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Introduccion

Uno de los principales retos de la aplicacion de
cromatografia de liquidos y espectrometria de masas (LC-
MS) en bioanadlisis, especialmente cuando se utilizan
fuentes de electrospray (ESI), es la eliminacién de los
efectos matriz producidos por sustancias enddgenas tales
como fosfolipidos y proteinas. Dado que la composicion de
las matrices bioldgicas es compleja y variable, y ademas los
componentes de interés se encuentran a muy baja
concentracion, se requieren procedimientos efectivos de
limpieza de muestra para alcanzar la sensibilidad vy
selectividad demandada [1].

La eliminacion de proteinas mediante precipitacién (PPT)
o exclusion en materiales de acceso restringido (RAM) esta
bien establecida en bioanalisis. Sin embargo, dado el
caracter anfifilico de los fosfolipidos, ninguno de los
tratamientos generalmente aplicados a muestras
biolégicas (ej. extraccion liquido-liquido o extraccidon en
fase solida) son eficaces en su eliminacion [1].

Los fosfolipidos se acumulan en la superficie de las gotas
de electrospray y originan la supresién de la ionizacién en
LC-ESI-MS de los analitos con los que co-eluyen debido a
que inhiben la liberacion de éstos a la fase gaseosa [2].

Asimismo, se adsorben fuertemente a la fase estacionaria
de LC y producen cambios en los tiempos de retencion de
los analitos, incrementos en la linea de base del
cromatograma y curvas de calibraciéon divergentes [3].

La estrategia mas utilizada en la actualidad para la
reduccion de los efectos matriz producidos por fosfolipidos
es la combinacion de PPT y SPE [4]. Existen en el mercado
diferentes compafiias que comercializan sistemas para tal
fin (ej. Hybrid SPE™ de Sigma Aldrich, Ostro™ de Waters,
Captiva™ ND de Agilent and Phree™ de Phenomenex). Los
extractos producidos contienen menor cantidad de
fosfolipidos que los obtenidos usando sélo PPT o SPE, pero
en muchas aplicaciones, las recuperaciones alcanzadas
para los analitos son muy bajas. Por lo tanto, se requiere el
desarrollo de plataformas de tratamiento de muestra,
aplicables a todo tipo de matriz bioldgica, ya sea liquida
(ej. orina, suero, saliva, fluido cerebroespinal y leche
materna) o sdlida (ej. pelo y ufia) que eliminen
eficazmente los efectos matriz en LC-ESI-MS/MS vy
extraigan cuantitativamente los analitos.

Los resultados que aqui se presentan forman parte de una
investigacion mas amplia, actualmente en desarrollo por el
grupo de investigacion Quimica Analitica Supramolecular,
que trata de dar respuesta a esta demanda mediante el
uso de disolventes supramoleculares con propiedades de
acceso restringido (SUPRAS-RAM) [5].

Eliminacion de efectos matriz en bioanalisis
utilizando SUPRAS-RAM volatiles

Los SUPRAS son liquidos nanoestructurados obtenidos a
partir de disoluciones coloidales de sustancias anfifilicas
mediante fendmenos espontaneos de autoensamblaje y
coacervacion [6]. Su excepcional eficacia para la extraccion
de compuestos orgdnicos en un amplio intervalo de
polaridad deriva de los mecanismos mixtos de interaccién
que ofrecen (presentan microambientes polares y no
polares), y la elevada cantidad de centros enlazantes que
contienen (la concentracidn de tensioactivo en el SUPRAS
es del orden de mg/uL). Como resultado, los SUPRAS son
idéneos para el desarrollo de plataformas aplicables a un
amplio intervalo de analitos (ej. para la evaluacién de la
exposicion humana al efecto combinado de compuestos
guimicos en estudios epidemioldgicos).

Una de las caracteristicas mds interesantes de los SUPRAS
es que su composicidn, estructura y propiedades pueden
disefiarse para que cumplan funciones especificas. Las
nanoestructuras que conforman los SUPRAS son labiles y
reversibles, ya que las moléculas anfifilicas estan unidas
mediante enlaces no covalentes, y esta caracteristica
ofrece la oportunidad de disefar disolventes a la carta
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mediante la modificacién de las condiciones ambientales
en las que se produce la coacervacion.

Para que un SUPRAS sea aplicable al desarrollo de
plataformas universales dirigidas a la eliminacién del
efecto matriz en bioanalisis, éste debe presentar elevada
capacidad de extraccion para un amplio tipo de
compuestos y eliminar eficazmente los macro-
componentes de la matriz (ej. proteinas, fosfolipidos y
polisacaridos).

La eliminacidn de proteinas, y en su caso polisacaridos,
puede realizarse facilmente con el uso de SUPRAS-RAM
[5]. Se trata de SUPRAS producidos a partir de acidos
carboxilicos o alcoholes alquilicos en un medio de THF-
agua. Las moléculas anfifilicas forman en el SUPRAS
agregados hexagonales inversos que contienen cavidades
acuosas delimitadas por los grupos polares del
tensioactivo, mientras las cadenas hidrocarbonadas estan
disueltas en THF (Fig. 1A-C). Mediante la seleccion del
porcentaje de THF y agua utilizado en el proceso de
coacervacion puede modificarse la composicion del
SUPRAS, en términos de proporcion relativa de
tensioactivo, THF y agua, asi como los tamaios de las gotas
de coacervado (Fig. 1D-F) y las cavidades acuosas. Esto
permite el disefio de SUPRAS con cavidades acuosas lo
suficientemente pequefias para disolver moléculas polares
e idnicas de bajo peso molecular y excluir macromoléculas
polares tales como los polisacaridos (Fig. 1G). Por otro
lado, las proteinas floculan en el medio de extraccion
debido a la disminuciéon de la constante dieléctrica en
presencia de THF y la formacién de complejos con el
tensioactivo que forma parte del SUPRAS (Fig. 1G y 1H). En
esta precipitaciéon se eliminan parte de los fosfolipidos
presentes en la muestra, sin embargo, una gran fraccion de
los mismos se extrae en el SUPRAS mediante la formacién
de agregados mixtos.

Los fosfolipidos presentes en las matrices bioldgicas son
fundamentalmente glicerofosfolipidos (ej. fosfatidilcolina,
lisofosfatidilcolina, fosfatidiletanolamina) y esfingolipidos.
Su concentracién varia ampliamente entre individuos vy el
tiempo de recogida de la muestra. Una estrategia eficaz
para la completa eliminacién de los mismos es el uso de
SUPRAS-RAM constituidos por compuestos anfifilicos
volatiles [7]. Para ello, el extracto del SUPRAS-RAM que
contiene el compuesto anfifilico, los analitos y los
fosfolipidos, entre otros componentes minoritarios de la
matriz, se evapora a sequedad. Los analitos se extraen a
partir del residuo, integrado fundamentalmente por
fosfolipidos, mediante extraccion con un volumen
pequefio de disolvente, en el que presentan elevada
solubilidad, utilizando tiempos de extraccion muy cortos.
La solubilizacion preferencial de los analitos en el
disolvente en relacién a los fosfolipidos se basa en la
diferente velocidad de extraccion; los componentes de la
matriz difunden mas lentamente al disolvente que los
analitos [8].

La Figura 2 muestra un protocolo general para la
eliminacién de efectos matriz en fluidos bioldgicos
utilizando SUPRAS-RAM volatiles y la Figura 3 muestra la
efectividad de este protocolo para la eliminacién de
fosfolipidos en muestras de orina [7].
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Figura 1. (A-C) Microfotografias obtenidas mediante crio-
SEM para (A) un SUPRAS constituido por decanol-THF-
agua; (B) una de las gotitas que lo conforman y (C) la
estructura de la superficie de la gotita. (D-F)
Microfotografias obtenidas mediante microscopia dptica
de las gotitas que forman el SUPRAS, sintetizadas a partir
de diferentes porcentajes de tetrahidrofurano: (D) 20%, (E)
50% y (F) 60%. (G) Esquema del mecanismo fisico y quimico
de exclusion de polisacdridos y proteinas por el SUPRAS. (H)
Fotografia de la extraccion de bisfenoles en orina por un
SUPRAS-RAM.
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Figura 2. Protocolo general para la eliminacion de efectos matriz en el andlisis de fluidos biolégicos mediante LC-ESI-MS/MS.
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Figura 3. (A) Cromatogramas obtenidos a partir de la extraccion de orina con SUPRAS-RAM voldtiles (A: modo barrido, B-F:
modo SIM) y analizados sin (rojo) y con (azul) evaporacion del extracto, mediante LC-ESI-MS/MS. Los cromatogramas en color
negro corresponden a metanol puro. Los valores de m/z (A= 430-850; B=790.5; C=520.3; D=703.5; E=735.6; F=718.5)
corresponden a fosfolipidos que pertenecen a las clases: B: fosfatidilcolina; C: Lisofosfatidilcolina; D-E: esfingomielina; F:

fosfatidiletanolamina [7].

Hasta la fecha, la estrategia descrita se ha utilizado para la
determinacién de bisfenol A (BPA) en orina [7] y la
determinacién de 13 bisfenoles y derivados en saliva, que
constituyen las investigaciones objeto del estudio aqui
presentado.

Los bisfenoles (BPs) son alteradores endocrinos utilizados,
entre otras aplicaciones, en la sintesis de policarbonatos y
resinas epoxi que son el material base para la fabricacidon
de envases alimentarios. Los bisfenoles pueden migrar
desde el envase hasta el alimento y generalmente
constituye la principal fuente de exposicidon para humanos.

En la Figura 4 se muestra el cromatograma de iones totales
obtenido mediante LC-ESI-MS/MS para el analisis de
diferentes bisfenoles (BPA, BPB, BPE, BPF, BPP, BPS, BPZ,
BPAF y BPAP) y derivados clorados de BPA (MCBPA,
DCPBA, TCBPA y TeCBPA) en muestras de saliva fortificada
(5 pg/L). EI método analitico desarrollado permite la
determinacién de todos los bisfenoles y derivados, con
recuperaciones comprendidas en el intervalo 83-105% y
desviaciones estandar relativas comprendidas entre el 2 y
el 10%. Los limites de deteccion estan comprendidos en el
intervalo 4-32 ng/L.
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Figura 4. Cromatograma de iones totales obtenido mediante LC-ESI-MS/MS para el andlisis de una muestra de saliva
fortificada con 5 ug/L de bisfenoles y derivados después de extraccion con un SUPRA-RAM voldtil de hexanol-THF-agua.

El método se ha aplicado a la determinacién de la
concentracion de bisfenoles y derivados en saliva de 11
individuos sanos (fumadores y no fumadores) antes vy
después de la ingesta de comida enlatada. En la Tabla 1 se
muestran, a modo de ejemplo, los resultados obtenidos
para uno de los individuos participante en el estudio.

Investigaciones actuales en nuestro laboratorio estan
demostrando que esta estrategia es valida para el analisis
de drogas en una amplia variedad de matrices (ej. orina,
suero, saliva, sudor, leche materna, pelo y ufias), con lo
que su potencial para el desarrollo de una plataforma
genérica de eliminacion del efecto matriz en bioandlisis
usando LC-ESI-MS/MS es muy prometedor.

Tabla 1. Concentracion de bisfenoles y derivados hallados
en el andlisis de saliva, antes y después de la ingesta de
alimentos enlatados.
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[BPs] pre- | [BPs] pos-

ingesta ingesta

(ng-L?) (ng-L?)
BPA 0,36 0,91
BPB <L0Q 0,02
BPE <L0Q 0,03
BPF 0,63 0,85
BPP <LoQ 0,06
BPS 0,02 0,05
BPZ 0,01 0,05
BPAF <LoQ 0,03
BPAP <LoQ 0,04
MCBPA 0,02 0,12
DCBPA <LoQ 0,02
TCBPA <LoQ 0,01
TeCBPA <LoQ 0,02
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