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Resumen

En este proyecto se realizd una busqueda bibliografica sobre los métodos
electroquimicos usados como una herramienta alternativa en el estudio del
metabolismo de farmacos, se inici6 con los fundamentos generales del
metabolismo para entender mejor el proceso que se lleva a cabo y sus principales
enzimas metabolizadoras encontrando que la mas importante es el CYP450. En
este informe se mencionan los diferentes métodos convencionales usados para el
estudio del metabolismo como los son los de microsomas hepaticos, fracciones
S9, hepatocitos y otros mas complejos como los modelos 3d de cultivo,
describiendo de manera general estos métodos, mencionando sus ventajas vy
desventajas. También se describen y muestran ejemplos de los nuevos métodos
electroquimicos que facilitan mas el estudio del metabolismo siendo menos
costosos y requiriendo menor tiempo en comparacion con los convencionales,
como lo son los biosensores enzimaticos, métodos que emplea la electroquimica
acoplada en linea con espectroscopia de masas (EC/MS), electroquimica
acoplada a cromatografia liquida- espectrometria de masas (EC / LC / MS) o
métodos como el chip electroquimico de microfluidica. Después se mencionan los
parametros a considerar para proporcionar mejores resultados en el estudio y se
da un ejemplo de la nueva investigacion usando el acoplamiento de la
nanotecnologia con la electroquimica. Por ultimo se presentan los retos que
todavia se tienen en el estudio de los metabolitos in-vitro para mejorar la

simulacion del metabolismo.



Introduccién

Este proyecto se enfocara en estudiar el metabolismo de los farmacos a través de
métodos electroquimicos, durante el desarrollo de farmacos es muy importante el
conocimiento de las vias metabdlicas y el metabolismo de farmacos para explicar
las rutas de degradacibn de nuevos compuestos activos y sustancias
potencialmente téxicas. (Portychova & Schug, 2017), el conocimiento a tiempo
sobre los efectos farmacolégicos y toxicolégicos de los metabolitos de farmacos es
deseable para evaluar su biodisponibilidad, actividad y perfiles de seguridad en

humanos (Potega et al., 2021).

En la actualidad existen muchos métodos in-vitro para el estudio del metabolismo,
como se sabe la mayoria de los ingredientes farmacéuticos activos son
transformados oxidativamente por el higado en metabolitos, por lo que estos
métodos se encargan de simular los procesos en el higado humano, para lograr
esto se requieren de las principales enzimas metabolizadoras de farmacos como
el citocromo P450 (CYP), por lo que el enfoque principal para la identificacion de
compuestos terapéuticos utiles es la actividad metabdlica de estas enzimas
hepaticas (Krishnan., 2020). Debido a esto los estudios a menudo se basan en la
incubacion de farmacos con hepatocitos primarios, homogeneizados de higado
con enzimas hepaticas, y principalmente en microsomas hepaticos humanos o de
rata. Esta es una de las aplicaciones mas estudiadas y documentadas, sin
embargo, estas estrategias son relativamente complejas, caras y requieren mucho
tiempo. (Portychova & Schug., 2017).

Es por esto que se han establecido otros métodos de investigacion, alternativos a
los de materiales bioldgicos, para predecir el metabolismo de los farmacos. Uno
de ellos es la electroquimica acoplada en linea con la espectrometria de masas
(EC / MS) la cual es una técnica no enzimatica que ha mostrado resultados muy
prometedores en la generacién de una variedad de metabolitos (Potega et al.,
2021). Debido a que la reactividad de una biomolécula o un farmaco a menudo se
observa a través de la actividad de una enzima, las enzimas redox estan siendo

de gran importancia en muchas investigaciones electroquimicas, las cuales



comenzaron a partir de enfoques electroquimicos llevados a cabo directamente en
estas enzimas (Buriez & Labbé., 2020).También se exploran los biosensores
inspirados en la nanotecnologia de los CYP o los microsomas hepaticos humanos
para la biodeteccién de farmacos y la produccion mejorada de metabolitos.
(Krishnan., 2020). Aunque la electroquimica, se introdujo originalmente para
producir metabolitos o para caracterizar los estados redox y la reactividad de una
enzima especifica, en la actualidad se ha considerado utilizar para describir el
paso a paso de las vias metabdlicas (Buriez & Labbé., 2020). De acuerdo con lo
mencionado anteriormente este proyecto busca ayudar a mejorar los
conocimientos y aplicacion de los métodos electroquimicos actuales relacionados

con el estudio del metabolismo de farmacos in-vitro.

Objetivos:

General:

Revisar los métodos electroquimicos para produccién de metabolitos de farmacos.

Especificos:

* Discutir los fundamentos del metabolismo de los farmacos
* Estudiar los aspectos para la produccion de metabolitos de los farmacos in vitro

* Revisar los procedimientos de métodos analiticos convencionales para el estudio

de metabolismo de farmacos.

* Investigar sobre las ventajas y procedimientos para llevar a cabo los métodos

electroquimicos en la obtencién de los metabolitos

* Analizar los parametros importantes en la obtencion de los metabolitos por

meétodos electroquimicos
* Resaltar el impacto de la nanotecnologia en el desarrollo del metabolismo in vitro

* Determinar los retos en el desarrollo de los metabolitos en vitro



Metodologia

En este trabajo de investigacion documental, se pretende obtener, revisar,
analizar, interpretar y comparar informacién, mediante una revisién bibliografica,
utiizando base de datos como Bidi UAM, Google Scholar, SCOPUS, Science

Direct, SciELO, Science Finder, Web of Science, Elsevier.

Se buscaran y utilizaran articulos recientes con no mas de 5 afios de antigiedad
dando prioridad a los de afos mas recientes. También se dara prioridad a

editoriales de revistas reconocidas.
Palabras claves que se incluiran en las busquedas, en inglés y espaiol, son:

- Ingles: cytochrome p450, metabolite, drug metabolism, electrochemical methods,

electrochemistry, biosensors, electrolysis, in-vitro.

- Espafiol: citocromo P450, metabolito, metabolismo de farmacos, métodos

electroquimicos, electroquimica, biosensores, electrolisis, in-vitro.



Fundamentos metabolismo de farmacos

El destino de un farmaco en un organismo a menudo se describe en la
farmacocinética mediante el acronimo ADME o, mas exactamente, LADME
refiriéndose a la liberacion, absorcion, distribucion, metabolismo, excrecion (figura
1), este va a ser el proceso por el que tiene que pasar un farmaco al entrar en el
organismo. (Buriez., 2020). Como se menciona el metabolismo es uno de los
cuatro parametros farmacocinéticos (Khan & Philip., 2018) mediante el cual los
farmacos lipofilicos se convierten en productos hidrofilicos facilitando su
eliminacién, siendo un proceso de biotransformacion complejo en el que los
farmacos se modifican estructuralmente a diferentes moléculas con ayuda de
diversas enzimas metabolizadoras (Zhang & Tang., 2018).Generalmente un
farmaco se metaboliza de forma secuencial una vez administrado el farmaco
original (activo), inicialmente se convierte en un metabolito primario el cual puede
tener una segunda biotransformacion generando un metabolito (Talevi & Quiroga.,
2018).Este proceso se lleva a cabo principalmente en el reticulo endoplasmico liso
de las células hepaticas, pero también se puede producir en otros sitios en menor
medida como son en las células epiteliales del tracto gastrointestinal, la piel, los

rifiones y los pulmones (Khan & Philip., 2018).

A Liberacion
Absorcion

o * ™ a Distribucign
» 1

Metabolizmo

\J

Excrecion

Figura 1 : Proceso ADME que lleva a cabo un farmaco al ingresar al organismo.

Buriez & Labbé. 2020. Adaptado con permiso de Elsevier



El metabolismo se encarga principalmente de eliminar las moléculas endégenas y
exdgenas del organismo. (Abdulhameed et al., 2017), generando que los farmacos
se vuelven mas polares, ionizables y, por tanto, mas solubles en agua produciendo
una mejor eliminaciéon, ademas se encarga de llevar a cabo la desactivacion es
decir la desintoxicacion (Khan & Philip., 2018). Ademas de la modificacién
fisicoquimica del farmaco administrado los metabolitos resultantes generalmente
se inactivan o tienen una actividad menor pero en ciertos casos también pueden
ser farmacolégicamente activos (Talevi & Quiroga., 2018), generando metabolitos
activos con actividad farmacoldgica similar o mayor ,esto mediante un proceso de
bioactivacién generando un producto metabdlico con actividad contra la misma
diana farmacoldgica que la molécula madre (Hrynchak et al., 2017).También en
algunos casos, el metabolismo puede convertir los farmacos en metabolitos o
intermedios quimicamente reactivos, debido a una alta electrofilia, esos
metabolitos reactivos pueden reaccionar con componentes de proteinas celulares ,
ADN, o incluso las enzimas metabolizadoras (que catalizan la formacion de
metabolitos reactivos) y pueden alterar las funciones celulares normales o
desencadenar respuestas inmunes secuenciales causando toxicidad. (Zhang &
Tang., 2018).

Como se comentd anteriormente los medicamentos se convierten en varios
metabolitos al metabolizar las enzimas en el cuerpo , a continuacion, se muestra
una lista de los diferentes productos que se puede producir durante el

metabolismo de farmacos:

» |nactivacion o desintoxicacion del farmaco.

= Metabolito (s) con actividad similar.

» Metabolito con actividad diferente.

= Intoxicacion por drogas.

= Activacion de drogas.



= Metabolito con una actividad farmacologica completamente nueva (Khan &
Philip., 2018).

La generacion de metabolitos activos o metabolitos téxicos pueden provocar
importantes efectos secundarios por lo que es importante conocer los mecanismos
de biotransformacion de nuevos candidatos a farmaco, la identificacién de
metabolitos ayudara a eliminar los candidatos inapropiados en un etapa temprana,
antes de seguir con las fases de desarrollo mas costosas. Por medio del estudio
del metabolismo de farmacos nos permite explicar la activacion metabdlica asi
como las rutas de desactivacién de nuevos compuestos biolégicamente activos,
especialmente con respecto a su posible toxicidad (Potega et al., 2019), es decir,
se encarga de determinar los efectos farmacoldgicos y toxicolégicos de un
farmaco en humanos. Siendo procesos clave para mejorar los compuestos
principales, obtener propiedades 6ptimas, identificar nuevas entidades quimicas
basadas en el hallazgo de metabolitos activos, minimizar las posibles
responsabilidades de seguridad debido a la formacién de metabolitos reactivos o
téxicos (Zhang & Tang., 2018).

e Fases del metabolismo
El metabolismo o biotransformacion de farmacos por enzimas metabolizadoras se
puede clasificar en reacciones de fase | o reacciones de funcionalizacion y fase Il
o reacciones de conjugacion (Li et al.,, 2018). La mayoria de los ingredientes
farmacéuticos activos son oxidativamente transformado por el higado en
metabolitos produciendo reacciones de biotransformaciéon en el higado
conduciendo principalmente a la hidrélisis u oxidacién (farmaco de fase 1 del
metabolismo) y reacciones biosintéticas que conjugan metabolismo con glutation,
sulfatos, aminoacidos o acetatos (fase-2 metabolismo de farmacos, conduce a

metabolitos desactivados) (Gutmann et al., 2020).

o Reacciones de fase |

Se reconoce como las reacciones de funcionalizacién, en esta fase se suele

transformar un farmaco en otro mas soluble y facil de eliminar, durante esta fase
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del metabolismo se llevan a cabo reacciones de oxidacion, reduccion, hidrolisis e
hidratacion (Hrynchak et al., 2017), donde las reacciones enzimaticas introducen
grupos funcionales, como pueden ser grupos -O-, -OH, -COOH, -NH, 0 -SH vy
mediante la adicidon de estos grupos funcionales puede alterar significativamente
las propiedades bioldgicas del farmaco o no encontrar una mejora drastica en la
solubilidad acuosa del farmaco. Por lo tanto, las reacciones de fase | alteran la
actividad farmacoldgica y pueden producir metabolitos del farmaco biolégicamente
inactivos, activos o incluso toxicos. (Khan & Philip., 2018). Produciendo
metabolitos quimicamente similares aunque son distintos quimicamente al
farmaco original tienen una actividad similar al compuesto original y en
ocasiones se puede tener un metabolito con mayor potencia que el farmaco

original (Talevi & Quiroga.,2018).

En esta fase | del metabolismo las enzimas metabolizadoras de farmacos mas
comunes que participan son las de la superfamilia CYP450 (tabla 2)
desempenando un papel importante en las reacciones permitiendo la modificaciéon
quimicamente de los farmacos. (Abdulhameed et al.,, 2017) (Hrynchak et al.,
2017).

Tabla 1 Principales enzimas de la superfamilia del CYP450

Enzima Farmacos

CYP3A4 Diazepam , eritromicina
CYP2D6 Amitriptilina, dextrometorfano
CYP2C9 Naproxeno, warfarina
CYP1A2 Paracetamol, cafeina
CYP2C19 Omeprazol , mefenitoina

(Talevi & Quiroga., 2018: Rocamora., 2021: Li et al., 2019)

o Reacciones de fase Il.

La fase Il del metabolismo son conocidas como reacciones de conjugacion
llevando se acabd reacciones de glucuronidacion, sulfatacion, conjugacion de

aminoacidos, acetilacion, metilacion o conjugacién de glutatién con ello se facilita
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la eliminacion (Hrynchak et al., 2017). Generando productos farmacolégicamente
inactivos y quimicamente no reactivos generando solo un 10% de metabolitos
toxicos. En esta etapa el farmaco o sus metabolitos forman conjugados con
sustancia endogenas de pequeio polar produciendo metabolitos mas hidrofilos y
grandes que no son capaces de difundirse a través de la membrana celular
necesitando de cofactores. (Khan & Philip., 2018 ; Talevi & Quiroga., 2018).

Durante esta fase las enzimas mas comunes que participan se presentan en la

tabla a continuacion.

Tabla 2 Principales enzimas de la fase Il metabolismo.

Enzima Tipo de Farmaco
reaccion
UDP-glucuronosiltransferasas Glucuronidacién | Oxazepam,
(UGT) Acetaminofeno
Sulfotransferasas (SULT) Sulfonacion Acetaminofeno,

Tibolona, budesonida

N-acetiltransferasas (NAT), Acetilacion Isonazina, hidracina
Catecol O-metiltransferasas | metilacion Noradrenalina,
(COMT) dopamina
Glutatién S-transferasas (GST) Conjugacién de | Acido etacrinico
glutatiéon
Transferasas de glicina Conjugacion de
glicina

(Talevi & Quiroga., 2018: Rocamora., 2021: Li et al., 2019).

Enzimas metabolizadoras de farmacos

Como se ha mencionado, la mayoria de los farmacos se eliminan principalmente
del organismo mediante procesos de metabolizacibn mediados por enzimas
(Zhang & Tang., 2018). Existen diferentes clases de enzimas que catalizan

diferentes pasos de las vias metabdlicas y estas enzimas catalizan la
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biotransformacion de los xenobioticos, incluidos los farmacos (Hrynchak et al.,
2017). Las enzimas metabolizadoras de farmacos median el metabolismo de
sustancias exdégenas y endogenas. A través de la transformacion metabdlica la
mayoria de los farmacos pierden sus actividades farmacolégicas. Por tanto, las
enzimas metabolizadoras juegan un papel extremadamente importante en el
control de la farmacocinética (Li et al., 2018). A continuacion, se resumen algunas
de las enzimas mas comunes en el metabolismo de farmacos durante la fase 1y

la fase 2.

e Citocromo P450 (CYP450)

Los citocromos P450 (CYP) pertenecen a la superfamilia de hemetiolato mono
oxigenasas, que cataliza la biotransformacién de mas de 200,000 sustancias
quimicas. Las enzimas CYP juegan un papel importante en la desintoxicacion de
compuestos bioactivos exdgenos, xenobidticos hidréfobos (carcindgenos,
farmacos, contaminantes ambientales, complementos alimenticios, medicamentos,
productos vegetales) y en la biotransformacion de compuestos bioactivos
endogenos (aminoacidos, colesterol, eicosanoides, acidos grasos saturados /
insaturados, melatonina, esteroides) ( Shumyantseva et al., 2018).El CYP450 es el
sistema metabolizador de farmacos de fase 1 mas importante participando en la
eliminacion del 70 al 85 % de los farmacos conocidos (Talevi & Quiroga., 2018).
Se encuentran principalmente en la membrana interna de las mitocondrias o en el
reticulo endoplasmico liso (Li et al., 2019) de los hepatocitos principalmente y de
los epitelios del intestino delgado, y en menor medida en los tubulos proximales de
los riflones. Pero también se distribuyen a través de varios tejidos y érganos,
incluidas las células de sangre periférica, plaquetas, aorta, glandulas
suprarrenales, tejidos adiposos, tejido nasal, tejidos vaginales, vesiculas
seminales, cerebro, pulmén, rifiones, intestino e higado. Siendo los cuatro ultimos
los que tienen mayor nivel de expresion de esta enzima (Abdulhameed et al.,
2017).

Las CYP son una clase de enzimas que catalizan una variedad de

biotransformaciones oxidativas y reductoras, que incluyen hidroxilacion de

11



carbono, oxidacion de heteroatomos, oxidacion de enlaces, desaturacion de
hidrocarburos, deshalogenacién de halocarbonos (Zhang & Tang., 2018), siendo la
oxidacion la reaccion principal en este proceso, en donde el oxigeno molecular
(O,) se utiliza como aceptor de electrones formando agua (H,O) o peroxido de
hidrogeno (H,0,) como subproductos (Khan & Philip., 2018).

e Otras enzimas distintas al CYP450

La contribucion de las enzimas distintas del P450 al metabolismo de los farmacos
puede ser significativa y afectar el desarrollo general de los farmacos. Las
enzimas no CYP se pueden dividir en cuatro categorias generales: oxidativas,
reductoras, conjugativas e hidroliticas. Las enzimas oxidativas no CYP incluyen
monooxigenasas que contienen flavina (FMO), monoamino oxidasas (MAO),
peroxidasas, xantina oxidasas (XO), aldehido oxidasa (AO), alcohol
deshidrogenasa (ADH) y aldehido deshidrogenasa (ALDH) (Li et al., 2019).

o las UDP-glucuroniltransferasas (UGT)

Las UDP-glucuroniltransferasas (UGT) son una familia de enzimas unidas al
reticulo endoplasmico que son responsables del proceso de glucuronidacion, (Li et
al., 2019) la cual es la principal via del metabolismo de los farmacos de fase Il, y
aproximadamente entre el 40% y el 70% de los compuestos humanos endégenos
y exbégenos se conjugan con productos finales glucuronidados. La actividad
funcional de las UGT esta controlada por la cantidad de enzimas disponibles. y la
cantidad de cosustrato disponible para conjugar el farmaco o el metabolito
(Abdulhameed., 2017).

Las UGT humanas incluyen 22 enzimas funcionales diferentes y se clasifican en
cuatro familias de genes, UGT1, UGT2, UGT3 y UGT8 . Las familias UGT1 y
UGT2 son principalmente enzimas involucradas en la glucuronidacion de
farmacos, mientras que la contribucién de las familias UGT3 y UGT8 al

metabolismo de farmacos es minima (Li et al., 2019).
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Aspectos para considerar en el metabolismo de farmacos in-vitro

e Farmacocinética y farmacodinamia

La farmacocinética (PK) se encarga del estudio cualitativo de todo el proceso
ADME por lo que es indispensable para establecer las relaciones y los
mecanismos subyacentes de un farmaco con sus actividades y beneficios
clinicos(Li et al., 2019).En los estudios farmacocinéticos in vitro generalmente se
utilizan varios modelos de lineas celulares cultivada utilizando en la investigacion
del metabolismo hepatocitos (Jaroch et al., 2018), lo que nos permitiendo obtener
informacion sobre el comportamiento farmacocinético in vivo de una molécula
antes de realizarlos un estudio in vivo ,siendo importantes para el disefio de

nuevas moléculas,(Rock & Foti., 2019)

Durante los estudios in-vitro se determina la solubilidad cinética en diferentes
tampones, estabilidad metabdlica en microsomas hepaticos, inhibicién de CYP en
microsomas hepaticos, permeabilidad, perfiles preliminares en hepatocitos
(Shankar & Vuppu, 2020).Un aspecto importante en la farmacocinética in-vitro es
el aclaramiento el cual es evaluado con diferentes modelos basados en células
.Todo esto se estudia para comprender los parametros farmacocinéticos de un
medicamento (Jaroch et al., 2018).Siendo el estudio del metabolismo un proceso
muy importante para mejorar los compuestos principales obteniendo propiedades
optimas de PK / PD, mediante estos estudios poder identificar nuevas entidades
quimicas basadas en el a partir del conocimiento de activos, minimizar las posibles
responsabilidades de seguridad debido a la formacién de metabolitos reactivos o
téxicos (Zhang & Tang., 2018)

Para el control de la farmacocinética son importantes las enzimas vy
transportadores  metabolizadores de farmacos. También los factores
transcripcionales y postranscripcionales, como los receptores nucleares y los ARN
no codificantes (ncRNA), son fundamentales en la PK por que nos permite
resolver problemas farmacocinéticos debido a que nos proporcionan informacion

detallada sobre la comprension de los mecanismos reguladores .Estos estudios de
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farmacocinética pueden mejorar el éxito del desarrollo de farmacos relacionados
con su eficacia y seguridad y mejorar el uso racional de los medicamentos en la

practica clinica ( Li et al., 2019)

Métodos convencionales

Existen varias técnicas metabdlicas in vitro, para activar o simular el metabolismo
que se lleva a cabo en el higado humano mediante estos estudios se imitan la
acciéon de un grupo fundamental de proteinas hepaticas conocidas como enzimas
metabolizadoras de farmacos (DEM) (Ooka et al., 2020), siendo los sistemas
biocataliticos por fracciones subcelulares los mas versatiles para generar
metabolitos (Shanu-Wilson et al., 2020)

Uno de los métodos mejor establecidos se basa generalmente en enzimas CYP
que se originan en el higado (Portychova & Schug., 2017), con los cuales se
puede evaluar la biotransformacién hepatica in vitro , incluida la biotransformacién
tanto de fase | como de fase Il, esto mediante diferentes modelos, que se pueden
agrupar en funcion de si se utiliza un método de células enteras o de fracciones
subcelulares, en las primeras se utilizan hepatocitos, rodajas de higado o higado
perfundido aislado, en las segundas estan incluidos microsomas hepaticos,
fracciones citosdlicas ,fraccion S9 y enzimas recombinantes expresadas por
ADNCc (Peeters et al., 2020: Rahman et al., 2019).Pero uno de los modelos mas

utilizados son los microsomas hepaticas (HLM) (Portychova & Schug., 2017)

e Microsomas hepaticas
Son utilizados generalmente para estudiar la actividad de importantes enzimas
hepaticas metabolizadoras de farmacos como el citocromo P450 (fase 1) y las
UGT (fase Il) (Horspool et al., 2020) debido a que son las enzimas responsables

del metabolismo de la mayoria de los farmacos (Ooka et al., 2020).

Estos estudios se basan en la incubacién de farmacos con microsomas hepaticos
humanos o de rata en donde posteriormente se realiza el aislamiento y deteccién

de los productos metabdlicos. (Portychova & Schug., 2017). Se realiza la
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incubacion in-vitro del compuesto principal con microsomas de higado humano en
distintos intervalos de tiempo. Primero se prepara una solucién la cual contiene
microsomas y un tampon adecuado, posterior a esto se inicia la reaccion
afiadiendo cofactor (ejemplo NADPH) y el farmaco, después se realiza una
pre-incubacion y se afiade NADPH para iniciar la reaccion enzimatica. Luego se
detiene la reaccion a distintos intervalos de tiempo (ejemplo 0,15,30,45,60,90,120
min) mediante la adicion de metanol y se realiza un proceso de ultracentrifuga a
las suspensiones de HLM para eliminar reactivos y contaminantes separando las
HLM de la solucién de incubacion y por ultimo es analizada por UPCL para la

deteccion de metabolitos. (Husain et al., 2021: Horspool et al., 2020).

Este método tiene la ventaja de tener un costo bajo y con una buena calidad
debido al aumento de productos HLM disponibles en el mercado (Horspool et al.,
2020), otra ventaja es que tiene una vida util larga logrando su conservaciéon hasta
10 afos a una temperatura -70°C, también muestran menor citotoxicidad
facilitando la aplicacion en sistemas de alto rendimiento ( HTS). Una deficiencia es
que requiere de cofactores para activar su metabolismo (Ooka et al., 2020).
También un punto importante a considerar en este estudio es la concentraciéon
Optima a utilizar de proteina HLM para aumentar la actividad enzimatica y
disminuir la unién inespecifica, al igual también cuidar la duracién de la incubacion

para evitar efectos de auto inactivaciones (Horspool et al., 2020)

También se han utilizados modelos combinados de microsomas hepatico junto con
fracciones citosdlicas (figura 2) para simular la biotransformacion en donde se
utilizé los microsomas hepaticos humanos en la biotransformacion de fase | y
después se realiza una incubacién secundaria con fracciones microsomales o
citosélicas para conjugaciones de fase Il, en el cual se encontré que los
metabolitos de fase | de incubaciones de HLM también podrian identificarse en
incubaciones con fracciones S9, aunque en concentraciones mas bajas debido a

que HLM tienen mayor concentracion de CYP(Peeters et al., 2020)
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e Fracciones S9
Usadas para simular de manera in-vitro la biotransformacion hepatica imitando las
reacciones tanto de fase | y Il. Este método se realiza utilizando fracciones S9
humanas combinadas, iniciando con la mezcla de un tampdén adecuado,
fracciones S9 de higado humano y la sustancia de prueba. Posteriormente se
comienza la reaccion anadiendo un sistema de regeneracion de NADPH, también
se puede afadir un reactivo a la mezcla de reaccion para aumentar la
permeabilidad y mejorar las reacciones de glucuronidacion de fase Il como puede
ser la alameticina. Luego se afade cofactores después de determinados tiempos
(5,60,120 min) para exponer la mezcla a la conjugacién de fase Il. Después de 1 o
3 horas la reaccion se inhibe afiadiendo un reactivo (ejemplo acetonitrilo) y se
almacena en tubos de hielo. Posteriormente, los tubos se centrifugaron y se
recoge el sobrenadante, por ultimo se analiza mediante cromatografia liquida

/espectroscopia de masas (LC-MS) Figura 2 (Peeters et al., 2020)

La fraccion S9 actualmente es una buena opcion paralos estudios de
metabolismo in vitro ya que contiene la mayoria de las enzimas importantes que
metabolizan los farmacos (Jyrkds & Tolonen., 2021) incluyendo enzimas
metabdlicas como CYPUGT, aldehido oxidasa, sulfotransferasas,
metiltransferasas, glutation transferasas y N-acetil transferasa , ofreciendo un
mejor perfil metabdlico en comparacion con los microsomas o fracciones
citosdlicas (Ooka et al.,, 2020), teniendo una representacidon mas completa del
perfil metabdlico debido a que combina la actividad de la Fase | y Il, lo que reduce
los costos y el tiempo de analisis siendo un método favorable (Peeters et al., 2020)
, otro punto a favor es que las enzimas puede estudiarse alterando los cofactores
en la incubacion (Jyrkas & Tolonen., 2021).Pero una desventajas es que requiere
de pasos de lavado adicionales para evitar danos celulares dificultando que se
utilizado para protocolos de alto rendimiento (Ooka et al., 2020) y también se a
encontrado que tiene una menor actividad enzimatica en comparacion con los
microsomas o el citosol, por lo que algunos metabolitos pueden pasarse por alto
(Peeters et al., 2020)
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Figura 2 Esquema de los modelos de fracciones subcelulares utilizando fracciones
S9 y microsomas hepaticas. Peeters et al. 2020. Adaptado con permiso de

Elsevier

e Hepatocitos
El uso de modelos in vitro como son los cultivos celulares son importante para el
descubrimiento de nuevos farmacos .Los modelos de ensayo de hepatocitos 2D
son utilizados para analizar el metabolismo y excrecion de un farmaco figura 3,
siendo los cultivos adherentes de hepatocitos humanos (PHH) primario el modelo
de primera eleccidbn para los estudios del metabolismo .Debido a que los
hepatocitos primarios crio preservados conservan la actividad de las enzimas del

metabolismo de fase | y fase Il (Milner et al., 2020: Jaroch et al., 2018).

Este meétodo se inicia descongelando los hepatocitos de humanos
crioconservados después las células se centrifugan para obtener un sedimento de
hepatocitos, el cual se transfiere a un medio .Los compuestos de estudio se pre
incubaron en un medio de incubaciéon durante 6 min a 37° y las reacciones se
inician mezclando las células y el medio del compuesto a estudiar obteniendo la
solucién final la cual se incuba, posteriormente las muestras se recolectan en
distintos puntos de tiempo (0 min, 10 min, 20 min, 40 min y 60 min) y la reaccién
se termina mediante la adicién de dos veces el volumen de acetonitrilo frio. Por
ultimo, se centrifugd cada muestra y se recogio el sobrenadante para su analisis
mediante el método UPLC / HR-MS (Jyrkas & Tolonen., 2021).
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Los principales beneficios de esta técnica son la elevada actividad especifica del
higado, la expresion de las enzimas CYP y fase Il, la inducible a corto plazo de las
enzimas CYP y la transferencia eficaz de datos de hepatocitos humanos (Milner et
al., 2020). Los PHH son un tipo de célula fisioldgicamente relevante que exhibe
todas las enzimas, cofactores y transportadores caracteristicos, teniendo unas
capacidades para realizar pruebas de alto rendimiento. Sin embargo, los
monocultivos de PHH muestran una rapida disminucién de la capacidad
metabdlica (Kanebratt et al., 2021) , también el tiempo para la produccién de
metabolitos puede ser larga y no todos los metabolitos son facilmente identificable
(Shanu-Wilson et al., 2020)

Tejido de higado

Cultivo celular
de hepatocitos

Figura 3 Esquema modelo de cultivo celular de hepatocitos

e Modelos de cultivo 3D: Esferoide de hepatocitos humanos primarios

En este método las células como hepatocitos se cultivan en esferoides para crear
un sistema fisiolégicamente mas importante representando mejor lo que pasa de
manera in-vivo (Ooka et al., 2020)

Para este método se utilizan placas de 96 pocillos procesadas para la formacion
de esferoides. Primero se inicia descongelando los hepatocitos y se agregando a
un medio de siembra normoglucémico, luego las células se siembran en las placas
de unién ultra baja de 96 pocillos y se realiza una incubacion manteniendo los
esferoides en medio libre de suero hasta el dia 22 después de la siembra, en este
momento los hepatocitos forman esferoides con una morfologia celular adecuada
con niveles de expresion de ARNm de multiples enzimas metabolizadoras de
farmacos. Luego los esferoides se colocan junto con una soluciéon que contiene las

sustancias de prueba disuelta en su disolvente correspondiente, posteriormente se
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incuba en pocillos separados y se toman muestras a 5 intervalos distintos de
tiempo afadiendo una solucién de parada (acetonitrilo enfriado con hielo) para la
inactivacion y se centrifuga. Por ultimo, los metabolitos se analizan a distintos
tiempos (ejemplo 2 y 7 dias de exposicion al farmaco) mediante Cromatografia
liquida con espectrometria de masas en tandem (LC-MS / MS) (Kanebratt et al.,
2021: Mizoi et al., 2020). Con este método la actividad metabdlica de CYP es
mayor que en modelos 2d, pero una desventaja es que el costo es mayor y sus

resultados son menos reproducible que con cultivos 2D (Ooka et al., 2020)

Todos estos métodos son utilizados con mayor frecuencia en la actualidad para el
n estudio del metabolismo de farmacos durante el descubrimiento de nuevos
medicamentos debido a que nos brindan informacién sobre el metabolismo de un
farmaco que se lleva a cabo en el cuerpo, pero tienen sus limitaciones como es
que en ninguno de los casos se puede tener una cantidad preparativa del
metabolito, por lo que se han empezado a utilizar otros métodos como son los

meétodos electroquimicos.

Métodos electroquimicos

Son métodos de investigacion alternativos a los de materiales bioldgicos,
utilizados para simular el metabolismo de los farmacos, los cuales se han
desarrollado debido a los inconvenientes que tienen los métodos convencionales
siendo estos relativamente complejas, caras y requieren mucho tiempo .Con el
desarrollo de los métodos electroquimicos se pueden simular reacciones de
metabolismo de fase | catalizadas por las enzimas del citocromo P450 (CYP450)
superando los inconvenientes de los métodos convencionales.(Potega et al., 2021:
Zhu et al., 2018).Estos sistemas de oxidacion electroquimica imitan con éxito las
reacciones catalizadas por CYP450, como N-desalquilacién, S-oxidacion,
P-oxidacién, oxidacion de alcohol, deshidrogenacion e hidroxilacion de anillos

aromaticos que contienen grupos donantes de electrones.
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e Métodos directos
Es un método que emplea la electroquimica acoplada en linea con la
espectrometria de masas (EC / MS) siendo muy importante debido a que mediante
la combinacion de la electroquimica (EC) acoplada en linea con espectrometria
de masas (MS) permite a través de una celda electroquimica generar una serie de
metabolitos incluyendo metabolitos reactivos que por medio de la espectroscopia
de masa puede ser detectados (figura 4)(Potega et al., 2021: Potega et al.,
2020).Esto a través de una sintesis electroquimica, en donde se pasa una
corriente eléctrica a través de una solucion conductora para transformar una

estructura organica en otra (Rahman et al., 2019).

En un estudio donde se identifica metabolitos electroquimicos, de tres farmacos
cardiovasculares utilizaron la combinacion enlinea de electroquimica vy
espectrometria de masas (EC-MS) para monitorear
los productos de degradacion .El procedimiento se realizd con una configuracion
directa que consta de una celda electroquimica equipada con un electrodo de
trabajo (diamante dopado con boro electrodo (MD), carbono vitreo (GC), oro (Au)
o platino (Pt)), uno de referencia dependiente del electrodo (Pd / H,) y un
electrodo auxiliar de grafito, acoplada directamente a un espectrometro de masas
con ionizacion por electropulverizacion (ESI/MS) .También se utilizé un tampén
adecuado en ese estudio usando formiato de amonio como electrolito 6ptimo el
cual permite conducir la corriente eléctrica. Posteriormente la solucion de analito
se bombeo a través de la celda amperométrica de capa fina a flujo bombeando la
cantidad de 2-10 uL / min, y a la salida de la celda se conectdé directamente
al ESI-MS, mediante un aumento continuo de voltaje al electrodo de trabajo (en
este caso de 0 a 3000 mV a una velocidad de 10m (V/s) se va registrando los
espectros de cada producto electroquimico generado.(Szultka-Mtynska et al.,
2018).

Este método permite realizar estudios completos sobre el metabolismo y
toxicologia del farmaco encontrando buenos resultados en la generacion de

distintos metabolitos(Potega et al., 2021). Aunque la simulacioén electroquimica no
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puede predecir perfectamente el metabolismo real de la fase |, el enfoque basado
en la CE tiene el potencial de imitar la mayoria de las reacciones del metabolismo
oxidativo (Zhu et al., 2018) generando una aproximacién a lo que ocurre in-vivo en

el cuerpo humano (Szultka-Mtyhska et al., 2018).

Xenobidtico

g

Metabolitos

electroquimica de masas

Xenobidtico
.:-_,__ Celda || Espectréometro |

Figura 4 Procedimiento para la generacion de metabolitos.Portychova & Schug.

2017. Adaptado con permiso de Elsevier

Se ha reportado la electroquimica acoplada a cromatografia liquida-
espectrometria de masas (EC / LC / MS) siendo de gran utilidad debido a que
LC/MS en conjunto ayuda a obtener fracciones mas puras de la solucién y permite
tener una especificidad mayor en la identificacion de compuestos y mayor
sensibilidad de deteccion (Beccaria & Cabooter., 2020).Mediante este método nos
permite simular el metabolismo dando informacion sobre los mecanismos de
reaccion ayudandonos a conocer los productos oxidativos que se forman
(Mekonnen et al., 2018).

Este proceso es similar al método anterior EC/MS pero la diferencia es que los
productos generados se separan y detectan con el uso de HPLC , para ello a la
salida de la celda electroquimica se acopla a un HPLC mediante una valvula de
inyeccion. El proceso se inicia inyectando la solucion estandar a través de la CE y
se aplica un potencial de corriente (2000 a 2700 mV durante un tiempo dado) para
controlar la oxidacion, después de la oxidacion se cambia la valvula al HPLC y

los productos quedan retenidos por la valvula de inyeccion externa .Por ultimo se
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identificaron utilizando ESI-MS Fig. 5. (Mekonnen et al., 2018).Para obtener un
mayor rendimiento de producto y una presion baja para el electrodo de trabajo , se
suelen usar volumenes de inyeccidon pequefios comunmente de 5Sul para la
reaccion de EC con un flujo 0.5 ml/min para la separacion de los productos de
oxidacion, manteniendo la temperatura del compartimento de la columna de 25°C
(Szultka-Miynska et al., 2018)

LC-MS nos permite la identificacion rapida y caracterizacion estructural parcial de
metabolitos, con una alta sensibilidad para la mayoria de los farmacos candidatos
y metabolitos (Beccaria & Cabooter., 2020) esto debido a que a través de
EC/LC/MS se generan los productos oxidativos que se obtienen durante los
proceso de biotransformaciéon del CYP450 y ademas se puede conocer los
mecanismos metabodlicos y los intermediarios de vida corta (Mekonnen et al.,
2018), Una desventaja es que requieren decenas de minutos y tiempo adicional
para la generacion electroquimica de los productos de transformacion (Korzhenko
et al., 2021)
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Figura 5 Esquema del método (EC / HPLC / MS) : CE(contraelectrodo), WE
(electrodo de trabajo), RE (Electrodo de referencia). Mekonnen et al. 2018.

Adaptado con permiso de Springer Nature

Otro método es el chip electroquimico de microfluidos con un mezclador integrado
acoplado en linea a espectrometria de movilidad de iones atrapados (TIMS) y

espectrometria de masas de alta resoluciéon de tiempo de vuelo (ToF-HRM),es
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decir. chipEC-TIMS-ToF- HRMS, el cual fue usado para evaluar la oxidacién del

paracetamol (Korzhenko et al., 2021)

Este método consta de un chip de microfluido el cual esta conformado por un
electrodo de trabajo (WE) de diamante dopado con boro (BDD) y el
contraelectrodo (CE), que se encuentran separados por canales los cuales ayudan
a mejorar la pureza de la muestra y la calidad de los datos del analisis. Para
comenzar por medio de una jeringa de microfluidos se inyecta el analito lo cual da
inicio a la oxidacion electroquimica , para este proceso de transformacién se
utiliza un potencial de 0 a +1 V frente a un electrodo de referencia incluido en el
WE con una velocidad de 10 mV - s =" ,luego se produce los iones mediante la
ionizacion por electropulverizacion (ESI) y los productos formados se separaron y
se detectan mediante TIMS-ToF-HRMS |, realizando la separacion por TIMS y la
deteccién por HRMS. Finalmente al acoplar el chip con TIMS-ToF-HRMS, los
iones extraidos seleccionados se pueden presentar frente al potencial de celda
aplicado a través de voltamogramas utilizados para estudiar e identificar los

productos formados en el proceso electroquimico Fig.6 (Korzhenko et al., 2021).
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Figura 6 Esquema del método chipEC-TIMS-ToF-HRMS en linea, chipEC: Chip
electroquimico, ESI: ionizacién por electropulverizacion, TIMS: espectrometria de

movilidad de iones atrapados, ToF-HRMS: espectrometria de masas de alta
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resolucion de tiempo de vuelo. Korzhenko et al .2021. Adaptado con permiso de

American Chemical Society

Este método da informacién sobre el metabolismo de farmacos mas rapido que el
basado en HPLC. debido a que toma solo 5 minutos para que el primer producto
de oxidacion sea detectado en el espectrometro de masas y toma maximo 7
minutos en realizar todo el experimento de un analito desde la oxidacion,
separacion (TIMS) y deteccion (HRMS).Otra ventaja es que necesita bajas
cantidades de analito, siendo un método de deteccién valioso para reducir el
tiempo, los gastos econdmicos y los experimentos con animales para el desarrollo

de farmacos(Korzhenko et al., 2021).

e Métodos electroquimicos indirectos

o Biosensores enzimaticos

Un biosensor se compone generalmente de tres componentes; un elemento de
reconocimiento biologico, un transductor y un sistema de procesamiento de senal
(Nguyen et al., 2019) ,el procedimiento que siguen estos dispositivos comienza
con la inmovilizacion de una molécula de reconocimiento biolégico como puede
ser una enzima (CYP450 ) en el electrodo, luego a través de la union del analito al
elemento de reconocimiento biolégico se produce un cambio en las propiedades
eléctricas, proporcionando asi la senal del sensor (Srivastava et al., 2020), esta
sefal de deteccion se basa en el sustratos que se consumen o producto que se
forman durante la catélisis enzimatica y posteriormente a través del transductor
convierte los cambios en sefiales de acuerdo a la concentracion de analito de

interés (Nguyen et al., 2019) .

Mediante los biosensores electroquimicos se pueden realizar mediciones
utilizando pequefos volumenes de muestras o bajas concentraciones de
componentes biolégicos. (Harrad et al., 2018). Otras ventajas son su alta
sensibilidad, limites de deteccién mas bajos, automatizacion, costos reducidos, los

sensores electroquimicos no se ven afectados por la turbidez de la muestra o la
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interferencia de compuestos absorbentes y fluorescentes como las técnicas
basadas en espectroscopia (Srivastava et al., 2020). También como las enzimas
tienen una alta especificidad, los biosensores enzimaticos son muy selectivos
(Nguyen et al., 2019). Este sistema también permite controlar la electroactividad
de las enzimas y se puede acoplar con otras técnicas analiticas, como LC / MS,
para obtener una imagen mas completa del sistema.Pero también tiene
desventajas como son la lenta difusion de un sustrato a la superficie del electrodo
puede ser limitante y pueden producirse cambios estructurales de las enzimas

durante la inmovilizacién (Portychova & Schug., 2017).

Los biosensores electroquimicos son sistemas de biodeteccion que se basan
principalmente en reacciones catalizadas por enzimas, en los cuales se genera
una diferencia de corriente o potencial que luego puede ser detectado permitiendo
el estudio de los farmacos. Siendo una herramienta analitica que ofrecen
informacion cuantitativa o semicuantitativa mediante un elemento de
reconocimiento biolégico en contacto con un transductor adecuado Estos
biosensores electroquimicos utilizan muchas enzimas y la via mas estudiada es la
de los farmacos en la via metabdlica de los organismos vivos. (Srivastava et al.,
2020: Harrad et al.,, 2018).Debido a esto son nombrados también sistemas
enzimaticos impulsados electroquimicamente en donde el electrodo es usado
como fuente de suministro de electrones y mediante la utilizacion de peliculas de
tensioactivo capa por capa o bicapas de lipidos se inmovilizan las enzima (CYP)
en el electrodo, permitiendo actuar como biosensores para la deteccion del

metabolismo farmacos (Portychova & Schug., 2017).

- Biosensor electroquimico basado en enzimas

Los biosensores electroquimicos basados en enzimas son generalmente
amperométrico los cuales se conforman de una capa delgada de enzima
inmovilizada en la superficie de un material conductor como pueden ser oro,

platino, plata o carbono, incluidos grafito, carbono vitreo (GC), nanotubos de
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carbono (CNT) y dopado con boro. diamante, que actua como electrodo de
trabajo. La unién de la enzima al electrodo se puede realizar mediante distintos

métodos de inmovilizacién (Zuccarello et al., 2021).

En el desarrollo de biosensores de enzimas metabolizadoras de farmacos (p450) ,
los P450 utilizados son principalmente de origen humano y son encapsulados en
polimeros o membranas lipidicas ,en el cual la solucidon enzimatica es
inmovilizada en un electrodo desnudo o modificado mediante adsorcién fisica ,
dejando incubar durante un periodo de tiempo determinado y las moléculas
débilmente adsorbidas se eliminan por lavado , para posteriormente realizar el
analisis del analito de interés. (Zuccarello et al., 2021). En un estudio se empled
un biosensor electroquimico de propofol basado en la enzima citocromo p450
2B6, en este método la enzima (CYP450 ) es expresada mediante una célula de
levadura desactivada, esta enzima es inmovilizada junto con nanoparticulas de oro
en una solucion de quitosano (polimero) .Posteriormente esta mezcla se deposita
sobre la superficie de un electrodo serigrafiado (SPE) (Ferrier et al., 2021), los
cuales son sensores desechables de bajo costo con una configuracion de tres
electrodos (Electrodos de Trabajo de grafito, de Referencia plata/cloruro de plata
(Ag/AgCl) y Contraelectrodo de grafito), proporcionando de esta manera una

Celda electroquimica miniaturizada (Vasiliadou., 2018).

En este estudio se menciona que la adicion de las nanoparticulas de oro
proporciona una estabilizacién adicional a la enzima (Ferrier et al., 2021), esto
debido a que se prepararon electrodos similares pero sin la adicion de
nanoparticulas de oro y en su lugar se agregé un volumen equivalente de tampon
de fosfato (pH 7) , encontrando que los sensores fabricados de esta manera
muestran signos claros de ensuciamiento de electrodos mostrando que la enzima
se ha desnaturalizado. Asi se puede ver que la presencia de las nanoparticulas de
oro es fundamental para mantener la estabilidad del citocromo P450 2B6.(Ferrier
et al., 2021). Se ha observado que las nanoparticulas de oro en la superficie de un

electrodo desempefian el papel de un conjunto de nano electrodos, lo que facilita
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el transporte de electrones desde el electrodo hasta el hemo del citocromo P450
aumentando la respuesta del sistema (Kulsharova., 2019). Recientemente también
se han realizado numerosos estudios de reacciones de oxidacion catalizadas por
metaloporfirina/porfina, los cuales consisten en complejos de porfirina con iones
metalicos (manganeso, hierro y cromo), junto con compuestos donadores de
oxigeno (oxidos de amina N).Encontrando que con la utilizacion de
metaloporfirinas (Ejemplo: porfirina de hierro (lll) soluble en agua) como
catalizadores. Se puede imitar el sitio activo de CYP450 en los experimentos
(Pereira et al., 2018).

Por otra parte, el uso de quitosano como medio de inmovilizacidon resulta
interesante, ya que es abundante, biocompatible y altamente poroso. (Ferrier et
al., 2021),al ser un material biocompatible (quitosano que es un polimero) impide
el contacto directo con electrodos de carbon o de metal desnudo lo cual puede
causar la desnaturalizacion de las enzimas encontrando que con la utilizaciéon
electrodos con materiales biocompatibles se evita este inconveniente (Zuccarello
et al., 2021). Por lo que, un primer paso para el desarrollo de biosensores para la

generacion de metabolitos es la inmovilizacion de la enzima.

Para la evaluacién del metabolismo de farmacos de fase | y Fase Il se han
propuesto diversas estrategias, entre ellas destaca el empleo de chip microfluidico
integrado con biosensor P450, el cual fue desarrollado para imitar el metabolismo
de farmacos antipaludicos.

En este estudio la imitacion del metabolismo se realizdé con un chip microfluidico
fabricado con poli(metacrilato de metilo) (PMMA) (Fig. 7. A )el cual consta de dos
canales , en el primer canal integré un electrodo de oro serigrafiado en donde se
inmoviliza la enzima P450 lo cual sirve para imitar el metabolismo de farmacos de
fase | , posteriormente para la integracion del biosensor p450 al dispositivo de
flujo se coloca el electrodo en la parte inferior del dispositivo se adhirié con la
ayuda de un adhesivo de doble cara con un aspersor actuando el adhesivo como

capa de conexion entre la superficie del electrodo y el dispositivo de PMMA (Fig.
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7. B) (Kulsharova., 2019). El segundo compartimento del chip modular se uso para
simular el metabolismo de farmacos de fase Il , se coloco en el canal la enzima
UGT inmovilizada en microparticulas magnéticas recubiertas de estreptavidina y
con la ayuda de un iman alineado con la parte inferior del chip se mantuvo dentro
del canal (Fig. 7. C). Para la union de los 2 compartimientos del chip a la salida del
canal integrado del biosensor P450 se conectd un tubo convencional a la entrada
del segundo microcanal disefiado para el metabolismo de farmacos enzimaticos
de fase Il (Kulsharova,2019).Posteriormente para el analisis del farmaco en este
caso uno antipaludico (Artemeter (AM)) , primero se inyectd la soluciéon que
contiene el farmaco y la solucion buffer de fosfatos (PBS) a través del microcanal
la cual fluye hasta llegar a la celda del electrodo p450, luego utilizando un
potenciostato  se aplica un potencial (-500 mV) al electrodo integrado
comenzando la reaccién catalizada por P450 produciendo metabolitos primarios ,
después el compartimento de fase | del chip de microfluidos se acoplé al
microcanal de imitacion de fase Il el cual se lleno de perlas superparamagnéticas
inmovilizadas con enzima UGT y se dejo fluir la solucién de sustrato /buffer , luego
se aplico un potencial de -500 mV al electrodo integrado con el fin de dar inici6 a la
electrolisis en el chip .Por ultimo se analizo la reaccion final generada para ver la

presencia de metabolitos de fase Il (Kulsharova., 2019).
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Fig 7. A. Esquema del chip microfluidico fabricado con poli(metacrilato de metilo)

(PMMA) en donde se muestra la adhesion del biosensor P450. B.Comportamiento
1 del Chip P450- UGT biosensor p450 Para el estudio de fase [ C.
Compartimento 2 del el Chip P450- UGT inmovilizacion UGT para imitar la

reaccion catalizada por UGT de la fase Il del metabolismo. Kulsharova, 2019.

Este chip microfluidico se encontr6 que ayuda a establecer el metabolismo de
distintos medicamentos antipaludicos , también puede usarse para la deteccién
de medicamentos y la eliminacion temprana de compuestos toxicos en la linea de
desarrollo de medicamentos. esto se logra gracia a la simulacién de las la
reaccion de dos pasos logrando realizar primero una conversion a un metabolito
de fase | a través de catalisis impulsada electroquimicamente, luego por
conversion a su metabolito final en el chip.dando con esto una idea de la ruta

metabdlica que lleva el farmaco de interés (Kulsharova., 2019).

Todos los métodos electroquimicos mencionados anteriormente para el estudio
de metabolismo de farmacos tiene distintas ventajas que pueden ser que tiene
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una alta capacidad de generar variedad de metabolitos de farmacos de manera
controlada y suave, también debido a que no se estudia en un ambiente celular
se facilita la escalabilidad y reproducibilidad (Raham et al., 2019) Es una técnica
instrumental que permite generar y detectar metabolitos de farmacos en ausencia
de matrices biologicas en el medio de reaccion eliminando tareas relacionadas
con el aislamiento y la identificacién de productos metabdlicos formado in vitro
(hepatocitos cultivados, microsomas hepaticos, enzimas purificadas) o in vivo
(orina)(Potega et al., 2018).En la siguiente tabla se pueden ver distintos farmacos
que fueron estudiados mediante métodos electroquimicos.

Tabla 3. Ejemplos de metabolismo de farmacos imitado por EC y sus metabolitos
generados

Triapina 1800mv. | e
Diclofenaco 700 mV 4-OH-DCL5-OH-DCL
Clozapina 475 mV NorclozapinaN-6xido de clozapina
Flupirtina 443 mV glucuronidos
derivados del acido mercapturico
D13223
Acebutolol 1002 mV diacetolol
hidroxilamina
Warfarina 280 mV hidroxi warfarina
Paracetamol 595 mV N-acetil-p-benzoquinona(NAPQ)
Cafeina 1500 mV teobromina
paraxantina
teofilina
Amodiaquina 970 mV menaquinona
Lidocaina 1150 mV N-dietilada
Entacapona 1250 mV glucurdénido
isbmero Z
Propanidid 1450 mV acido (4-(2-[dietilamino]-2-oxo
etoxi)-3-metoxi-benceno acético
(DOMA)
Propranolol 1500 mv. | -
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(Fuchigami, et al. 2020, Pelivan,et al. 2017,Korzhenko, et al.2021,Szultka-Mtynska,
et al. 2018 ).

e Parametros para considerar en el estudio de metabolismo de farmacos

Existen distintos parametros a considerar en el estudio del metabolismo de
farmaco como lo son el material del electrodo , la fase movil , la velocidad de flujo
y la concentracion de farmacos para detectar y proporcionar mejores resultados de
la biotransformacién de los farmacos. También es muy importante el valor del
potencial aplicado debido a que de este depende el inicio de la reaccidn redox que
genera la creacion de los metabolitos. (Szultka-Mtynska, et al 2018).Se ha
encontrado que las velocidades de flujo mas altas pueden ayudar a eliminar las
especies reducidas y mejorar la absorcion, ya que se produce una menor difusiéon
en la superficie del electrodo, pero al contrario un bajo flujo de las fuerzas
mecanicas externas que impulsan el transporte de masa a través de la conveccién
pueden afectar la uniformidad de las enzimas P450 inmovilizadas en la superficie
del biosensor alterando el rendimiento del biosensor electroquimico (Kulsharova.,
2019).

En la utilizacion de biosensores es de gran relevancia poner atencion en los tipos
de electrodos y los transductores de superficie para aumentar la transferencia de
electrodos entre el citocromo p450 y el electrodo (Harrad et al., 2018).También la
enzimas son importantes de analizar debido a que es lo que facilita la
transferencia de electrones entre el electrodo y la molécula de sustrato. Para
mejorar la eficiencia de la transferencia de electrones, a menudo se utilizan
complejos de transferencia de carga (ejemplo tetratiafulvaleno) (Nguyen et al.,
2019).
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e Nanotecnologia

En la actualidad también se comienza a investigar el acoplamiento de la
nanotecnologia y la electroquimica en el cual se desarrollan métodos en donde se
nanoestructura los electrodos, (Shumyantseva et al., 2018) generando nuevos
biosensores que contengan en la superficie del electrodo nanotubos de carbono y
nanoparticulas metélicas (Fig. 8) (Harrad et al., 2018) , estos bioelectrodos
inspirados en la nanotecnologia de los CYP o los microsomas hepaticos humanos
son usados para la deteccion de farmacos/contaminantes y la produccion

mejorada de metabolitos (Krishnan., 2020).

Potencial aplicado
(Fuente de electrones)

Figura 8 Diserios de bioelectrodos inspirados en la nanotecnologia de CYP
solubles purificados y microsomas de CYP unidos a membrana. Krishnan .2020.

Adaptado con permiso de Elsevier

A través de los nanotubos de carbono se proporciona un rendimiento de
metabolitos de farmacos mayor, las nanoestructuras debido a su gran tamafio y
conductividad facilita la inmovilizacién de una gran cantidad de microsomas
hepaticos. Otro punto a favor es que tiene una interacciéon buena con los grupos
polares y apolares de las membranas de fosfolipidos de los microsomas ofrecen

una estabilidad de vida media electrocatalitica de mas de 10 h de duracion
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(Krishnan., 2020). En el disefio de biosensores del citocromo P450 con nanotubos
se mejora la sensibilidad, lo que permite alcanzar limites de deteccion bajos v,

mejorar la deteccion y el seguimiento de farmacos (Harrad et al., 2018).

Un ejemplo del empleo de la nanotecnologia es en un estudio en el que se
analizé el metabolismo del omeprazol en el cual se utilizd un método que imita la
via metabdlica catalitica de los CYP in vitro mediante una via impulsada
electroquimicamente, empleando nanoparticulas de cerio (CeNP). Para iniciar el
proceso se prepararon nanoparticulas de cerio (CeNP) por el método de
microemulsion inversa y se mezclaron con grafeno (GO ) y quitosano (CS )
formando laminas de nanocompuestos las cuales permite formar una pelicula con
buena conductividad y biocompatibilidad en un electrodo de carbono vitreo
(GC). Posteriormente se unié covalentemente la enzima modelo CYP al electrodo
de carbono vitreo ( GC ) modificado con CS / CeNP / RGO 'y por ultimo se podria
analizar mediante cromatografia liquida / espectrometria de masas (LC /
MS). Encontrando en este estudio que con el electrodo modificado exhibié una
excelente actividad enzimatica alta afinidad y eficiencia catalitica hacia omeprazol
debido a la excelente propiedad amortiguadora de oxigeno de cerio, y la excelente
conductividad eléctrica y biocompatibilidad del grafeno (Tian et al.,, 2017). La
ventaja que se puede encontrar con estos métodos en comparacién con los
electroquimicos es que se puede lograr una transferencia directa de electrones de
una enzima sin que sufra ninguna modificacion en la superficie del electrodo
(Harrad et al., 2018).

Otro ejemplo en el que se utiliza la nanotecnologia es en un estudio que se
realizd para analizar el metabolismo de hormonas esteroides donde se construye
un nanoreactor enzimatico electroquimico (CYP3A4/PNGFs)mediante Ila
inmovilizacion de CYP3A4 dentro de espumas de grafeno nanoporosas
modificadas con poli dopamina (PNGFs) .Primero se prepararon espumas
tridimensionales de grafeno nanoporoso (NGF) con tamafos de poro controlados
los cuales se sintetizaron con plantillas duras de esferas de silice metilada y los

productos finales se obtuvieron eliminando la plantilla de silice, posteriormente
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para aumentar la hidrofilia y la biocompatibilidad de los NGF se recubrieron con
poli dopamina (PDA) mediante el método de polimerizacion in situ y se dejo
polimerizar por un dia ,obteniendo espumas de grafeno nanoporosas modificadas
con poli dopamina (PNGFs) las cuales actuan como medio de transferencia de
electrones. Para finalizar se moviliza el CYP3A4_dentro de PNGFs esto mediante
la mezclé de la enzima CYp3A4 y la suspension del PNGF agitandola para
obteniendo una solucién de CYP3A4/PNGFs la cual se coloco sobre electrodo de
carbono vitreo modificado (GCE) y se dejo secar generando el nanoreactor
CYP3A4/PNGFs/GCE el cual es utilizd para realizar ensayos rapidos de
metabolismo de hormonas esteroides como la testosterona estrona y progesterona
(Fig. 9) (Xu et al., 2018)

{

montage - ) \ b ’
+ e, AP -0 [vmrersmnon s S
‘ .. 4
- ~—

"{,'\

esfera de silice 6xido de grafeno )
metilada Compuesto éxido de

grafeno /esfera de silice

Aniadio PDA

CYP3A4

Sustrato
CYP3A4/PNGFs PNGFs
Producto

Figura 9.Esquema del proceso de realizacion del nanoreactor enzimatico
electroquimico (CYP3A4/PNGFs). Xu et al. 2018. Adaptado con permiso de

Elsevier

Este reactor disefiado nos genera un nuevo método para la imitacién eficiente de
la ruta metabdlica natural de P450 a bajo costo y puede ser usado para ensayos
rapidos de metabolismo.(Xu et al., 2018), las ventajas de este método es que

tienen alta estabilidad y bioactividad debido a la estructura tridimensional de los
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NGF y el agente reticulante ideal de PD. También la actividad enzimatica de
CYP3A4 se puede regular de manera efectiva cambiando el didametro de los poros
de los PNGF, ya que se puede ser controlado mediante la plantilla de esferas de
silice.(Xu et al., 2018), siendo de gran utilidad debido a que se encontré que
cuando el diametro de poro del huésped coincidia con el tamafo de la enzima, la
enzima inmovilizada mostraba la mayor actividad y estabilidad térmica .También
el nanoreactor P450 eficiente debida a que es impulsado por electrodos basado en
PNG en ausencia del costoso NADPH.(Xu et al., 2018)

e Retos en el estudio de los metabolitos in-vitro

En el estudios del metabolismos los métodos empleados para simular este
proceso son diversos los cuales tienen ventajas y desventajas, pero es de suma
importancia tener un método adecuado para tener un mayor acercamiento a la
biotransformacién que sucede en el cuerpo, por lo cual como se menciona
anteriormente se ha ido evolucionando las técnicas empleadas para la simulacion
llegando hasta el empleo de la nanotecnologia por lo cual aun se sigue
investigando métodos mas eficaces basado en esto para tener un mejor resultado

del ya encontrado .

Existen numerosos ejemplos de estudios de metabolismo que proporcionan
conocimientos del metabolismo y metabolitos generados pero los avances
recientes en los reactores de electrosintesis y la adopcion mas generalizada de la
electroquimica por parte de la comunidad solo acelerara el desarrollo de nuevos
métodos siendo uno de los retos encontrar una celda o reactor electroquimico que
optimice una mayor cantidad de reacciones a las que ya se han encontrado en
estudios anteriores (Raham et al., 2019).En los métodos electroquimicos los
instrumentos que se usan mayormente para el analisis son los electrodos de
trabajo de diamante dopado con boro y las celdas de flujo continuo coulométricas,
generalmente construidas a partir de electrodos de trabajo de carbono
vitreo poroso y electrodos de referencia de estado solido pero en la actualidad ya

se estd comenzando a investigar implementar microchips y dispositivos de micro
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fluido (Portychova & Schug., 2017). También para investigaciones futuras se ha
encontrado que el desarrollo de métodos nanoestructuracion de electrodos ,y el
uso de micro y nano electrodos son una forma de estudio con mucho futuro sobre
la electrocatalisis , electroquimica molecular y transferencia de electrones en
sistemas biolégicos (Shumyantseva et al., 2018). Se ha encontrado que sencillo
bionano reactor como son los CYP3A4/PNGF-1 para el metabolismo impulsado
por electrodos conducira a un avance prometedor en el analisis de toxicidad de
distintas hormonas y farmacos para la sintesis quimica y el desarrollo de farmacos
(Xu et al.,, 2018) por lo que seria interesante seguir investigando sobre estos

métodos.

Aunque todavia los métodos experimentales in vitro simples, como
los experimentos con electrodos, no siempre indican los procesos in vivo los
investigadores siguen desarrollando sistemas modelo mas precisos y
comparativos con el cuerpo humano siendo de suma importancia mejorar los

conocimientos sobre los métodos electroquimicos para el estudio del metabolismo.
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