, las culturas antiguas europeas también utilizaban la planta de ricino
como remedio para distintas afecciones. Por ejemplo, en los paises mediterraneos se
utilizaban las hojas y las semillas de ricino como desintoxicante, laxante, vomitivo y

estimulante de la produccion de leche®!t,

Actualmente, la planta de ricino tiene una gran variedad de usos a nivel
industrial. Por ejemplo, el aceite se utiliza en la fabricacién de pinturas, jabones,
barnices, productos de cosmética y lubricantes, entre otros. El prensado de la obtencion
del aceite tiene un alto contenido proteico y de ahi que se utilice como fertilizante
orgénico y la produccion de pienso animal, aunque para ser apto para la alimentacién
del ganado debe ser sometido a tratamiento térmico para la inactivacion de la ricina. De
hecho, se han dado casos de intoxicacidn en animales por una inactivacion ineficaz de la

ricina del prensado?.

1.3. Estructura quimica de la ricina

La estructura terciaria de la ricina fue descrita por primera vez por Sjur Olsnes y
Alexander Pihl en 1968, Se vio que la ricina es una proteina globular heterodimérica

glicosilada con un enlace disulfuro que une las dos cadenas.

La ricina es una molécula perteneciente al grupo de proteinas inactivadoras de
ribosomas (RIPs) de tipo 2. Las RIPs son proteinas mayoritariamente de origen vegetal,
aunque también estan presentes en algunas bacterias y hongos, con actividad enzimatica
hidrolitica que actia sobre los ribosomas inhibiendo la sintesis proteica de forma
irreversible. Estas proteinas se clasifican en dos tipos segin su numero de cadenas
polipeptidicas. La composicion de la ricina, al igual que todas las del grupo RIP2 se
caracteriza por tener dos tipos de cadenas polipeptidicas con funciones distintas: una
cadena A (RTA) que tiene la capacidad de inhibir la sintesis de proteinas al presentar
actividad N-glicosidasa y una cadena B (RTB), que tiene capacidades de lectina, lo que

permite a la ricina unirse a las moléculas glucidicas de la superficie celular. Por lo tanto,
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la ricina esta4 formada por una subunidad enzimatica (RTA) y una de unién (RTB). La
RTA esta compuesta por 267 aminoacidos y tiene un peso de aproximadamente 32 kDa,
mientras que la RTB consta de 262 amino&cidos y pesa unos 34 kDa. Ambas cadenas se
unen mediante un puente disulfuro entre los residuos de cisteina de la posicion 259 de la
RTAY la 4 de laRTBY21,

La RTA se divide en tres dominios estructurales, con aproximadamente un 50%
de hélices a y un 50% de laminas  en cada uno (Figura 2), y presenta actividad
enzimética N-glicosidasa, gracias a la cual inhibe la sintesis de proteinas mediante la
hidrolisis del enlace N-glicosidico entre una adenina y una ribosa de un tetrabucle
altamente conservado de secuencia GAGA del acido ribonucleico ribosomico (ARNTF)
28S de las celulas eucariotas, liberando una adenina, lo que resulta en la pérdida del
lugar de unidon del factor de elongacion necesario para la sintesis proteica®. Por otra
parte, la RTB es una lectina que se une preferentemente a las moléculas de galactosa
terminales, permitiendo a la ricina unirse a las glicoproteinas y glicolipidos de la
superficie de las células eucariotas, y esta compuesta por cuatro puentes disulfuro y dos
dominios, sin ninguna hélice o ni ldmina P (Figura 2) divididos en cuatro subdominios
cada uno (A, a, By y), siendo los subdominios 1a y 2y los responsables de la union a la

galactosa®®®.

En conjunto, la ricina es una glicoproteina con dos zonas de glicosilacion en la
RTB (Asn95 y Asn135) y una o dos, dependiendo del tipo de ricina, en RTA (Asnl0y,

ocasionalmente, Asn236) 215,

10
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B CHAIN

Figura 2 Estructura de la proteina ricina en la que se muestra tanto la cadena A (sefialada como A CHAIN) y la B (B
CHAIN). Fuente: Janik, E., Ceremuga, M., Bijak, J. S. & Bijak, M. Biological toxins as the potential tools for
bioterrorism. Int J Mol Sci 20, (2019).

Existen dos isoformas diferentes de ricina, conocidas como ricina D y ricina E,
las cuales tienen punto isoeléctrico y citotoxicidad distintos, siendo mayor la toxicidad
de la ricina D. Esta diferencia de citotoxicidad se debe a que la ricina E posee una
histidina en la posicion 248 del subdominio 2y, mientras que la ricina D presenta una
tirosina en esa posicion. La tirosina es un aminoacido clave para la union a la galactosa,
por lo que la sustitucion por otro aminoacido en la ricina E hace que esta tenga menor
capacidad de union a la galactosa, cosa que implica una menor union a la superficie de

la membrana celular y de su internalizacion en la célula y consecuente citotoxicidad 217

Dependiendo de la variedad y el origen, las semillas de ricino pueden contener
una o las dos isoformas de la toxina, siendo la isoforma D la Unica presente en las
semillas de gran tamafio originarias de Tailandia, por ejemplo, mientras que en
variedades de menor tamafio procedentes de Japén podemos encontrar tanto ricina D

como E en una misma semilla 2?7,

1.4. Mecanismo de accién

El mecanismo de accion por el cual la ricina inhibe la sintesis de proteinas fue
descrito por primera vez en 1987 por Endo y Tsurugi'®, demostrando que la RTA

hidroliza un enlace glicosidico concreto del ARNr de la subunidad 60S de los ribosomas



i UNIVERSITAT Andlisis comparativo de métodos de deteccion y cuantificacion de la ricina:
" ROVIRA i VIRGILI Enfoques actuales y perspectivas de futuro
Laura Salmeron Pelado

eucariotas, inhibiendo la union de factores de elongacion claves para la sintesis de

proteinas.

A continuacion, se hara una breve descripcion el proceso de internalizacion celular

de la ricina y de su mecanismo de citotoxicidad.

1.4.1. Union a la superficie celular y endocitosis

La cadena B de la ricina reconoce carbohidratos de la superficie celular que
contienen en la posicion terminal una N-acetilgalactosamina o residuos de galactosa
unidos mediante enlace B-1,4. Dado que esta clase de receptores son abundantes en
muchos tipos diferentes de células, la mayoria de células eucariotas son sensibles a la
ricina y, por tanto, a su accion citotdxica. Por otra parte, la ricina también tiene la
capacidad de unirse a receptores de manosa gracias a su alto contenido en glicanos con
residuos de manosa, aunque estos receptores estan presentes en menos tipos celulares

que los glicanos con galactosas terminales %22,

Una vez unida a la superficie celular, la ricina es internalizada por endocitosis, la
cual puede seguir distintos mecanismos, representados en la figura nimero 3. La
internalizacion puede llevarse a cabo mediante un proceso dependiente o independiente
de clatrina. Aunque el mecanismo de endocitosis de la ricina mejor descrito y mas
estudiado es el dependiente de clatrina, estudios realizados en cultivos celulares
demuestran que aproximadamente la mitad de la internalizacion de esta toxina se
produce mediante mecanismos independientes de clatrina, entre los cuales encontramos
las caveolas, balsas lipidicas ricas en esfingolipidos y colesterol que forman pequefias
invaginaciones de la membrana plasmaética, y la macropinocitosis, proceso consistente
en la formacion de vesiculas relativamente grandes que envuelven e internalizan la

ricinal®2,

12
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Figura 3 Imagen representative de los distintos mecanismos de endocitosis mediante los cuales se internaliza la
ricina en las células. Fuente: Sandvig, K., Kavaliauskiene, S. & Skotland, T. The protein toxins ricin and shiga toxin as

tools to explore cellular mechanisms of internalization and intracellular transport. Toxins vol. 13.

1.4.2. Transporte al reticulo endoplasmatico y translocacion al citosol

Una vez dentro de la célula, la ricina es transportada mediante endosomas. La
mayor parte de la toxina internalizada puede transportarse de vuelta a la superficie
celular para su exocitosis o transferirse a lisosomas para su degradacion, y el resto llega
al aparato de Golgi??. Se ha visto que la eficacia del transporte de la ricina desde los
endosomas hasta los lisosomas para su degradacion depende del tipo de receptor
utilizado para su internalizacion, siendo més eficiente en los casos en que se internaliza
mediante unién a residuos de manosa respecto a la via iniciada por la union a residuos

de galactosa®.

En un estudio realizado en células BHK-21 con el objetivo de analizar la
proporcion de moléculas de ricina internalizadas que consiguen llegar al aparato de
Golgi, se estimd que solo el 5% de estas moléculas endocitadas llega a entrar finalmente

en este organulo?.

A continuacion, la ricina llega al reticulo endoplasmético (RE) mediante
transporte retrogrado desde el aparato de Golgi. Este transporte se lleva a cabo mediante
la interaccion de la RTB con la calreticulina, una proteina luminal del RE cuya funcion
es la de evitar la exportacion de proteinas mal plegadas desde el RE al aparato de Golgi.
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Esta calreticulina estd marcada con el péptido sefial KDEL, una secuencia de
aminoéacidos que, al ser reconocida por receptores especificos, provoca el transporte de
la proteina marcada desde el aparato de Golgi hasta el RE mediante vesiculas

recubiertas de proteina coatdmera | (COPI)?2.

No obstante, esta no es la Unica via de transporte disponible para llevar la ricina
del aparato de Golgi al RE, sino que se conoce la existencia de otras vias como la
translocacion mediada por vesiculas COPII, ya que se ha demostrado que la inhibicion
de esta via no proporciona a las células resistencia a la accion citotoxica de la ricina??2%-
27 Por lo tanto, parece ser que tanto los componentes de COPI como los de COPII
tienen un papel importante en el transporte de la ricina desde el aparato de Golgi hasta

el RE.

Una vez la ricina alcanza el RE, se produce la escisién del enlace disulfuro que
une las cadenas A y B mediante la accion reductasa de la proteina disulfuro isomerasa,
con lo que se libera la RTA, activando su actividad catalitica. A continuacion, se cree
que la RTA es desplegada en el lumen del RE y reconocida por las chaperonas como
una proteina mal plegada, lo que provoca su translocacion al citosol mediante un
proceso que involucra el complejo secretasa 61 (Sec6l), un complejo proteico
transmembrana del reticulo endoplasmatico que media la translocacion de polipéptidos

mal plegados entre el reticulo y el citosol para ser degradados por los proteasomas?>28,

No obstante, en el citosol, una parte de las moléculas de RTA puede evitar la
degradacion por parte de los proteasomas debido a su bajo contenido en residuos de
lisina (Gnicamente 2 residuos por molécula), que son los sitios de union de las cadenas
de poliubiquitina necesarias para el reconocimiento y degradacion en los proteasomas,
aungue gran parte de las moléculas de RTA que llegan al citosol no consiguen eludir

esta degradacion?>%,

1.4.3. Mecanismo de citotoxicidad

Ya en el citosol, la RTA debe volver a su forma activa plegada para recuperar su
actividad citotdxica. Esto se puede llevar a cabo mediante distintos mecanismos, como
la union a chaperonas citosélicas, el plegado mediado por ribosomas y la union a

factores ribosomales y proteasomales?®.
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Una vez recuperada su forma activa, la RTA se une a la porcién 28S de la
subunidad ribosomal 60S y se produce la depurinacion catalitica de la primera adenina
del bucle GAGA, que se encuentra a su vez dentro del bucle sarcina-ricina (SRL), una
secuencia altamente conservada en el ARN ribosémico 28S (Figura 4) que actua como
sitio de union a factores ribosomales de elongacion, inhibiendo asi la sintesis de
proteinas. Esto tiene como consecuencia distintos marcadores tipicos de la apoptosis
celular, es decir, la muerte de las células, como la condensacion de la cromatina, la
formacion de cuerpos apoptoticos, fragmentacion del ADN y deformacion de la
membrana celular. Los mecanismos de apoptosis inducida por ricina se basan en la
activacion de proteasas caspasas para iniciar la via extrinseca de la apoptosis, miembros
de la familia Bcl-2, para activar la via intrinseca, y vias de sefializacion de estrés celular,
asi como a causa de la accion directa o indirecta de la ricina sobre el ADN vy la
produccion de especies reactivas de oxigeno (ROS)?>2%3L, Ademas, se ha visto que la
interaccidn de la cadena B con glicoproteinas y glicolipidos de membrana puede activar

vias de sefializacion que llevan a la apoptosis celular®,
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Figura 4 Mecanismo de accion de la RTA sobre el bucle SRL del ARNr 28S, por el cual se produce la escisidon de una
adenina de esta secuencia. Fuente: Grela, P., Szajwaj, M., Horbowicz-Drozdzal, P. & Tchérzewski, M. How ricin

damages the ribosome. Toxins vol. 11.

Por otra parte, la depurinacion del ARNr 28S por accién de la RTA provoca la
activacion de la via conocida como respuesta al estrés ribotoxico, una via activada por
proteinas quinasas que desencadena multiples vias de transduccion de sefales
proinflamatorias mediante la activacion de diversas citoquinas y quimiocinas
proinflamatorias, como TNF-a y las interleucinas 1, 6 y 8, asi como de la via p38
MAPK, involucrada en la inflamacién, la apoptosis celular y la autofagia (proceso por
el cual las células descomponen proteinas y otras moléculas en su citoplasma para la

supervivencia a periodos de estrés o ayuno), entre otros procesos (Figura 5)223334,
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No obstante, la accion de la ricina no se limita Unicamente al ARNTr, sino que
también actla sobre el ADN nuclear, de forma independiente a la inhibicién de la
sintesis proteica y la apoptosis (Figura 5). Este dafio al ADN se debe a la accion
depurinadora de la RTA, mediante la cual se libera adenina de las cadenas de ADN, y a
la inhibicion de la reparacion del ADN por la depurinacion de la poli-ADP-ribosa
polimerasa, una enzima necesaria para la via de reparacion del ADN por escision de

bases dafiadas®?%®.

Por dltimo, respecto a las ROS, se ha demostrado que la ricina aumenta su
produccion mediante la reduccion de los niveles de glutation reducido, responsable de la
eliminacion de las ROS. Ademaés, las ROS son necesarias para la induccién de la

apoptosis mediada por ricina, ya que intervienen en la via apoptdtica de las caspasas®®.

En conclusion, la accion citotéxica de la ricina se debe a una combinacion de

mualtiples vias que tienen como consecuencia final la muerte celular.

16



UNIVERSITAT Andlisis comparativo de métodos de deteccion y cuantificacion de la ricina:
z ” ROVIRA i VIRGILI Enfoques actuales y perspectivas de futuro
Laura Salmeron Pelado

" '

RPTS
‘\

{é‘% 2

Degraded RTA
Active RTA 2 DNA damage

Ribotoxic stress

(RSR) 1

v

| rRNA depurination l

|

Inhibition

of protein synthesis
CYTOSOL

Figura 5 Representacion de la ruta seguida por la RTA una vez ha llegado al citosol y de las consecuencias para la

célula de su actividad citotdxica sobre los ribosomas. Fuente: Sowa-Rogozifiska, N., Sominka, H., Nowakowska-
Gotacka, J., Sandvig, K. & Stomi N Ska-Wojew O Dzka, M. Intracellular transport and cytotoxicity of the protein toxin

ricin. Toxins vol. 11.

1.5. Efectos sobre el organismo de la intoxicacion por ricina

Dado que las células endoteliales presentan una gran cantidad de receptores de
manosa en su superficie, son especialmente sensibles a la ricina y el dafio producido en
estas células es el responsable de la mayor parte de sintomas del envenenamiento por
ricina, debido al llamado sindrome de fuga capilar. Este sindrome consiste en la salida
del plasma sanguineo de los capilares hacia los tejidos circundantes debido al deterioro
de las células de las paredes vasculares, causando hipotension, hemoconcentracion e
hipoalbuminemia debido a la perdida de plasma, provocando dafios en mdsculos y

6rganos debido a la perfusion disfuncional de los tejidos y el dafio vascular®’,
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El higado y los rifiones resultan grave y rapidamente afectados por el
envenenamiento por ricina, ya que son los encargados de la eliminacién rapida de la
toxina de la circulacién sanguinea. En el higado, son especialmente sensibles a la ricina
las células de Kupffer (KCs) y las células endoteliales sinusoidales hepéticas (LSECs),
donde la tasa de internalizacion de moléculas de ricina y muerte celular es elevada. La
destruccion de las células Kupffer afecta a la capacidad del higado de eliminar las
toxinas presentes en el organismo empeorando ain mas el dafio producido por el

envenenamiento por ricina®’.

Las KCs, también conocidas como células de Browicz-Kupffer, son macréfagos
residentes del higado y sus funciones principales son la eliminacion de sustancias
extrafias al organismo y la regulacion de la respuesta inflamatoria. Estas células tienen
un papel vital en la respuesta del higado a las lesiones, respondiendo a la degradacion
celular con la liberaciéon de citoquinas proinflamatorias. El dafio en las KCs también
provoca un aumento del estrés oxidativo tanto en el higado como en los rifiones,
contribuyendo a la disfuncion de estos 6rganos®’®. Por otra parte, las LSECs son
células endoteliales altamente especializadas que constituyen una barrera permeable
entre las células sanguineas y los hepatocitos y las células estrelladas del higado. La
funcion principal de las LSECs es la de mantener una presion portal baja a pesar de los
cambios de flujo sanguineo hacia el higado derivados de la digestion de los alimentos
ingeridos. Ademas, mantienen la quiescencia de las células estrelladas para inhibir la

vasoconstriccion intrahepatica y el desarrollo de fibrosis®.

Tanto las KCs como las LSECs endocitan la ricina con una gran avidez*
mediante dos vias distintas de internalizacion, una mediada por residuos de galactosilo y
otra por receptores de manosa, siendo esta ultima la mas eficiente*®*!, haciendo que
estas células sean altamente sensibles a la toxicidad de la ricina, como se ha demostrado
ampliamente en numerosos estudios en los que se ha utilizado la ricina para deplecionar
especificamente y de forma eficaz las KCs y las LSECs para la purificacion de

hepatocitos extraidos de ratones y ratas*>4,

Se ha demostrado en modelos animales que la inflamacién y patologia hepaticas
derivadas de la intoxicacion por ricina se deben a respuestas de defensa del propio

organismo contra la toxina, como la afluencia de neutrofilos al higado, la expresion de
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quimiocinas, la deposicion de fibrina y la congestion de glébulos rojos en las células

parenquimales hepaticas®.

En un estudio publicado en 2019* se demostré que es posible inhibir la
apoptosis de las KCs y LSECs inducida por ricina con el uso de anticuerpos
monoclonales anti-ricina, reduciendo el dafio hepatico derivado de la apoptosis celular
por intoxicacion por ricina, siendo esta accion protectora mucho més eficaz en KCs que

en LSECs, aunque esto an no se ha demostrado en humanos.

En cuanto a la sintomatologia clinica del envenenamiento por ricina, al igual que
su gravedad, depende de la via de entrada de la toxina al organismo, pero algunos son
comunes a la mayoria de vias de exposicién, como vomitos, diarrea, fatiga, problemas
vasculares como hipotension e hipovolemia, fallo renal y hepatico o mareos y

confusion®’.

1.6. La ricina como arma biolégica

Debido a su alta toxicidad y facil acceso, durante las Gltimas décadas se ha
utilizado la ricina como arma bioldgica. EI caso mas conocido de homicidio por
envenenamiento con ricina es el del periodista de la BBC bulgaro Georgi Markov en el
afio 1978, disidente del régimen comunista instaurado en Bulgaria en aquella época,
mediante una bala de ricina disparada con un arma de fuego camuflada como paraguas,
consiguiendo la inoculacién del veneno por via intramuscular. Este caso es muy famoso
por ser el primer homicidio conocido de un personaje publico mediante el

envenenamiento por ricina®.

Algunos casos conocidos de intentos de homicidio con ricina son el de Boris
Korczak, un agente doble de la CIA que recibié un perdigon de ricina en Virginia
(USA) en el afio 1981 que impactd y penetrd uno de sus rifiones, provocandole graves
sintomas desde aproximadamente tres horas después de la inoculacién hasta varios
meses mas tarde, o el de el cardidlogo Michael Farrar en Missouri en 1995, perpetrado
por su esposa Debora Green, quien se lo administro a través de la comida, provocandole

severos dafios en el corazon y el cerebro?®.

Maés recientemente, en 2013, el por aquel entonces presidente de los Estados
Unidos Barack Obama, el senador Roger Wicker y el alcalde Michael Bloomberg
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fueron el objetivo de varias cartas contaminadas con ricina, con la intencion de

provocarles la muerte por envenenamiento®®.

En cuanto a sus usos como arma a gran escala, Estados Unidos desarroll6 un
programa de investigacion sobre el uso de la ricina como arma de destruccion masiva a
finales de la Primera Guerra Mundial, con el objetivo de usarla como sustitutivo del
fosgeno, un agente neumotoxico muy utilizado como arma en aquel momento, ya que la
ricina tiene una toxicidad unas 40 veces mayor. Ademas, se han encontrado protocolos
de extraccion y purificacion de ricina y de fabricacion de bombas y aerosoles
compuestos por esta toxina disefiados por grupos paramilitares y grupos terroristas
como Al Qaeda, pero estos protocolos no permiten la obtencion de armas eficaces para
una diseminacion adecuada de la toxina, con lo que no son efectivos para la fabricacion

de armas de destruccién masiva?.

Por lo tanto, aunque de momento seria dificil utilizar la ricina para un ataque
bioterrorista con victimas masivas, si representaria una amenaza en atagques a pequefia
escala, que aunque no produzcan una destruccion masiva, podrian infundir un gran

terror en la poblacion, lo que provocaria una crisis social y econémica local?,

1.7. Importancia de la deteccion de la ricina

Actualmente, la ricina se considera una de las cinco toxinas mas potentes del
mundo, junto con la toxina del tétano, la botulinica, la diftérica y la gramicidina®’, y
actta inhibiendo la sintesis proteica por parte de los ribosomas, provocando la muerte
celular y, posteriormente, un fallo multiorganico y la muerte en un periodo de tiempo de
entre 36 y 72 horas después de la exposicion a ricina, un tiempo que depende de la via

de exposicion®.

La ricina se encuentra listada como arma con potencial bioterrorista tanto por la
Organizaciéon Internacional para la Prohibicion de las Armas Quimicas (OPCW,
Organisation for the Prohibition of Chemical Weapons) como por la Convencion sobre
las Armas Bioldgicas y Toxinas (BTWC, Biological and Toxin Weapons Convention).
Tanto es asi que, por su alta toxicidad y facil disponibilidad, la ricina es considerada
como uno de los agentes téxicos mas probables para ser usados como arma

bioterrorista, a través de alimentos y aguas, y el autoenvenenamiento®’.
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Como se ha mencionado anteriormente, el ricino y productos derivados de esta
planta son muy utilizados en la industria, con lo que un gran nimero de trabajadores de
este ambito estan expuestos a la ricina y, ademas, los productos que se fabrican con esta
planta pueden contaminarse con la toxina, por lo que es de gran importancia llevar un
control exhaustivo de calidad y seguridad alimentaria, de proteccion del personal y de
control de contaminaciones y vertidos en aguas y entornos cercanos, para detectar
rdpidamente las contaminaciones o intoxicaciones por ricina. Por lo tanto, la deteccion
répida y sensible de la ricina es crucial para la lucha contra el bioterrorismo y las

intoxicaciones accidentales por alimentos o aguas contaminadas.

Por otra parte, la deteccidén temprana de la intoxicacién por ricina es crucial para
la aplicacion rapida del tratamiento pertinente y aumentar asi las probabilidades de vida

de la victima.

Por todas estas razones, es de gran importancia el desarrollo de métodos réapidos,
sensibles y fiables de deteccion de ricina, tanto en muestras bioldgicas como

alimentarias o ambientales.
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2. Hipotesis y objetivos
Hipotesis

La hipotesis planteada en este Trabajo de Fin de Master es que la seleccion de
las técnicas mas apropiadas en cada caso para la deteccion y cuantificacion de la
proteina ricina, junto con el desarrollo e implementacion de tecnologias avanzadas y
enfoques innovadores, permitird mejorar sustancialmente la sensibilidad, especificidad y
velocidad de deteccidén y cuantificacion de esta toxina. Ademas, se espera que las
nuevas tecnologias contribuyan a lograr avances en términos de portabilidad y rapidez,
facilitando su aplicacion en diferentes situaciones y entornos. Esto fortalecera los

sistemas de seguridad alimentaria y lucha contra el bioterrorismo y la deteccién

temprana de casos de envenenamiento o intoxicacion.

Objetivos

El objetivo principal del presente Trabajo de Fin de Master es revisar y describir
los métodos de deteccion y cuantificacion de ricina existentes actualmente, analizando
las ventajas y limitaciones de cada uno, asi como su aplicabilidad a diferentes tipos de

muestras y situaciones.
Para alcanzar este objetivo, se plantean los siguientes objetivos especificos:

1. Proporcionar una vision general sobre la historia de la planta de ricino y
la ricina extraida de sus semillas, tanto en el ambito terapéutico como en
el criminal. Ademaés, se analizaran los efectos de la ricina en el

organismo y el mecanismo mediante el cual ejerce su accidn citotoxica.

2. Realizar una revision de las publicaciones cientificas disponibles sobre
los métodos de deteccion y cuantificacion de la ricina, tanto tradicionales

como las nuevas tecnologias y enfoques emergentes.

3. Evaluar la sensibilidad y especificidad de los distintos métodos de
deteccion y cuantificacion disponibles actualmente, asi como sus
ventajas y limitaciones en distintas situaciones, incluyendo la deteccién
temprana de amenazas bioterroristas y la deteccion clinica y forense en

casos de envenenamiento.
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4. Investigar métodos y tecnologias emergentes y evaluar su potencial para
mejorar la deteccion y cuantificacion de la ricina en términos de

sensibilidad, especificidad y reduccion del tiempo de analisis.

5. Detectar los aspectos a mejorar de los métodos de deteccion y
cuantificacién actuales, identificando posibles futuras lineas de
investigacion en el &mbito de la deteccion de la ricina.

Mediante la consecucion de los objetivos descritos, se pretende proporcionar una
vision general del estado actual de los métodos disponibles para detectar y cuantificar la
ricina y sus perspectivas de futuro, para contribuir al avance en la investigacion y
desarrollo de los métodos maés eficaces y rapidos aplicables tanto en el control de
contaminaciones alimentarias y ambientales como en el ambito de la lucha contra el

bioterrorismo o la salud publica.
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3. Metodologia

En este apartado se describird la metodologia utilizada durante la investigacion

bibliogréfica llevada a cabo para el desarrollo del presente Trabajo de Fin de Master.

Para la busqueda y recopilacion bibliografica, se utilizaron bases de datos
cientificas como PubMed, Scopus y Web of Science para buscar articulos, revisiones y
libros relevantes introduciendo palabras clave como “ricina”, “deteccion Yy
cuantificacion de ricina” 0 “citotoxicidad de la ricina”, entre otros, tanto en espafiol

como en inglés.

Para la seleccion de las publicaciones, se aplicaron criterios de inclusion y
exclusion como la relevancia para el tema, el idioma y la actualidad y calidad cientifica

de la informacion.

De las publicaciones seleccionadas, se extrajo la informacién mas relevante para
el presente trabajo, incluyendo los datos sobre la estructura, actividad citotdxica,
aplicaciones médicas e industriales de la ricina, asi como los métodos de deteccién de
ricina descritos, los tipos de muestras utilizados, los limites de deteccién y los
resultados obtenidos en los distintos estudios, para su posterior analisis y comparacion,
evaluando las ventajas e inconvenientes de cada uno en términos de sensibilidad,
especificidad, tiempo de andlisis, costos y aplicabilidad en los distintos tipos de

muestra.

Los resultados de esta blUsqueda y comparacién se sintetizaron para una
presentacién clara y concisa, utilizando imagenes y tablas, tanto de elaboracion propia

como de las publicaciones seleccionadas.

Por Gltimo, se extrajeron unas conclusiones en base a la informacion expuesta
sobre la eficacia y aplicabilidad de los distintos métodos de deteccidn de la ricina, asi
como sobre la idoneidad de cada uno y las perspectivas de futuro del tema y desafios a

abordar en un futuro.
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4. Métodos de deteccidn y cuantificacion de la ricina

Se han investigado y desarrollado numerosos métodos para la deteccion y
cuantificacion de la ricina, siempre buscando la mayor especificidad y sensibilidad en el

menor tiempo posible.

Estos métodos se basan en la identificacion de las caracteristicas fisicas y
bioquimicas propias de la ricina 0 en las consecuencias de su accion citotoxica e
incluyen una gran variedad de técnicas fisicas y quimicas tanto espectroscopicas como

inmunoldgicas y de fluorescencia, entre otras.

Dada la gran cantidad de métodos desarrollados a lo largo de las Gltimas décadas
para la deteccidn y cuantificacion de la ricina, el presente Trabajo de Fin de Master se
centrard Unicamente en los métodos convencionales mas utilizados y relevantes,
clasificandolos en métodos inmunoldgicos y técnicas espectroscopicas, asi como en los
ultimos avances en este ambito. Las ventajas, limitaciones y limites de deteccién de
estas técnicas, en el ambito de la deteccidn y cuantificacion de la ricina, se encuentran

resumidos en la tabla 1 del Anexo.

4.1. Métodos inmunoldgicos
4.1.1. Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas (ELISA)

El Ensayo Inmunoabsorbente Ligado a Enzimas (ELISA, Enzyme-Linked
Immunosorbent Assay) es el inmunoensayo mas utilizado para la deteccion de ricina,

debido mayormente a que es sensible, especifico y sencillo.

Esta es una técnica inmunolégica ampliamente usada basada en la
inmovilizacion en una placa de anticuerpos de captura especificos que reconocen y
anclan el antigeno a detectar y anticuerpos de deteccion unidos a una enzima capaz de
reaccionar con un ligando especifico y generar un producto facilmente detectable, ya
sea por cambio de color y, por tanto, de absorbancia espectrofotométrica, u otro tipo de
cambio detectable y cuantificable, de forma que la cantidad de producto producido en la
reaccion enzimética permite determinar de forma indirecta la cantidad de antigeno

presente en la muestra®®.
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La técnica ELISA puede tener distintos formatos: directo, en el que se
inmoviliza el antigeno a detectar sobre un soporte y un anticuerpo conjugado con la
enzima mencionada se une al antigeno para su deteccion; indirecto, donde el antigeno
inmovilizado forma un complejo con un anticuerpo especifico y este es detectado por un
anticuerpo secundario de deteccidon conjugado con la enzima; sandwich directo, en el
que el antigeno es detectado por dos tipos distintos de anticuerpo, el primario,
inmovilizado en el soporte y que se une al antigeno, y el secundario, que esta conjugado
con la enzima y se une al complejo antigeno-anticuerpo primario; sandwich indirecto,
el cual solo se diferencia del formato de sandwich directo en que la enzima no esta
conjugada con el anticuerpo secundario, sino a un anticuerpo terciario que se une a este
y permite la deteccidon; en el formato competitivo, se usa un antigeno de referencia,
inmovilizado en el soporte, que competira con el antigeno de la muestra por unirse al
anticuerpo primario, al que mas tarde se unira un anticuerpo secundario marcado con la
enzima para su deteccion, de forma que la sefial obtenida sera inversamente

proporcional a la concentracion de antigeno presente en la muestra®.

El funcionamiento de la técnica ELISA tipo sandwich directo para la deteccion
de ricina esta representado de forma esquematica en la figura 6. En primer lugar, se
inmoviliza el anticuerpo de captura especifico de ricina (Ac anti-RCAG60) en la
superficie de los pocillos de una placa para ELISA. A continuacion, se afiade la muestra
sospechosa de contener ricina y los controles, tanto positivo como negativo, el primero
consistente en ricina a distintas concentraciones y el segundo compuesto por albumina

de suero bovino, una proteina globular de peso molecular muy similar al de la ricina*®>°.

Una vez adicionados la muestra y los controles, se afiade el anticuerpo de
deteccion marcado con la enzima peroxidasa. Por otra parte, en lugar de utilizar un
anticuerpo marcado con peroxidasa, también se puede marcar con biotina, en cuyo caso
ademas se debe afiadir estreptavidina-peroxidasa, consistente en una proteina especifica

de union a la biotina (la estreptavidina) unida a la enzima peroxidasa***,

A continuacion, se afiade el sustrato de la peroxidasa, orto-fenilendiamina, el
cual, por accién de la enzima, dara un producto final soluble de color naranja-marrén
qgue puede leerse espectrofotométricamente a 492 nm, una vez parada la reaccion
mediante la adicion de acido sulfdrico. Los valores de absorbancia obtenidos son

proporcionales a la cantidad de ricina presente en la muestra, la cual se calcula mediante
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la construccion de una recta patron a partir de la absorbancia de cada concentracion

conocida de ricina de los patrones positivos*,

No obstante, se debe tener en cuenta que los pasos a seguir pueden variar
dependiendo del kit de ELISA utilizado, con lo que siempre se debe seguir el protocolo

facilitado por el fabricante.

Ademaés, se han desarrollado métodos de ELISA con tiempos de ensayo més
cortos utilizando biosensores de fibra dptica basados en fluorescencia, particulas de oro

coloidal o electroquimioluminiscencia®>2

y actualmente se dispone de kits ELISA
especialmente disefiados para la deteccion de ricina en muestras tanto ambientales como
bioldgicas con limites de deteccion de entre 0.2 y 14 ng/ml, dependiendo del fabricante

y de si se incluyen pasos de enriquecimiento previo en el protocolo o no®-%,

Esta técnica se puede combinar con otras metodologias como la reaccién en
cadena de la polimerasa (PCR, Polimerase Chain Reaction) o la espectrometria de
masas (MS), de las cuales se hablara en mas detalle en los siguientes apartados®.

S ..o B [N —_— Ji Q
e FalVa Va's

@ Ricina \](/ Anticuerpo \\(/Anticuerpo

de captura de deteccion detectable

Figura 6 Representacion grafica del funcionamiento de un ensayo ELISA tipo sandwich para la deteccion de ricina.
Se muestra de izquierda a derecha la unién de la ricina a los anticuerpos de captura especificos inmovilizados en el
pocillo de ELISA, la unidn de los anticuerpos de deteccién, marcados con la enzima peroxidasa, y la adicidn del
sustrato de esta enzima, la orto-fenilendiamina, y produccién de la sefial detectable que permitira la deteccion y

cuantificacion de la ricina. Fuente: Imagen de elaboracién propia utilizando la aplicacién BioRender.

4.1.2. Inmunoensayo de Flujo Lateral (LFIA)

Por otra parte, atendiendo a la gran importancia del diagnéstico temprano de los

envenenamientos por ricina para la aplicacion rapida del tratamiento adecuado, se han

@ Peroxidasa . o-fenilendiamina g Producto oxidado
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intentado desarrollar métodos rapidos, sensibles y fiables para la deteccion in situ de la
ricina mediante columnas de inmunoensayo con anticuerpos anti-ricina acoplados. Este
es el caso del inmunoensayo de flujo lateral (LFIA, Lateral Flow Immunoassay), que
consiste en un ensayo inmunocromatografico en el que se aplica una pequefia cantidad
de la muestra a analizar en una columna compuesta por distintas zonas funcionales
(Figura 7): la zona de entrada de la muestra; una zona de conjugado, consistente en una
membrana de nitrocelulosa cubierta de anticuerpos marcados; la zona de captura o linea
de test, en la que se encuentran los anticuerpos especificos de la ricina; la linea de
control, que contiene anticuerpos que se unen a moléculas control inherentes al test que
dan una sefial visible al unirse, lo que permite comprobar que la prueba se ha realizado

de forma correcta®.

En primer lugar, se deposita la muestra sospechosa de contener ricina en la zona de
entrada de la muestra. A continuacién, la muestra fluye por capilaridad por la membrana
de nitrocelulosa, a lo largo de la cual esta la zona del conjugado, donde hay anticuerpos
marcados con etiquetas que pueden ser fluoréforos, particulas de oro coloidal o latex,
entre otros, que se unen a la ricina que pueda estar presente en la muestra y son los que
daran mas tarde la sefial que permitira visualizar el resultado del test. El siguiente paso
es la llegada de estos anticuerpos a la zona de captura, donde los anticuerpos especificos
capturan las moléculas de ricina, y a la linea de control, donde las moléculas control
presentes en el propio test se unen a anticuerpos inmovilizados, dando lugar a una sefial
visible, que puede ser un cambio de color o una emision de fluorescencia, por ejemplo.
Si el test se ha desarrollado correctamente, la sefial de la linea de control debe ser
visible siempre y si, ademas, también es visible la linea de test, correspondiente a la
zona de captura, significa que el resultado es positivo y la muestra contiene ricina®”%8.
No obstante, aln no existen muchas publicaciones sobre la aplicacion de este método a
la deteccidn rapida de envenenamientos por ricina y aun no se ha implementado para el

uso rutinario del personal sanitario de urgencia.

Este tipo de tests rapidos son muy utilizados en la deteccion de sangre, saliva o
semen, entre otros fluidos, por la policia cientifica de los distintos cuerpos de seguridad,
debido a su rapidez de deteccidn, y también en el ambito clinico para la deteccion de
biomarcadores, virus o embarazo, en el ambito de la seguridad alimentaria y en

muestras ambientales para detectar la presencia ciertas moléculas o contaminantes®-%,
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Figura 7 Imagen ilustrativa del funcionamiento de un test LFIA. Fuente: Blanco Covian, L. (2013). Desarrollo de un

Inmunoensayo de Flujo lateral para la deteccion de PSA. Universidad de Oviedo.

Por otro lado, el pasado afio 2022 Jia y colaboradores® publicaron una técnica de
inmunoensayo mejorada para la deteccion de diversas toxinas proteicas, entre ellas la
ricina, basada en la combinacion de espectroscopia Raman mejorada en superficie e
inmunoensayo de flujo lateral (SERS-LFIA) utilizando nanoparticulas de dioxido de
silicio y oro. En este estudio, se desarrollaron unas tiras SERS-LFIA que permiten una
deteccion especifica, rapida y muy sensible de la ricina. El funcionamiento de este
método se encuentra representado gréficamente en la figura 8 y es el mismo que en el
caso anterior con la diferencia de que la visualizacién de la sefial se realiza mediante
Raman, una técnica espectroscopica de alta resolucién que proporciona informacion
quimica y estructural de los compuestos presentes en una muestra, permitiendo su
identificacion sensible y especifica, basandose en el estudio de la luz dispersada por el
material al irradiarlo directamente, sin ninguna preparacion previa, con un haz de luz
monocromatico, que provoca cambios de frecuencia caracteristicos de cada material.
Esto, sumado al hecho de que en el método desarrollado por Jia y colaboradores se
utilizan unas nanoparticulas marcadas con anticuerpos de deteccion muy especificos de
la ricina, proporciona una técnica de deteccion con una gran especificidad y sensibilidad
para esta toxina, con un limite de deteccion de 0.1 ng/ml. Ademas, la sensibilidad
obtenida en este método supera en 100 veces la de las tiras de oro coloidal de LFIA

convencional, segun los autores.
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Figura 8 Esquema explicativo del funcionamiento del método de LFIA desarrollado por lJia y colaboradores®®. De
izquierda a derecha, se muestra la estructura de una de las nanoparticulas de diéxido de silicio y oro utilizadas en el
procedimiento, recubiertas por anticuerpos de deteccion de la toxina y moléculas reporteras de Raman (DNTB), la
tira de prueba, con las diferentes zonas sefaladas, siendo irradiada por un haz de luz monocromatico, una imagen
aumentada de la linea de test, en la que se ven los anticuerpos de captura de la toxina, a los que se unen la toxina y
las nanoparticulas, y un ejemplo de un espectro obtenido mediante Raman. Fuente: Jia, X. et al. Highly sensitive
detection of three protein toxins via SERS-lateral flow immunoassay based on SiO2@Au nanoparticles.

Nanomedicine 41, 102522 (2022).

4.1.3. Immunoreaccién en Cadena de la Polimerasa (IPCR)

La Immunoreaccion en Cadena de la Polimerasa (IPCR, Immuno-Polimerase
Chain Reaction) combina la especificidad de las técnicas inmunoldgicas como el
ELISA con la sensibilidad que se consigue con la amplificacion por PCR, permitiendo
la deteccion 'y cuantificacion de moléculas tradicionalmente detectables por ELISA con
una sensibilidad mucho mayor debido a la amplificacion exponencial de las
combinaciones antigeno-anticuerpo, permitiendo la deteccién de concentraciones del
antigeno del orden de fg/ml. La principal ventaja de la IPCR respecto a la PCR es la
capacidad de amplificar moléculas diferentes de &cidos nucleicos gracias a la union de
un conjugado de ADN y anticuerpo. Igual que el ELISA, la IPCR puede llevarse a cabo
de forma directa, indirecta, sdndwich o competitiva, dependiendo del objetivo del

analisis®®.
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En el caso de la deteccidn de ricina, el procedimiento es el mismo que en el
ELISA, sustituyendo el conjugado anticuerpo-enzima productora de sefial por un
conjugado anticuerpo-ADN que se unird especificamente a la ricina presente en la
muestra y, gracias al marcador de ADN, se amplificard por PCR, obteniendo limites de
deteccion que van desde los 10 fg/ml en solucion de PBS®!, hasta los 10 pg/ml o
100pg/ml en muestras alimentarias de leche o carne, respectivamente®?, pasando por un

limite de 1 pg/ml en muestras de heces o suero sanguineo de raton®,

4.2. Técnicas espectroscopicas

4.2.1. Cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas (LC-
MS)

Como se ha descrito anteriormente, la RTA lleva a cabo una depurinacién en el
bucle GAGA del ARNr de las células que sufren la internalizacién de la ricina,
liberando adenina, la cual se puede detectar y cuantificar mediante diversos métodos,
incluyendo la cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas (LC-MS,
Liquid Chromatography-Mass Spectrometry). La deteccidn de la adenina liberada por
accion de la RTA representa un enfoque muy interesante como método analitico para la
deteccion de ricina, ya que permite la identificacion especificamente de la ricina activa,
basandose en su actividad enzimética, un aspecto clave en situaciones de ataques
bioterroristas o intoxicaciones, por ejemplo, ya que solo la forma activa resulta dafiina

para el organismo.

La cromatografia de liquidos es una técnica de separacion de los compuestos de
una mezcla, que consiste en una fase estacionaria, conocida como columna, y una fase
movil, que arrastra los analitos que componen la mezcla por la fase estacionaria hasta
llegar a un detector situado al final de la columna. El tiempo que tarda en llegar cada
analito al detector depende de la fuerza de sus interacciones con la fase estacionaria, de
forma que los componentes que mas interaccionen con la columna seran detectados mas

tarde que los que interaccionen menos®.

Por otra parte, la espectrometria de masas es una técnica de analisis que permite
la deteccion y cuantificacion de compuestos basandose en su relacién masa-carga.

Consiste en la identificacion de los atomos que componen la muestra a analizar,
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previamente vaporizada e ionizada, separando sus iones en funcion de su relacion masa-
carga. Es muy habitual encontrar esta técnica analitica acoplada como detector a

equipos de cromatografia, ya sea de liquidos o de gases®.

La LC-MS es una técnica rapida, sensible y selectiva que permite la
identificacion de la presencia de ricina y su cuantificacion en las muestras a partir de la

deteccion de los nucleétidos de adenina liberados por accion de la ricina 4.

En 2007, Becher y colaboradores® describieron un método de deteccion de
ricina basado en la captura inmunoldgica de la ricina y la posterior deteccion por
cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas, siendo esta la primera
técnica desarrollada capaz de detectar la ricina activa con una especificidad y
sensibilidad elevadas. Mas concretamente, este método consiste en la captura de la
cadena B mediante esferas magnéticas recubiertas de anticuerpos especificos, una
posterior incubacién con fragmentos de ARN que contienen la secuencia GAGA, que
mimetiza el ARN ribosomico celular, diana de la toxina. El siguiente paso es la
separacion y deteccion de la adenina liberada por la cadena A por cromatografia de
liquidos y espectrometria de masas, obteniendo un pico en el cromatograma resultante
caracteristico de esta adenina liberada (Figura 9). En ese caso, la separacion mas
efectiva se produjo con una fase movil compuesta por un 50% de acetonitrilo y un 50%
de acetato de amonio, consiguiendo un limite de deteccion de 50 pg/ml de adenina.
Finalmente, mediante una curva de calibracién que relaciona el area del pico obtenido
para la cantidad de adenina con la concentracion de ricina a la que corresponde, se
obtiene la cuantificacion de la ricina presente en la muestra, con un limite de deteccion
de 2.4 ng/ml a pH 4.

Esta técnica tiene una alta sensibilidad y, a diferencia de otros métodos como la
espectrometria de masas por si sola, permite la deteccion de la ricina activa. Ademas, el
uso de anticuerpos para la captura de la ricina aporta al método una especificidad
mayor, ya que permite aislar la ricina del resto de componentes de la muestra. No
obstante, el inconveniente de este método, como recalcan los autores, es el elevado
tiempo de incubacion, de 24 horas, necesario para que se produzca la reaccion de
depurinacion con la mayor eficacia, lo que puede representar un problema en
situaciones en las que la rapidez es un punto clave, como por ejemplo en casos de

ataques bioterroristas®*.
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Figura 9 Ejemplo de cromatograma obtenido mediante LC-MS en el que se sefiala el pico correspondiente a la
adenina liberada por accién de la ricina en una muestra con una concentracién de la toxina de 1 ng/ml (A) y otra
muestra con una concentracion de ricina de 20 ng/ml. El grafico representa el tiempo en minutos (eje x) respecto a
la intensidad en cps cuentas por segundo). La separacién cromatografica se llevé a cabo en una columna Atlantis
C18 con un gradiente de fase mavil de acetonitrilo y acetato de amonio. Fuente: Becher, F., Duriez, E., Volland, H.,
Tabet, J. C. & Ezan, E. Detection of functional ricin by immunoaffinity and liquid chromatography-tandem mass

spectrometry. Anal Chem 79, 659-665 (2007).

Mas recientemente, en mayo de este afio 2023, Yang y colaboradores®
publicaron un nuevo método de deteccion de la actividad de depurinacion mediante LC-
MS mejorado. Los aspectos que representan una mejora respecto al método anterior
descrito por Becher y colaboradores® son principalmente el pretratamiento de la
muestra, en el que se utiliza una membrana de intercambio catiénico fuerte (SCX,
Strong Cationic Exchange) para aislar los oligos, es decir, las secuencias oligoméricas
depurinadas por accion de la RTA, y separarlos de la ricina, con el objetivo de inyectar
en el cromatografo solo los oligos, evitando asi posibles interferencias debidas a la
proteina ricina, y la posibilidad de trabajar a pH neutro en lugar de a pH 4, lo que hace
que se disminuya el riesgo de falsos positivos a la hora de evaluar la actividad
glicosidasa de la ricina, ya que los oligos que se utilizan como sustrato se hidrolizan
espontaneamente a pH acido, liberando adenina que no proviene de la accion enzimatica

de laricina.

El pretratamiento de la muestra con el método SCX consiste en una membrana

de SCX negativamente cargada a pH &cido. El punto isoeléctrico de la ricina es 7.2, por
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lo que en condiciones acidas se carga de forma positiva, mientras que los oligos
utilizados en este estudio permanecen cargados negativamente a pH menor de 4, de
forma que al pasar la mezcla de reaccion que contiene la ricina, los oligos y la adenina
liberada a través la membrana de SCX, la ricina queda retenida y el resto eluye
mediante centrifugacion, obteniendo una solucion de oligos y adenina preparada para su
inyeccion en el cromatografo. Ademéas, como se ha dicho anteriormente, una de las
ventajas de este método respecto a otros como el descrito por Becher y colaboradores®
en 2007 es que permite trabajar a pH neutro para evitar la hidrdlisis espontanea de los
oligos, que podria dar lugar a falsos positivos. Por lo tanto, y como demuestran en este
estudio, es posible realizar el pretratamiento de la muestra para separar la adenina
liberada y los oligos de la ricina a pH neutro en lugar de pH 4, obteniendo una
separacion igualmente buena, ya que la ricina es retenida fuertemente por la membrana
SCX incluso a pH neutro. Con este método de separacion, podria recuperarse la ricina

eluyéndola de la membrana mediante un cambio a pH basico®.

Concretamente, el método utilizado por Yang y colaboradores® consiste en un
sistema de cromatografia de liquidos con un detector UV ajustable (TUV, Tunable
Ultraviolet) acoplado a espectrometria de masas de cuadrupolo simple QDa®, con el
cual se mide la actividad enzimatica de la ricina a partir de la deteccién de los productos
de la depurinacion de los oligos y de las alteraciones producidas en dichos oligos, con
un limite de detecciéon de la ricina de 1 ng/ml cuando se utiliza como sustrato un
fragmento oligomérico de secuencia r(GCGCG)dAr(GAGCGC).

En resumen, este método representa una mejora en la utilizacion de la deteccion
de adenina liberada por la accién enziméatica de la ricina para la deteccion vy
cuantificacion de esta toxina mediante cromatografia de liquidos acoplada a
espectrometria de masas por su mayor sensibilidad, ademas de la introduccién de un
método de pretratamiento de la muestra basado en SCX que permite una separacion
rapida de los oligos y la adenina liberada para evitar interferencias en el cromatograma

por parte de la ricina®®.

No obstante, la LC-MS no solo se puede aplicar a la deteccion de ricina desde el
punto de vista de la deteccién de la adenina liberada, sino que existen otras estrategias
para las que esta técnica resulta de gran utilidad, como es el caso del método publicado
por Liang y colaboradores en 2020%, basado en la deteccion de la ricina intacta, es
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decir, con sus dos cadenas presentes. Dado que la ricina solo actda sobre las células si
tiene tanto la cadena A como la B disponibles para unirse a la célula e inactivar los
ribosomas, otro enfoque interesante a la hora de detectar esta toxina es la deteccion
simultanea de las dos cadenas. En el estudio de Liang y colaboradores se desarrolla un
método de deteccion y cuantificacion de ricina en muestras alimentarias basado en una
digestion en tdndem con tripsina y Glu-C y posterior deteccion y cuantificacion de
péptidos especificos de la ricina mediante espectrometria de masas para la deteccion
simultanea de las dos cadenas de la ricina. Concretamente, las muestras analizadas

fueron bebidas de consumo habitual, como leche y zumo de naranja.

En primer lugar, en este estudio se capturd la ricina presente en las muestras
mediante bolas magnéticas de estreptavidina recubiertas con anticuerpos policlonales
biotinilados anti-ricina. De esta forma, se consigue aislar y enriquecer de forma
eficiente la ricina de matrices complejas como pueden ser las muestras alimentarias.
Una vez aislada la ricina, ésta se escinde mediante digestion en tandem tripsina/Glu-C y
posterior deteccion y cuantificacion por LC-MS, un método desarrollado por el mismo
grupo que firma este estudio y que permite la obtencion de péptidos cortos especificos
de cada una de las dos cadenas de la ricina. Este método provoca la escision de la ricina
nativa mediante una incubacién con tripsina, una enzima peptidasa que hidroliza los
enlaces peptidicos, y Glu-C, una serina peptidasa que tiene como diana los aminoacidos
acido aspartico y acido glutdmico, abundantes en la ricina. De este modo, se consigue
hidrolizar la ricina en una serie de péptidos caracteristicos de esta toxina detectables por
espectrometria de masas. La introduccién de la enzima Glu-C, un aspecto novedoso
respecto a otros procedimientos en los que Unicamente se usa tripsina, permite ganar
especificidad en los péptidos generados, ya que con el uso individual de la tripsina se
obtienen algunos péptidos que no estan presentes Unicamente en la ricina, como por
ejemplo el péptido T19B, que también se encuentra en la proteina conocida como
‘polilla de invierno’ o ‘winter moth’. Por lo tanto, con este método se consiguen
péptidos mas especificos de la ricina, obteniendo un aumento de la sensibilidad, con un

limite de cuantificacion por debajo de 1.0 ng/mI®.

Por otra parte, también resulta interesante el estudio de las aplicaciones de la
LC-MS en la deteccién y cuantificacion de ricina en fluidos bioldgicos. El estudio méas
reciente sobre la deteccidn y cuantificacion de ricina en sangre mediante esta técnica es

el publicado por Feldberg y colaboradores en 2021%7, en el que desarrollan un método

35



i UNIVERSITAT Andlisis comparativo de métodos de deteccion y cuantificacion de la ricina:
" ROVIRA i VIRGILI Enfoques actuales y perspectivas de futuro
Laura Salmeron Pelado

rapido y sensible de deteccion y cuantificacion de ricina en plasma mediante LC-MS.
Este método empieza con un paso de captura de la ricina similar al del método anterior,
el de Liang y colaboradores®, pero en este caso las esferas que se utilizan estan
compuestas por lectina-agarosa. Debido a la alta afinidad de la cadena B por los
carbohidratos, la ricina queda retenida en las bolas por medio de la union de la RTB a la
lectina. Después de un par de lavados con bicarbonato de amonio, la ricina es separada
de las esferas mediante desnaturalizacion de la proteina por calor y posterior digestion
con tripsina, obteniendo asi una serie de péptidos caracteristicos de la ricina que se
inyectan en el cromatografo para su deteccion y cuantificacion. El limite de deteccion
de este método es de 5 ng/ml en suero, con un tiempo necesario de 2,5 horas desde el
inicio del tratamiento de la muestra hasta la obtencion del resultado final, con lo que se
trata de una técnica sensible y rapida muy atil para la deteccion precoz de la
intoxicacion por ricina. Ademas, se probd este método en una muestra de liquido
abdominal de un paciente 72 horas después de que se autoinyectara ricina con intencion
de suicidarse y se consigui6 detectar y cuantificar la toxina, cosa que no fue posible con
otros ensayos como por ejemplo ELISA, demostrando la alta sensibilidad del método y
la amplitud del rango de horas en que es posible detectar la ricina desde la exposicidn a

ésta.

4.2.2. Espectrometria de masas MALDI-TOF

Otra técnica muy util en cuanto a la deteccion de la ricina es la espectrometria de
masas MALDI-TOF (MALDI-TOF/MS, Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization -
Time-of-Flight Mass Spectrometry).

La técnica MALDI-TOF/MS utiliza la capacidad de las moléculas mezcladas
con una matriz organica de absorber la luz laser e ionizarse para detectar compuestos en
un rango de masa molecular amplio. El proceso de ionizacion por MALDI empieza con
el mezclado de la muestra a analizar con la matriz organica sobre una superficie de
metal, haciendo que solidifiquen juntas cuando se evapora el solvente. La aplicacion de
pulsos cortos de laser en alto vacio sobre esta mezcla provoca la conversion de la
energia absorbida por parte de la matriz en energia de excitacion y transferencia de
protones a la muestra para su ionizacion. Debido a la alta temperatura en el area

irradiada por el laser, los iones en fase sélida pasan a fase gaseosa. Por otra parte, el
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analizador TOF, el mas usado acoplado a MALDI, permite determinar la masa de los
iones formados mediante la medida del tiempo que tardan estos en llegar desde la fuente
al detector, consiguiendo asi informacion estructural y de composicion sobre la
molécula original. En la figura 10 se muestra un esquema representativo del

funcionamiento de esta técnica®®,

En 2021, Hoyt y colaboradores™ publicaron un método novedoso de deteccion
de la ricina via actividad enzimatica, mediante deteccion de la liberacion de adenina, y
estructural, mediante reconocimiento de secuencias peptidicas especificas, utilizando
extraccion con bolas magnéticas recubiertas de galactosas terminales acoplada a
deteccion por MALDI-TOF/MS de sobremesa, un equipo comun en los laboratorios
clinicos de microbiologia, lo que facilita la implementacion de este método para la
deteccidon rapida, efectiva y economica de la ricina en muestras de pacientes
sospechosos de intoxicacion por esta toxina. El limite de deteccidn de este método es de
8 ng/ml en el analisis de la actividad enziméatica y de 500 ng/ml en la deteccion

estructural®8°,
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Figura 10 Funcionamiento de la espectrometria MALDI-TOF/MS. Fuente: Croxatto, A., Prod’hom, G., & Greub, G.
(2012). Applications of MALDI-TOF mass spectrometry in clinical diagnostic microbiology. FEMS Microbiology
Reviews, 36(2), 380-407.
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4.2.3. Resonancia de Plasmones Superficiales (SPR)

La Resonancia de Plasmones Superficiales (SPR, Surface Plasmon Resonance)
es una técnica de deteccion dptica para el analisis en tiempo real de las interacciones
biomoleculares de unién entre moléculas, basada en los cambios en la intensidad de la
luz reflejada cuando las moléculas de interés se unen a los ligandos inmovilizados en la
superficie del sensor o en nanoparticulas o nanoprismas. Un detector mide en tiempo
real estos cambios en la luz reflejada y proporciona un sensograma, que informa sobre

el nimero de uniones entre las moléculas que se dan en cada momento (Figura 11)".

En el afio 2013, Nagatsuka y colaboradores’® publicaron un método de deteccion
y cuantificacion de ricina basado en SPR utilizando nanoparticulas recubiertas de
residuos de D-manosa, a los cuales se une con gran afinidad la cadena B de la ricina,
obteniendo un limite de deteccidn de 30 ng/ml. Otro ejemplo de la utilizacion de la SPR
para detectar y cuantificar ricina es el método publicado por Anderson y
colaboradores’?, también en 2013, en el cual en lugar de residuos de manosa, se
utilizaron como elementos de union a la ricina anticuerpos especificos, consiguiendo un

aumento en la especificidad.

Py oY

CL}"II?'?'.]

Figura 11 Funcionamiento de la SPR. Se muestra una representacion esquemadtica de como se detecta la unién del
analito de interés a los ligandos especificos inmovilizados en la superficie del sensor mediante la medida de los
cambios de intensidad producidos en la luz de un laser reflejada a través de un prisma. Fuente: Bruker.com (18 de
junio de 2023). Resonancia de plasmdn de superficie para un andlisis de alto rendimiento. Disponible en:

https://www.bruker.com/es/products-and-solutions/surface-plasmon-resonance.html.
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4.3. Nuevos avances en la deteccién de ricina
4.3.1. Secuenciacion directa de ARN con secuenciador ONT

En 2022, Ryan y colaboradores” desarrollaron un método de deteccion de la
depurinacion provocada por la accién citotoxica de la ricina, ya comentada
anteriormente, en el que se detecta la pérdida de adenina mediante secuenciacion del
ARN con secuenciadores de la empresa Oxford Nanopore Technologies (ONT)
combinado con un software creado por ellos llamado RIPpore que permite cuantificar
los cambios en el contenido de adenina del ARNr 28S, con el objetivo de detectar la
presencia de RIPs en la muestra.

La secuenciacion ONT se diferencia de otras técnicas de secuenciacion mas
convencionales como Illumina por el hecho de no utilizar ADN polimerasas durante el
proceso, sino que usa la proteina natural formadora de poros a-hemolisina, también
Ilamada proteina de nanoporos, que se encuentra normalmente en la membrana celular y
regula la entrada y salida de la célula de diversas moléculas. En el secuenciador ONT,
estas proteinas de nanoporos Se encuentran incrustadas en una membrana creada
artificialmente, sobre la cual se aplica una corriente eléctrica, creando una corriente
ionica que obliga a pasar a las cadenas de ADN o ARN a secuenciar a través de los
poros. Esta translocacion de las cadenas de acidos nucleicos se debe a que, a causa del
corriente ionico, la parte exterior de la membrana se carga negativamente y la parte
interna positivamente, con lo que las cadenas de ADN y ARN, con carga negativa
debido a los grupos fosfato, se ven atraidas hacia la cara interna de la membrana. La
funcion de las proteinas de nanoporos en este proceso es dejar pasar las cadenas de
acidos nucleicos de forma individual, permitiendo la translocacién de una sola cadena
cada vez. Ademas del control de la velocidad de translocacion, estas proteinas también
tienen actividad helicasa, con lo que desenrollan los &cidos nucleicos de doble cadena y
los convierten en moléculas monocatenarias, que atraviesan el poro. Cuando las cadenas
pasan por el poro provocan un cambio en la corriente caracteristico de cada una de las
bases nitrogenadas que las conforman, permitiendo identificar, mediante un chip sensor
y el software adecuado, la secuencia de cada molécula de ADN o ARN (Figura 12). Las
ventajas de la secuenciacion Nanopore ONT respecto a otras técnicas de secuenciacion

son la gran longitud de lectura, permitiendo el analisis de secuencias muy largas, y la
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portabilidad del equipo. Por otra parte, esta tecnologia presenta una alta tasa de error,

por lo que no es tan fiable como otras técnicas’.

En el estudio de Ryan y colaboradores’®, mencionado al inicio de este apartado,
se registr6 una disminucion en la intensidad de la carga eléctrica asociado con la
depurinacion del bucle SRL del ARNr 28S en células expuestas a ricina respecto a la
intensidad obtenida en esta misma secuencia en células no expuestas a la toxina. A
partir de esta sefial, es posible cuantificar la depurinacién del ARN. Este estudio
representa la primera vez en que se ha utilizado la secuenciacion directa de ARN con
secuenciador ONT para la deteccion de la depurinacién causada por RIPS y, mas
concretamente, por ricina, con un limite de deteccion de 0.9 ng/ml. No obstante, de
momento este método resulta mas Util para el ensayo y desarrollo de inhibidores y otros
tratamientos contra la ricina que para la deteccion y cuantificacion de esta toxina en
muestras de pacientes con sospecha de haber sufrido una intoxicacion por ricina, ya que
solo se ha probado con cantidades de ricina de entre 1 y 1000 picomolar, mientras que
para que la exposicion a esta toxina sea letal se necesitan concentraciones del orden de
nanomolar a micromolar. Ademas, otras técnicas mas tradicionales como el ELISA o la
espectrometria de masas proporcionan una deteccién mucho mas precisa y fiable que la

secuenciacion de ARN.
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Figura 12 Funcionamiento de la secuenciacidn directa de ONT. Se muestra el procedimiento de secuenciacién de
una doble cadena de ADN mediante un secuenciador MinlON de la casa comercial ONT. Fuente: Wang, Y., Zhao, Y.,
Bollas, A., Wang, Y. & Au, K. F. Nanopore sequencing technology, bioinformatics and applications. Nature

Biotechnology vol. 39 1348-1365.
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4.3.2. Bioensayos

Un ensayo de citotoxicidad en cultivos celulares puede representar una buena

estrategia para la deteccidon rapida y sensible de ricina en muestras complejas.

En el afio 2012, Pauly y colaboradores™ desarrollaron un método de deteccion
de ricina y aglutinina mediante ensayo de citotoxicidad en tiempo real empleando
células Vero, que es una linea celular muy utilizada en el desarrollo de vacunas
antivirales y para ensayos de citotoxicidad que fue aislada a partir de células epiteliales
de rifion de mono verde africano’®. Este método consiste en la incubacion de las células
con la muestra sospechosa de contener la toxina y la evaluacion posterior de los
cambios morfoldgicos producidos en las células debido a la accién citotdxica de la
ricina mediante un sistema de monitoreo electronico de las células en tiempo real y
recuento celular por medicion de la impedancia eléctrica. En el caso de Pauly y
colaboradores, las muestras fueron matrices alimentarias a las que se les habia afiadido
ricina en distintas concentraciones, con un limite de deteccion de entre 5.6 y 200 ng/ml,
dependiendo del tipo de muestra. Ademas, también se evalud la capacidad de deteccion
de este método en muestras ambientales de fertilizantes organicos que contienen partes
de la planta de ricino, obteniendo unos buenos resultados en cuanto a la efectividad y
sensibilidad de la utilizacién de los cultivos celulares para la deteccion de ricina tanto en

muestras alimentarias como ambientales.

Otro ejemplo de la utilizacion de ensayos in vitro con modelos celulares para la
deteccién de ricina es el método publicado el pasado 2019 por Makdasi vy
colaboradores’’, en el cual se utilizd microscopia holografica digital, una técnica de
imagen no invasiva que da informacion morfolégica de las células, por lo que permite
monitorizar los cambios morfoldgicos producidos en las células por accion de la ricina
en tiempo real. Los cambios observados en este estudio que son indicativos de la
presencia de ricina son la disminucion de la confluencia celular, debido a la apoptosis, y
cambios en el area, el perimetro y la regularidad del contorno de las células. Con este
método es posible detectar cambios morfoldgicos en fases tempranas de la intoxicacion
por ricina, lo que permite la deteccidon rapida y sensible de la ricina activa. El limite de

deteccidn obtenido en este método fue de 0.3 ng/ml.

Por ultimo, en el &mbito de los bioensayos cabe mencionar que a lo largo de la

historia han sido ampliamente utilizados en la deteccion de la ricina los ensayos de
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toxicidad en animales de experimentacion, una préctica que ha caido en desuso debido a
sus limitaciones éticas y practicas, ya que implican el sufrimiento innecesario de los
animales y requieren una gran cantidad de tiempo, recursos y personal debidamente
formado y capacitado™"".

4.3.3. Biosensores

Los biosensores constituyen un subgrupo dentro de los sensores quimicos y su
funcién es la deteccion y/o cuantificacion de una sustancia o parametro. Se caracterizan
por poseer un agente biolégico que actia como agente de reconocimiento del analito de
interés. Actualmente, hay una gran variedad de biosensores que detectan y/o cuantifican
muchas sustancias o variables distintas, como las tiras de glucosa, que permiten la
cuantificacion rapida y sencilla de la concentracion de glucosa en sangre’8, o los chips

para la deteccion de plaguicidas en alimentos’, por ejemplo.

La estructura de los biosensores se divide en dos partes principales: un detector
formado por un elemento de biorreconocimiento, que sera el que entre en contacto con
el analito de interés; y un transductor de la sefial, que es el componente que transforma
la sefial del detector en una sefial analitica, normalmente eléctrica, que nos proporciona
la informacion sobre la presencia o no del analito y/o su concentracién. La gran
especificidad de los biosensores viene dada por el elemento de biorreconocimiento que,
ademas, puede iniciar reacciones y procesos quimicos y fisicos que son detectables por

el transductor®®,

Existen muchos tipos de biosensores, clasificados segun el tipo de transductor
que incorporan, que puede ser optico, electroquimico, termométrico, nanomecanico o
piezoeléctrico; el método de deteccion, directo o indirecto; el elemento de
reconocimiento del detector, que puede ser una enzima, por ejemplo; y el tipo de
interaccion que se da entre el detector y el analito, donde encontramos interacciones de
bioafinidad, amperométricas (como las tiras de glucosa, en las que se mide el cambio de

potencial provocado por la accion de la glucosa oxidasa) o biocataliticos®.

Este tipo de instrumentos se caracterizan por tener una alta sensibilidad y
selectividad, tiempo de andlisis corto o, incluso, en tiempo real, y relativo bajo coste de

produccion, transporte, uso y mantenimiento, sin necesidad de pretratamiento de la
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muestra, lo que abarata y acorta el proceso de deteccion. Ademas, la mayoria de los
biosensores que se desarrollan hoy en dia suelen ser de pequefio tamafio y portatiles,
cosa que facilita en gran medida su uso fuera del laboratorio, permitiendo la rapida

deteccion in situ®l.

En cuanto a los inmunosensores para la deteccion de ricina, actualmente hay
varios disponibles en el mercado, entre los cuales podemos encontrar los siguientes

ejemplos:

-Raptor: Fabricado por la empresa Research International (Monroe, WA, USA).
Se trata de un inmunoensayo fluorométrico automatico de tipo sandwich, que consiste
en la utilizacion de anticuerpos anti-ricina inmovilizados en una superficie de fibra
Optica, a la que se afiade la muestra y una solucion de anticuerpos marcados con
fluoréforos. La fibra dptica excita el fluor6foro cuando se forma el complejo constituido
por los dos anticuerpos (el inmovilizado y el marcado) y la ricina y se detecta la
fluorescencia producida mediante una guia de ondas Opticas, permitiendo la
cuantificacion de la ricina a partir de la sefial fluorescente producida. El limite de
deteccion para la ricina estd en unos 10 ng/ml y el tiempo de ensayo es de 15 minutos

aproximadamente®283,

-Biosensor 220R: De la empresa MSA (Pittsburgh, PA, USA). Consiste en un
ensayo inmunofluorescente basado en separacion magnética. Este inmunosensor utiliza
microesferas magnéticas recubiertas de anticuerpos anti-ricina y una solucién de
anticuerpos marcados con fluoréforo. De forma similar al caso anterior, cuando se
aplica una muestra que contiene ricina, se forman complejos entre los dos tipos de
anticuerpo y la ricina, que pasan a través de una célula magnética que mide su
fluorescencia. Su sensibilidad permite detectar y cuantificar cantidades de ricina

menores a 1 ng en unos 5 minutos de ensayo8,

-BADD y Pro Strips-Rapid Screening System: De Advent Biotechnologies
(Paris, Francia). Se trata de un ensayo de flujo lateral, de los cuales se ha hablado mas
detalladamente en el punto 4.1.2. La Unica diferencia entre estos dos biosensores es que
BADD detecta un solo agente a la vez, mientras que Pro Strips-Rapid Screening System
puede detectar hasta cinco agentes toxicos simultdneamente. El limite de deteccion
obtenido para estos biosensores es de 5 ng/ml y el tiempo de ensayo es de 3 minutos®®.
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-BioDetec, RAID5, RAID 8 y RAID 10: Fabricados por Alexter Technologies.
Estos biosensores también se basan en un ensayo de flujo lateral y son practicamente
iguales a los del caso anterior, pero con un tiempo de ensayo de 15 minutos y su limite
de deteccion es de unos 6 ng/mi®,

Mas recientemente, en 2022, Bai y colaboradores® desarrollaron un chip
microfluidico novedoso que consiste en una microestructura de silicio capaz de detectar
y cuantificar ricina y abrina mediante un inmunoensayo de tipo sandwich similar a los
mencionados anteriormente en este trabajo, pero con una sensibilidad mayor que estos,
obteniendo un limite de deteccion de 10 pg/ml, y una alta especificidad frente a
interferencias en matrices alimentarias, manteniendo este mismo limite de deteccion
incluso en muestras de leche o zumo, cosa que lo convierte en un método muy sencillo
y rapido de deteccion y cuantificacion para el &mbito de la bioseguridad y el control de

calidad alimentaria.

A pesar de todas las ventajas de los biosensores, no es probable que sustituyan
por completo a los métodos analiticos tradicionales de laboratorio descritos en apartados
anteriores, ya que éstos tienen mayor precision y deben utilizarse para verificar los
resultados de los biosensores, siempre que sea posible, para mayor seguridad. Por todo
ello, los biosensores representan una alternativa a los métodos tradicionales menos
costosa y mas rapida y accesible, pero también menos fiable. No obstante, este es un
ambito en continuo crecimiento y constantemente se estd investigando para la
produccion de biosensores mas especificos, exactos, sensibles y econémicos que los
métodos de laboratorio estandar, con lo que este campo tiene un futuro muy prometedor

en términos de tecnologia para la deteccion de posibles contaminantes toxicos.
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5. Discusion y perspectivas de futuro

Debido a su alta toxicidad y relativamente facil accesibilidad, la deteccion de la
ricina es un tema de gran importancia en el campo de la bioseguridad y la defensa
bioldgica. El uso y desarrollo de métodos especificos, fiables y rapidos es crucial para la
identificacion temprana y precisa de la ricina, para una respuesta rapida y eficaz frente a

casos de intoxicaciones, contaminaciones o posibles ataques bioterroristas.

En este apartado, se analizaran y compararan los distintos métodos de deteccion
y cuantificacion descritos en el punto anterior, examinando sus ventajas y limitaciones,
asi como las aplicaciones de cada uno. Ademas, se expondran los nuevos avances en
cuanto a la deteccion y cuantificacion de la ricina, analizando sus posibles aportaciones

a este ambito y las limitaciones a subsanar en un futuro.

Como se ha mencionado en el punto anterior, los métodos disponibles para la
deteccion y cuantificacion de ricina se pueden clasificar en diversas categorias. En el
presente Trabajo de Fin de Master, estos métodos se han dividido en tres grandes
grupos: inmunologicos, espectroscdpicos y nuevos avances, cada uno con sus propias

ventajas y desafios.

Los métodos de deteccién inmunoldgicos, basados en la utilizacion de
anticuerpos especificos de la ricina para capturar, identificar y cuantificar la toxina, son
técnicas con una gran especificidad, sensibilidad y selectividad para la deteccion de la
ricina. Sin embargo, también presentan algunas limitaciones. Concretamente, en el
presente trabajo, dentro de este tipo de métodos, se ha hablado de ELISA, LFIA e IPCR.

El ensayo ELISA es una de las técnicas inmunoldgicas mas utilizadas en los
laboratorios, debido a su alta sensibilidad y especificidad y su protocolo relativamente
sencillo de seguir y de implementar en los laboratorios, pero los tiempos de incubacién
largos y la incapacidad de medir la bioactividad de la ricina, ya que no permite
distinguir si estd en su forma activa con actividad citotdxica o no, hacen que esta no sea
una técnica eficaz en la deteccion rapida de contaminaciones en casos de bioterrorismo

o0 de intoxicaciones por ricina en los que se necesite una actuacion rapida.

El ensayo LFIA, por su parte, ofrece diversas ventajas, como la rapidez en la
deteccidn, la capacidad de realizar esta prueba in situ en el lugar de atencion a la posible

victima de envenenamiento o en el lugar de una posible contaminacion ambiental, por
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ejemplo, sin necesidad de utilizar equipos especializados, la relativamente alta
especificidad y sensibilidad, dependiendo del fabricante y de los anticuerpos utilizados,
la facilidad de uso y su precio econémico. Por otro lado, la principal limitacion de este
método de deteccion es la posibilidad de falsos positivos y falsos negativos, con lo que
no es un método de deteccion muy exacto ni fiable. Por todo ello, el LFIA resulta muy
atil como una primera aproximacion en casos de sospecha de envenenamiento o

contaminacion por ricina, pero no como prueba confirmatoria.

En cuanto a la IPCR, su punto fuerte es la disminucion del limite de deteccion
respecto a las otras dos técnicas inmunoldgicas, llegando a detectar concentraciones del
orden de fg/ml, debido a la amplificacion de la ricina por PCR. Esta técnica es aplicable
a la deteccion y cuantificacion de ricina tanto en muestras biolégicas como ambientales
y alimentarias, con lo que, sumando esto a su gran sensibilidad, resulta de gran utilidad
en el control de contaminaciones alimentarias y ambientales y en la deteccion forense
de intoxicaciones por ricina. Debido a que incluye una primera etapa de ELISA y una
segunda de amplificacion por PCR, ambos procesos de una duracién media de varias
horas, el tiempo de ensayo es elevado comparado con otras técnicas mas sencillas como
el LFIA, con lo que no es una buena opcion para la deteccion rapida de posibles
amenazas bioterroristas ni para el diagndstico clinico de intoxicaciones por ricina, pero
si para el control de calidad y bioseguridad de alimentos y entornos naturales o la
deteccidon a nivel forense de posibles muertes por envenenamiento intencionado o

intoxicacion accidental por ricina, entre otras aplicaciones.

En cuanto a las técnicas espectroscOpicas descritas en este trabajo, la mas
utilizada para la deteccion y cuantificacion de ricina es la cromatografia de liquidos
acoplada a espectrometria de masas que, como se demuestra en los diversos estudios
citados en el apartado anterior, resulta muy util en la deteccion de la adenina liberada
del bucle SRL del ARNr 28S por accion de la cadena A de la ricina, permitiendo la
deteccidn de la presencia de esta toxina en su forma activa. Esta es la principal ventaja
respecto a los métodos descritos anteriormente, como el ELISA o la IPCR, la
posibilidad de detectar la ricina bioactiva, un aspecto clave en la deteccion de
contaminaciones e intoxicaciones. Ademas, esta técnica también permite la deteccion
directa de la ricina y, debido a la eficacia de la cromatografia de liquidos como método
de separacion, permite aislar la ricina de otras sustancias en muestras complejas

alimentarias o de fluidos bioldgicos donde normalmente resulta mas dificil de detectar,
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por la alta complejidad matricial de estas muestras, que crea interferencias en el analisis,
y la baja concentracion a la que se suele encontrar la toxina en el organismo. Este es un
aspecto crucial ya que el desarrollo de un método de deteccion répido y eficaz en
muestras bioldgicas faciles de obtener como la sangre resulta vital para la mejora de la
deteccion temprana en pacientes sospechosos de haber sufrido un envenenamiento o
intoxicacion por ricina y poder asi aplicar el tratamiento adecuado. Por lo tanto, la
cromatografia de liquidos acoplada a espectrometria de masas resulta de gran utilidad a
la hora de detectar de forma sensible, répida y precisa la ricina tanto en muestras

alimentarias como ambientales y biologicas.

Por otra parte, encontramos también entre las técnicas espectroscopicas la
espectrometria de masas MALDI-TOF, basada en la determinacion de la masa de los
iones formados a partir de la excitacion de los &tomos de la muestra mediante un laser
para obtener informacion estructural, y la SPR, que analiza en tiempo real las
interacciones de union entre moléculas a partir de los cambios que se producen en la luz
reflejada. Mientras que MALDI-TOF MS permite la deteccion y cuantificacion de la
ricina bioactiva mediante el analisis de la liberacién de adenina y una deteccion
estructural mediante la identificacion de secuencias caracteristicas de la ricina, cosa que
le aporta a la técnica una gran especificidad y aplicabilidad, la SPR no tiene la
capacidad de diferenciar entre la ricina activa y la no activa, ya que no se basa en la
deteccidn de adenina liberada, sino en la unién de la ricina a residuos de manosa y no en
su actividad citotoxica. Por otra parte, el limite de deteccion de la SPR es mayor que el
de la cromatografia de liquidos o la IPCR, con lo que su sensibilidad es menor que la de

estas otras técnicas.

No obstante, todas estas técnicas espectroscopicas de las que se ha hablado
requieren del uso de equipos especializados que normalmente tienen un alto coste
economico o, alternativamente, se deben enviar las muestras a servicios técnicos o
laboratorios externos para que realicen alli las pruebas de deteccion y cuantificacion,
con lo que se aumenta considerablemente el tiempo necesario para obtener los

resultados.

Ademéas de estos métodos convencionales, también se estdn explorando
enfoques emergentes en la deteccion y cuantificacion de la ricina, como la

secuenciacion directa de ARN utilizando un secuenciador ONT y el uso de modelos
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celulares y biosensores. Estas prometedoras metodologias podrian permitir una
deteccion y cuantificacion mas rapida, sensible y portatil de la ricina en diversos
entornos, incluidos los puntos de control fronterizos, los sistemas de vigilancia y los
dispositivos de campo, aunque de momento adn presentan limitaciones en cuanto a
precision y aplicabilidad al analisis de muestras complejas como por ejemplo alimentos,

donde la presencia de interferencias dificulta la deteccion precisa de la ricina.

En conclusion, la deteccidn y cuantificacion de la ricina sigue siendo un area de
investigacion activa y en constante evolucion. Los métodos convencionales
inmunoldgicos y espectroscopicos han demostrado ser eficaces en la deteccion de esta
toxina, cada uno con sus propias ventajas y limitaciones. El desarrollo de nuevas
tecnologias podria mejorar aun mas la capacidad de deteccion y cuantificacion de la
ricina, contribuyendo asi a la proteccién de la salud publica y la seguridad, de forma que
se necesitan investigaciones adicionales para abordar los desafios existentes y
desarrollar métodos de deteccidn confiables y efectivos en todo tipo de entornos y en
tiempos lo suficientemente cortos como para permitir una actuacion rapida y eficaz del

personal pertinente frente a las distintas situaciones.
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6. Conclusiones

El presente Trabajo de Fin de Master proporciona una revision bibliografica

exhaustiva sobre los métodos utilizados actualmente para la deteccion y cuantificacion

de la ricina, una proteina de origen natural altamente tdxica con un gran potencial como

arma bioterrorista, en el contexto de la quimica forense. Se han recopilado y analizado

diversos estudios cientificos para comprender el estado actual de los métodos de

deteccion y cuantificacion de esta toxina y sus perspectivas de futuro.

Las conclusiones derivadas de esta investigacion bibliografica son las siguientes:

1.

La deteccion répida de la ricina es crucial para la implementacion
temprana de las medidas adecuadas para responder a cada situacion, ya

sea una amenaza bioterrorista o una intoxicacién por ricina.

Los métodos de deteccion tradicionales han demostrado ser efectivos
para la deteccion y cuantificacion de ricina, pero presentan limitaciones
como el tiempo de ensayo excesivamente largo o la dificil aplicabilidad

en ciertas situaciones o tipos de muestras.

En los Ultimos afos, la investigacion en el campo de la deteccion y
cuantificacién de la ricina ha impulsado el desarrollo de nuevas
tecnologias y enfoques para detectar esta toxina de forma mas sensible,

selectiva y répida.

A pesar de las nuevas tecnologias y los avances en cuanto a los métodos
de deteccion y cuantificacion de la ricina, todavia existen desafios y
limitaciones a abordar, abriendo nuevas lineas de investigacion para el
futuro, como la mejora de la sensibilidad, selectividad y aplicabilidad de
las técnicas existentes y la reduccion del tiempo de andlisis, para una

deteccién y cuantificacion alin mas rapida y precisa.

La investigacion y el desarrollo de nuevos métodos de deteccion y
cuantificacién de ricina mejorados es crucial para afrontar los desafios y

limitaciones de los métodos actuales.

El desarrollo e implementacion de métodos con tecnologias portéatiles

permitira la deteccion y cuantificacion rapida de la ricina en situaciones
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de emergencia como posibles intoxicaciones o contaminaciones de aguas

o alimentos de consumo humano.

En conclusién, de la revision bibliografica sobre los métodos de deteccion y
cuantificacion de la ricina realizada en este trabajo, se puede inferir que, aunque en las
ultimas décadas se han realizado avances de gran relevancia en este campo, se necesita
continuar investigando para el desarrollo de nuevos métodos y la mejora de los
existentes para conseguir una deteccion y cuantificacion mas sensible, selectiva y

eficiente de la ricina en todo tipo de situaciones y entornos.
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7. Abreviaturas

-ADN: Acido Desoxirribonucleico.
-ARNr: Acido Ribonucleico ribosémico.
-COPI/COPII: Coat Complex Protein I/11, Proteina coatomera I/11.

-ELISA: Enzyme-Linked Immunosorbent Assay, Ensayo inmunoabsorbente ligado a

enzimas.

-IPCR: Immuno-Polimerase Chain Reaction, Inmuno-reaccion en cadena de la

polimerasa.
-KCs: Kupffer Cells, Células de Kupffer.

-LC-MS: Liquid Chromatography-Mass Spectrometry, cromatografia de liquidos

acoplada a espectrometria de masas.
-LFIA: Lateral Flow Immunoassay, Inmunoensayo de flujo lateral.
-LSECs: Liver Sinusoidal Epithelial Cells, Células endoteliales sinusoidales hepéticas.

-MALDI: Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization, Desorcion/ionizacion laser

asistida por matriz.

-MALDI-TOF/MS: Matrix-Assisted Laser Desorption/lonization - Time-of-Flight
Mass Spectrometry, Desorcion/ionizacion laser asistida por matriz-tiempo de

vuelo/espectrometria de masas.

-MS: Mass Spectrometry, Espectrometria de masas.

-ONT: Oxford Nanopore Technologies.

-PCR: Polimerase Chain Reaction, Reaccion en cadena de la polimerasa.
-RE: Reticulo Endoplasmatico.

-RIPs: Ribosomes Inactivating Proteins, Proteinas inactivadoras de ribosomas.
-ROS: Reactive Oxygen Species, Especies reactivas de oxigeno.

-RTA: Ricin Toxin A chain, Cadena A de la toxina ricina.

-RTB: Ricin Toxin B chain, Cadena B de la toxina ricina.
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-SCX: Strong Cationic Exchange, Intercambio Cationico Fuerte.

-SERS-LFIA: Surface-Enhanced Raman Scattering-Lateral Flow Immunoassay,

Espectroscopia Raman mejorada en superficie-inmunoensayo de flujo lateral.
-SPR: Surface Plasmon Resonance, Resonancia de plasmones superficiales.

-SRL.: Sarcin-Ricin Loop, Bucle sarcina-ricina.
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10.Anexo

Tabla 1 Tabla resumen de los métodos de deteccion y cuantificacion de ricina descritos en el apartado 4. De
izquierda a derecha, se muestra el nombre de cada método, el tipo de ensayo del que se trata, el limite de
deteccion obtenido para la ricina, si tiene o no la capacidad de detectar la bioactividad de esta toxina y sus ventajas
y limitaciones en cuanto a la deteccidn y cuantificacidn de la ricina. Fuente: Elaboracién propia.

, Tipo de Limite de Deteccion . C o
Método ., de la Ventajas | Limitaciones
ensayo deteccion | _ . .
bioactividad
-Gran
sensibilidad y “Tiempo de
ELISA tipo 0.2-14 N especificidad
sandwich ng/ml>*>3 © -Protocolo censayo
: prolongado
sencillo
-Deteccion
rapida
-Portabilidad
Gran -Equipos -Posibilidad de
LFIA Varia‘t?ilidad No especializados falsos pos:itivos
Inmunoensayos segun el no necesarios y negativos
fabricante -Precio
econdémico
-Facilidad de
uso
-Gran
sensibilidad y
especificidad -Tiempo de
IPCR 10 t;g/rf;}féo No -Aplicable a ensayo
pg/m todo tipo de prolongado
muestras
Inmunoensayo + -Gran -Necesidad de
SERS-LFIA técnica 0.1 ng/ml*® No sensibilidad y equipos
espectroscopica especificidad | especializados
1-5 , -Gran y de alto coste
LC-MS ng/m1%+¢7 Si sensibilidad y | econdémico o
especificidad | dependencia de
MALDI-TOF/MS 8 ng/m1®-"° Si -Deteccion laboratorios
rapida externos
. -Necesidad de
Técnicas .
espectroscopicas €qupos
especializados
SPR 30 ng/ml’" No -De,tef:ci(’)n y de a,lto‘coste
rapida economico o
dependencia de
laboratorios
externos
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-Menor
sensibilidad
-Gran -Alta tasa de
especificidad error
Secuenciacion Secuenciacion 0.9 ng/ml” S -Deteccion -Falta de
directa de ARN ONT ' rapida ensayos a
-Portabilidad | concentraciones
letales de ricina
-Tiempo de
ensayo
Ensayos en cultivos Bioensayo 0.3-200 ng- S -Protocolo prolongado
celulares ml”>77 sencillo -Necesidad de
equipos
especializados
-Menor
-Deteccion precision y
rapida fiabilidad
-Portabilidad | -Necesidad de
10 pg/ml-
. Sensores - -Protocolo comprobar los
Biosensores (- 10 ng/ml No .
quimicos 26 sencillo resultados
-Coste mediante
economico pruebas
menor confirmatorias
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