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Resumen

La hipertension arterial (HTA) es uno de los principales factores de riesgo de
las enfermedades cardiovasculares. El diagnéstico de esta enfermedad y su
tratamiento se basa en la medicion de la presion arterial y para controlar la presion
arterial se utilizan los farmacos inhibidores de la enzima angiotensina convertasa
(IECA). Por otra parte, el uso de dispositivos como los biosensores, que son
utilizados en el analisis de sustancias, al ser baratos, portatiles y de facil manejo,
con la ayuda de los transductores convierten la sefial analitica en una sefial eléctrica
medible, anudado a esto, la muestra no requiere de un pretratamiento que en
ocasiones pueden llegar a ser costosos y laboriosos. Un punto clave en el
funcionamiento y el desarrollo de un biosensor esta relacionado con el método de
inmovilizacion del sistema de reconocimiento bioldgico sobre la superficie del
electrodo y la modificacion de la superficie del electrodo. Se considera que el avance
en la ciencia de los materiales y la nanotecnologia han llevado a un importante
desarrollo de muchos transductores electroquimicos y electrodos. En el presente
informa se realiz6 la compilacion de la informacion actualizada respecto a los
biosensores enzimaticos para la deteccion de farmacos inhibidores de enzima
convertidora de angiotensina (IECA), que son utilizados para la realizacién de un
analisis o determinacion de los farmacos. De la revision de la literatura cientifica
para la deteccion de farmacos IECAs mediante biosensores amperométricos, se
resalta los tipos materiales utilizados, ya sea en el disefo, construccién y
fabricacion, que sean adecuados por su bajo costo, facilidad en la construccion,
durabilidad, simplicidad y respuesta rapida. Asi también, es muy importante el
amplio margen de pH Optimo para la determinacion de farmacos IECA’s. Es asi,
que los biosensores como herramientas para el analisis de farmacos, han teniendo
un auge por su potencial aplicacion, por las caracteristicas cada vez mas exigentes
en el analisis quimico y de acuerdo con los estandares de calidad para a la salud
publica.



1.- OBJETIVOS

General
e Compilar y analizar el conocimiento metodolégico de la aplicacién de
biosensores enzimaticos para la deteccion y determinacién de farmacos
inhibidores de la enzima convertidora de angiotensina (IECA).

Especificos

e Destacar la importancia farmacologica de los farmacos IECA.

e Evaluar los métodos analiticos convencionales para la deteccion de farmacos
IECA.

e Construir una descripcion de los fundamentos de los biosensores enzimaticos
para el analisis de farmacos IECA.

¢ |dentificar los biosensores que presenten mas ventaja en el analisis de farmacos
IECA.

e Analizar y esquematizar los fundamentos del biosensor enzimatico para el
analisis de farmacos IECA.

e Enlistar elementos para la fabricacién del biosensor enzimatico para la
deteccion de farmacos IECA, que originen un método analitico robusto.

e Identificar y enlistar los materiales innovadores para la fabricacion de
biosensores enzimaticos utiles para la deteccion de farmacos IECA.

e Establecer las nuevas tendencias en el desarrollo e investigacion de
biosensores enzimaticos para la deteccion de farmacos IECA.



2.- ANTECEDENTES

En México, la hipertension arterial afecta entre el 20 y 40% de la poblacion
adulta, lo que significa que alrededor de 250 millones de personas la padecen
(INSP, 2020) y por cada 100 mil habitantes 5.14 fallecen por insuficiencia cardiaca
(NOVARTIS, 2020). Debido a estos los farmacos inhibidores de la enzima
angiotensina convertasa (IECA) han supuesto un gran avance en el tratamiento de
la hipertension arterial y en la insuficiencia cardiaca (Garcia Barreto & Toruncha
Chuckram, 1997). La historia de los IECAs comenzé con Ferreira y colaboradores
en la década de 1960, cuando encontraron que, en el veneno de algunas serpientes,
inhiben la enzima que degrada la bradicinina (causante de la vasodilatacion), por
medio de péptidos que inhiben a la enzima convertidora de angiotensina, que
cataliza la sintesis de angiotensina Il (ANG Il) que es la sustancia precursora, e
inactiva a la bradicinina (Reyes-Moreno, 2010) .

Para garantizar la calidad de un medicamento, este debe aprobar diversas
pruebas o analisis con base en sus caracteristicas, con el fin de comprobar su
calidad, para esto, se establecen criterios de calidad estipulados en las
farmacopeas, compendios de paises con mas desarrollo en la produccion de
medicamentos (Marchante, et al., 2008).

Actualmente se hace mas demandante el uso de dispositivos para el analisis
de sustancias que sean baratos, portatiles y de facil manejo, donde los biosensores
cumplen con estas caracteristicas y convierten la sefial analitica en una sefal
eléctrica medible, esto con la ayuda de los transductores, asimismo, la muestra no
requiere de un pretratamiento que en ocasiones pueden ser costosos y laboriosos,
ademas, se requiere de un método de inmovilizacion del sistema de reconocimiento
biolégico (enzima, tejido, etc) sobre la superficie del electrodo, el cual es clave
importante para las caracteristicas de su funcionamiento y desarrollo (Reviejo &
Pingarrén, 2000).

Estos biosensores electroquimicos utilizan gran variedad de enzimas y
dianas farmacologicas, que pueden actuar como inhibidores enzimaticos, midiendo
un pequefio volumen de muestra, donde la actividad enzimatica puede medirse a
partir del producto de la reaccidén entre la enzima y el sustrato, en el cual, bajo
condiciones de reaccion especifica como pH y temperatura puede afectar la
respuesta. También puede verse afectada por moléculas como inhibidores y
activadores (El Harrad, Bourais, & Aminez, 2018).

Con la combinacion de la tecnologia y de quimica analitica, en las ultimas
dos décadas se han desarrollado y elaborado transductores con nanomateriales,
como los nanotubos de carbono, electrodos serigrafiados y nanoparticulas
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metalicas para distintos fines como la deteccion de farmacos antihipertensivos, asi
como su monitoreo y analisis.

Con base en lo anterior, en la presente investigacion se compila la
informacion actualizada respecto a los biosensores enzimaticos para la deteccion
de farmacos inhibidores de enzima convertidora de angiotensina, para un analisis
del posible uso de dichos dispositivos en beneficio de la salud publica y debido a la
situacion que se presenta actualmente y ante la contingencia sanitaria, el trabajo
consistié en una revisién bibliografica.



3.- Farmacos inhibidores de enzimas convertidoras de angiotensinas
(IECA’s).

La hipertension arterial (HTA) es uno de los principales factores de riesgo de
las enfermedades cardiovasculares, asi como insuficiencia cardiaca, su incidencia
aumenta en la poblaciéon de mayor edad, donde mas de dos tercios de los adultos
mayores padecen de esta enfermedad. El diagndstico de esta enfermedad y su
tratamiento se basa en la medicidn de la presion arterial, se considera a un paciente
como hipertenso cuando presenta repetidamente cifras mayores o iguales a
140/90mmHg (Tagle, 2017).

Los farmacos antihipertensivos disminuyen la presion arterial a través de
diversos mecanismos. Las principales clases de farmacos antihipertensivos
incluyen diuréticos tiazidas, betabloqueantes, farmacos que inhiben el sistema
renina-angiotensina, bloqueantes de los canales del calcio, vasodilatadores
directos, farmacos centralmente activos y otros (Taverny, y otros, 2018).

Los farmacos inhibidores de la enzima angiotensina convertasa (IECA) han
demostrado un gran avance en el tratamiento de la hipertension arterial y en la
insuficiencia cardiaca congestiva, ya que su mecanismo de accién presenta una
serie de ventajas respecto a otros farmacos antihipertensivos (Diaz-Maroto, 2000).
Ademas, se ha registrado un aumento en niveles circulantes de enzima
angiotensina convertasa (ECA 2) en pacientes con diabetes tratados con IECA, por
otra parte, se ha observado que presentan una baja toxicidad (Fernandez Oropesa
& Gallego Fernandez, 1995). Actualmente se ha observado las afectaciones que
tiene este tratamiento a pacientes con COVID-19, debido a que el Sindrome
Respiratorio Agudo Severo por coronavirus 2 (SARD-coV-2) también utilizan
receptores ECA 2, los cuales pueden ejercer distintas funciones fisioldgicas, entre
ellas la activacion de la angiotensina Il por la ECA (Amat, et al., 2020).

La clasificacion de farmacos IECAs se realiza con base en la estructura
quimica, formando tres grupos (Reyes-Moreno, 2010):

a. Farmacos que contienen sulfhidrilo, relacionados desde el punto
estructural con el captopril (p. €j., fentiapril, pivalotril, zofenopril, alecepril)

b. Compuestos que contienen carboxilo relacionados con el aspecto
estructural de enalapril (p.ej., lisinopril, benazepril, quinalapril, moexipril, ramipril,
espirapril, peridonpril, cilazapril)

c. Medicamentos que tienen fésforo y que muestran relacién estructural con
el fosinopril.

En México existe una dependencia encargada de autorizar la venta de
medicamentos, la Comision Federal para la Proteccién Contra Riesgos Sanitarios
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(COFEPRIS), a continuacion, se presentara un listado indicando los distintos
farmacos antihipertensivos o inhibitorios de enzima convertidora de angiotensina
autorizados para su comercializacién en México (Tabla 1) (COFEPRIS, 2021).

Tabla 1. Farmacos antihipertensivos/IECA autorizados por COFEPRIS en México.

Farmaco Forma farmacéutica Concentracion (Dosis)
Captopril Tableta 50 mg/25 mg, 40 mg/25 mg.
Enalaprilato Tableta 10 mg / 25mg,20 mg /12.5 mg

Ramipril  Tableta (Liberacién prolongada) 5mg/2.5mg/10 mg

Lisinopril Tableta 10 mg, 20 mg
Moexipril Tableta 7.5mg/ 15 mg
Perindopril Tableta 2mg
Quinapril Tableta 10 mg, 20 mg /40 mg
Zofenopril Comprimido 7.5mg/15mg /30 mg

Captopril se considera el agente antihipertensivo e insuficiencia cardiaca
congestiva de primera linea, después se comercializé el Enalapril, que es un
profarmaco, el Enalaprilato, que es mas potente que el Captopril, tiene una
deficiencia en su absorcién, ademas su eliminacion es lenta y por via renal; Lisinopril
es farmaco activo, con las caracteristicas del anterior, pero con una
biodisponibilidad oral aceptable (Kelly & O'Malley, 1990).

El Zofenopril es un profarmaco con mayor potencia y duracién de accion que
el Captopril y con una eliminacion parcial en el higado; Quinapril tiene una semivida
corta (Salvetti, 1990).

Para comprender el mecanismo por medio del cual actiuan los IECA, es
necesario entender el funcionamiento de dos sistemas hormonales: el de la renina-
angiotensina y el de la calicrenica-cinina, el primero se encarga de la regulacion
hemodinamica, liquido y electrolitos donde la renina interactua con el
angiotensindgeno, para dar lugar a la angiotensina | y posteriormente a angiotensina
Il con la ayuda de la enzima conversora de angiotensina |, que interactua con
receptores especificos. El sistema calicreina-cinina donde el higado secreta una
sustancia proteica (cininogéno) que, en union de la calicreina presente en el plasma
o tejidos, especialmente en el pancreas, forma la bradicinina, que interacciona con
receptores especificos (Tabla 2) (Garcia Barreto & Toruncha Chuckram, 1997).

Tabla 2. Interaccidn de la angiotensina Il y bradicinina con sus respectivos
receptores.



Sistema

hormonal Tejido o célula Respuesta (receptor)
, Constriccion de arteriolas y vénulas (AT1)
Arteriolas y . . . .
. . capilares Hiperplasia del rr?uscu.k') liso arterial (AT1)
Angiotensina Vasodilatacion (AT2)
| Disminucion ligera del gasto (AT1)
Corazoén Disminucion del flujo coronario (AT1)
Hipertrofia (AT1)
Arterias Constriccion (B1)
Bradicinina Arteriolas Relajacién (B2)
Vénulas y Venas Constriccion (B2)
Mastocitos Constriccion (B3)

4.- Métodos analiticos convencionales para la deteccidn de farmacos IECA.

La Farmacopea de los Estados Unidos Mexicanos (FEUM) establece los
requisitos minimos de calidad que deben cumplir los medicamentos nacionales e
internacionales para asi permitir su comercializacion. Las especificaciones y los
métodos son los oficiales y de accion normativa. Para evaluar el cumplimiento de
las especificaciones, la FEUM propone métodos analiticos oficiales denominados
Métodos Generales de Analisis (MGA) (Mexicanos, 2014).

Por lo tanto, hay métodos oficiales para la deteccidén de farmacos IECA’s:
4.1 MGA 0241 CROMATOGRAFIA (CLAR)

Este método permite la separacion de sustancias que se encuentran en una mezcla
en un proceso de migracion diferencial en el cual los componentes de una mezcla
son transportados por una fase movil (gas o liquido) y retenidos selectivamente por
una fase estacionaria (liquido o solido) pero lleva tiempo la preparacién de la
muestra y costoso por las herramientas a utilizar.

4.2 MGA 0299 UNIFORMIDAD DE DOSIS

Este método es especifico ya que se necesita que la muestra contenga un principio,
si no es el caso y tiene dos, se aplicara a cada uno de ellos (si no se indica en la
monografia) resultando asi laborioso y lento.

4.3 MGA 0351 ESPECTROFOTOMETRIA INFRARROJA (IR)
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En este método es preciso, selectivo y especifico para la cuantificacion, analisis y
determinacion de analitos, pero con un pretratamiento de acuerdo al tipo de
muestra.

4.4 MGA 0991 VOLUMETRIA

El uso de este método es directo y preciso, con un procedimiento sencillo, eficiente
y rapido.

En algunos casos, los parametros de estos métodos analiticos oficiales
complican encontrar un equilibrio adecuado para las especificaciones, por lo que se
hace uso de otros métodos no indicados en la FEUM, siempre y cuando se
encuentren debidamente validados, y se demuestre ante la autoridad sanitaria, con
fundamentos técnicos y cientificos, que con estos métodos alternativos se obtienen
resultados igualmente confiables y precisos.

Para esto, el Colegio Nacional de Quimicos Farmacéuticos Bidlogos- México
(Perez, 2014) denomina que un método analitico es un “procedimiento o grupo de
procedimientos para determinar si un producto o materia prima cumple con las
especificaciones establecidas”. Por lo tanto, se debe tomar en cuenta la
actualizacion de las técnicas y métodos, asi como sus propias caracteristicas que
dependen del producto o materia prima, en este caso farmacos, las metodologias
convencionales de analisis requieren la preparacion de la muestra, lo que llega a
tomar tiempo y recursos notables.

5.- Metodos analiticos para la deteccion y/o cuantificacion de farmacos
IECA’s.
Los siguientes métodos analiticos son utilizados para la deteccion y/o

cuantificacion de farmacos ECA:
5.1 Cromatografia Liquida de Alta Eficiencia (HPLC por sus siglas en ingles)

Es una herramienta para la identificacion y el analisis cuantitativo, esto por su gran
sensibilidad, especificidad y eficiencia, pero se necesita de un previo tratamiento a
la muestra antes y durante el proceso, por lo que resulta ser un método laborioso y
en ocasiones costoso. Un ejemplo de la aplicacién este método es la investigacion
de Lidia Martinez Pérez (2014) donde cuantificd captopril en plasma humano.

5.2 Espectrometria de masas (MS por sus siglas en inglés)
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Es un método que permite la deteccion a niveles de nanogramo, pero requieren
extracciones laboriosas, procedimientos de derivatizacion (los cuales son costoso)
y con baja sensibilidad, como lo demuestra Zhimeng, Andre, & Len (2002) en su
investigacién para determinar y cuantificar ramipril en plasma humano

5.3 Espectrofotometria UV-VIS (Ultravioleta- Visible)

Es un método analitico para la cuantificacion de un analito, pero es laborioso y
costoso, un ejemplo de ello, es la investigacién de Nurefia Flores & Romero Merino
(2012), donde realiz6 la validacion del metodo para cuantificar enalapril maleato (10
mgq) en tabletas recubiertas, basandose en una relacion lineal entre la concentracién
del analito y la transmitancia (T) o absorbancia (A) (Skoog, Holler, & Crouch, 2008).

5.4 Espectroscopia de resonancia magnética nuclear (RMN)

Es una herramienta para la identidad e integridad de principios activos, deteccion y
composiciéon en una mezcla esto por su rapidez, por el poco pretratamiento a la
muestra, especificidad, versatilidad y la determinacién de estructuras, pero tiene
una sensibilidad relativamente baja porque requiere de mas de 1 mg de muestra,
como lo demuestra Cardona S, y otros, (2003) en su investigacion para establecer
la identidad e integridad del principio activo como captopril.

5.5 Electroforesis capilar (EC)

Es una técnica que permite la separacion y analisis de los analitos en relacion carga-
mesa, debido a su simplicidad (facilidad de aplicacion ) y versatilidad (columnas
capilares), pero las moléculas neutras no se separan sin el uso de un agente
complejante o derivatizacién (costoso), no es adecuado para compuestos volatines
y no polares, de igual manera, se realiza un pretratamiento a matrices complejas, y
necesita un sistema de deteccion muy sensibles Cardoso Marra(2018), un ejemplo
de ello es Chopin Doroteo (2012), en su investigacion para determinar analitos como
captopril (CAP) + hidroclorotiazida (HCT); HCT + enalapril (ENA); HCT + lisinopril
(LIS); HCT + ramipril (RAM)

Con lo anterior se puede observar que tanto los métodos oficiales como los
alternativos son laboriosos y costosos, pero con una seguridad confiable en sus
resultados.

El avance de la tecnologia en los ultimos afios ha permitido el desarrollo de
nuevos meétodos de diagndstico clinico y pautas terapéuticas, en donde, los
ensayos analiticos han ayudado a verificar la eficiencia e inocuidad de los
medicamentos, por lo que, la quimica analitica en combinacién con diversas
técnicas han sido una herramienta para el descubrimiento de biomarcadores como
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lo son los biosensores, no solo por su uso en quimica, biologia o ingenieria, sino
también en los campos farmacéuticos, de alimentos, medioambiente y clinicos
(Ortega Ortiz De Apodaca, 2006).

6.- Biosensor

Un biosensor es un dispositivo analitico para el analisis de una muestra con
un analito especifico. Por lo general se construye a partir de un componente
biolégico o elemento de reconocimiento molecular, y un componente detector
fisicoquimico o transductor. Los elementos de reconocimiento estan inmovilizados
en la superficie de los transductores, y son capaces de interactuar con las moléculas
objetivo sin la necesidad de afiadir reactivos. Las interacciones especificas entre el
analito y el elemento de reconocimiento generan cambios fisicoquimicos en la
superficie del transductor (Hiep Nguyen, et al., 2019).

Estos cambios son reconocidos por el transductor y convertidos en senales
medibles que puede ser electroquimico, térmico, optico o basado en variacion de
masa para determinar la cantidad de analito presente en la muestra (J. Blum & R.
Coulet, 2019).

Generalmente, los biosensores se clasifican en funcion del componente
bioldgico utilizado o por el tipo de transductor. Existe otro método de clasificacidon
que se basa en el modo de interaccion entre los analitos y los materiales biologicos
en un biosensor, los cuales son de dos tipos: biosensor catalitico, en el que las
interacciones dan lugar a la formacion de un nuevo producto de reaccion
bioquimica; y biosensor de afinidad, en el que las interacciones dan lugar a la unién
del analito a la superficie del transductor (Jiménez C. & Ledn P., 2009) (Figura 1).

~ Enzimas,
Bioelemento Afinidad y a"tg%‘fg(';ﬁ"s’
(receptor) catalitico nucleicos
\ y
Biosensor Tt colules
P Electroquimico,
optico,
Transductor termometrico,
L masas

Figura 1. Clasificacion de biosensores
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Las ventajas sobresalientes de un biosensor son la alta selectividad y
sensibilidad, la facilidad de manejo y el bajo costo, permitiendo asi, su uso personal
no especializado, rapidez en el analisis, posibilidad de miniaturizacion, elision de
procesos del método analitico como la toma y el tratamiento de la muestra, donde
no es necesaria la separacion del analito y la adicion de reactivos, permitiendo
realizar mediciones continuas, distribuidas, multidimensionales, remotas, y en
condiciones de trabajo comunes que son dificiles para otras técnicas (Camacho
Campos, s.f.).

7.- Elementos para su fabricacion.

Una descripcidon del sistema de un biosensor debe incluir cinco
caracteristicas: (1) los parametros detectados o medidos, (2) el principio de
funcionamiento del sensor, (3) los modelos fisicos y quimicos: bioquimica, (4) la
aplicacion y (5) la tecnologia y los materiales para fabricar el transductor, el sensor.
Se han propuesto muchos parametros para caracterizar los biosensores. Algunos
se usan comunmente para evaluar las caracteristicas funcionales y la calidad del
sensor, como la sensibilidad, la estabilidad y el tiempo de respuesta, mientras que
otros parametros estan relacionados con la aplicacion y no con la funcionalidad del
sensor, como la biocompatibilidad de los sensores para el monitoreo clinico (Zhang,
Wright, & Yang, 2000).

Los materiales utilizados en biosensores electroquimicos se dividen en:
7.1 materiales de electrodos y sustratos de soporte.

Los metales y los carbones se usan comunmente para preparar sistemas de
electrodos solidos y sustratos de soporte. Los metales como el platino, el oro, la
plata y el acero inoxidable se han utilizado durante mucho tiempo en electrodos
electroquimicos debido a sus excelentes propiedades eléctricas y mecanicas. Los
materiales basados en el carbono, como el grafito, el negro de humo vy la fibra de
carbono, se utilizan para construir la fase conductora por tener una gran inercia
quimica, bajas corrientes residuales y una elevada relacién sefial-ruido.

7.2 materiales de inmovilizacion de elementos de bioreconocimiento.

Los materiales tradicionalmente utilizados para la inmovilizacion de
elementos son agentes multifuncionales como el glutaraldehido y el diisocianato de
hexametilo, que forman enlaces cruzados entre especies biocataliticas o proteinas,
este proceso se conoce como reticulaciéon, ya que crea matrices complejas que
hacen posible la inmovilizacién multienzimatica. Por otra parte, los polimeros no
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conductores como la poliacrilamida y el polifenol, pueden utilizarse para atrapar
fisicamente los elementos. Un ejemplo de ello es la investigacion de Kurbanoglu,
Rivas, Ozkan, & Merkoci en 2016 donde se inmoviliza la tirosinasa en un electrodo
serigrafiado mediante el uso de reactivos de acoplamiento 1-etil-3-(3
dimetilaminopropil)-carbodiimida y N-hidroxisuccinimida, en una matriz de 6xido de
grafeno reducido electroquimicamente y nanoparticulas de 6xido de iridio; otro
ejemplo seria del autor Husain en 2017 donde las oxidorreductasas e hidrolasas
fueron inmovilizadas mediante nanocompuestos de grafeno, ambos ejemplos para
la deteccion de captopril.

Los polimeros organicos conductores tienen ventajas como crear un
ambiente adecuado para la inmovilizacion de enzimas en electrodos y su interaccion
con metales y conductores de carbono. Por tanto, la comunicacién eléctrica entre el
centro redox y la superficie del electrodo es mas eficiente. Estos polimeros pueden
depositarse electroliticamente desde la solucion sobre soportes conductores,
proporcionando una matriz tridimensional para las enzimas inmovilizadas en las que
los reactivos se convierten en productos.

7.3 materiales de fabricacion de membranas externas

Los biosensores a menudo estan cubiertos por peliculas delgadas con
multiples funciones, incluido el control de difusién, la reduccion de interferencias y
la proteccion mecanica de las sondas de deteccion. Los polimeros disponibles
comercialmente, como el cloruro de polivinilo (PVC), el polietileno, el polimetacrilato
y el poliuretano, se usan comunmente para preparar estas peliculas debido a sus
propiedades fisicas y quimicas adecuadas.

Pero, la estabilidad funcional se ve afectada por la biocompatibilidad de los
materiales del biosensor que estan en contacto con el medio bioldgico.

7.4 elementos bioldégicos (enzimas, anticuerpos, antigenos, mediadores
y cofactores).

Las mejoras en el disefio de la interfaz se han orientado a la incorporacion de
moléculas activas incluyendo enzimas como la glucosa oxidasa y lactato oxidasa,
mediadores, como el ferroceno y sus derivados, cofactores basados en la
nicotinamida adenina dinucle6tido (NADH y NADP), catalizadores, anticuerpos y
antigenos.

También existen propiedades fisicas basicas que debe tener el sistema de
medicién. Algunas caracteristicas y propiedades importantes de un biosensor ideal
son las siguientes (Kurbanoglu, Uslu, & Ozkan, 2018):
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e Calibracion e Tiempo de vida util

¢ Alta sensibilidad e Tiempo de respuesta
e Amplio rango de deteccién e Selectividad
e Estabilidad

Uno de los retos en el estudio de biocatalizadores, se trata del mantenimiento
de la estabilidad estructural de la enzima durante las reacciones bioquimicas, lo que
ha llevado al desarrollado de varias técnicas de inmovilizacién, donde se limita o
retarda su movimiento. La enzima inmovilizada esta confinada en un espacio
definido, que retiene su actividad catalitica y puede ser reutilizada de forma continua.
Los componentes principales de un sistema de inmovilizacion enzimatico son la
enzima, la matriz o soporte y el método de fijacion. Existen cinco métodos principales
para inmovilizacion de enzimas o células: adsorcion, unién covalente, atrapamiento,
entrecruzamiento y encapsulamiento, siendo los tres primeros los mas comunes
(Romero Cedillo, L et al., 2014; Figura 2).

Covalente Encapsulamiento

Atrapamiento Entrecruzamiento

o ®
@ao ©
CIOOO | % O ©

¢e /=8

Figura 2. Métodos de inmovilizacion de enzimas o células mas utilizadas.

Py

La inmovilizacién ideal para una enzima dada es aquella que le permite
conservar una alta actividad catalitica con el paso del tiempo para ser utilizada
continuamente (Singh, Tiwari, Singh, & Lee, 2013). Dependiendo de la estructura de
la proteina y del material, asi como de las condiciones de la reaccion, sera el método
de inmovilizacion a utilizar (Romero Cedillo, L et al., 2014).

En electroquimica se implica la transferencia de carga de un electrodo a una
fase, que puede ser una muestra sélida o liquida. En este proceso, ocurren cambios
quimicos en los electrodos y la carga se conduce a través de la fase. Las reacciones
de los electrodos como el transporte de carga se pueden modular quimicamente y
sirven como base del proceso de deteccion (Wang Y., Xu, Zhang, & Li, 2008).

8.- Biosensores amperomeétricos
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Los biosensores enzimaticos electroquimicos tienen algunas ventajas como
su alta selectividad y sensibilidad, respuesta rapida, disefio simple, bajo costo y
miniaturizacion. Pero con algunos inconvenientes como el uso de técnicas de
inmovilizacion del material biolégico para aumentar su estabilidad, utilidad vy
selectividad (Boix Cayuela & Sanchez-Paniagua Lopez, 2016).

Por otra parte, los biosensores amperométricos enzimaticos son los mas
utilizados y reportados. Por que proporcionan respuestas mas rapidas, poseen
mayor selectividad, usan enzimas especificas para el analito deseado y la
especificidad para reconocer moléculas particulares por una transduccién directa de
la velocidad de reaccién en una corriente (Camacho Campos, s.f.).

Estos biosensores (Figura 3) se basan en la medicion de una corriente de
oxidacion o reduccion de una especie electroactiva que es consumida o producida
por un elemento biolégico o un trazador redox en la superficie del electrodo a un
potencial aplicado constante (Ozkan, Kauffmann, & Zuman, 2015).

i g Transducion
Biciogico ga }. Seftal
Racaptor Amplificador

Figura 3. Concepto de sensor amperométrico (Pezzotti & Luperini, 2013)

Un sensor amperométrico hace uso de tres electrodos (Figura 4): trabajo
(biosensor), referencia y auxiliar o contraelectrodo (Torres Gamez, 2019).

Electrods dundline

Contacto eléctrico

Electrodo de
trabajo

Electrodo de referencia

Figura 4. Disefio clasico de tres electrodos (Costa Garcia, Gonzalez , & Begoiia, 2010).
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Los biosensores amperométricos se dividen en tres grupos (Figura 5):
biosensores enzimaticos de primera, segunda y de tercera generacion a causa de la
transferencia de electrones (Kurbanoglu, Erkmen, & Uslu, 2020):

a. Enlos electrodos enzimaticos de primera generacion existe una reduccién del
oxigeno (Oz2) a peroxido de hidrogeno (H202), es la transformacion del sustrato
en producto, es decir, la oxidacién del peroxido de hidrégeno.

b. Los electrodos enzimaticos de segunda generacion, el transporte de
electrones es proporcionado por los mediadores redox en lugar de oxigeno.

c. En los electrodos enzimaticos de tercera generacion, se genera una
interaccioén directa entre el centro de la enzima y la superficie del electrodo.

Figura 5. Formas de funcionamiento de los biosensores amperométricos (izquierda
de primera generacion, centro segunda generacién y derecha corresponde a la
tercera generacion).

9.- Actividad enzimatica

La actividad enzimatica se expresa como la cantidad de sustrato convertida
en producto por unidad de tiempo en condiciones de reaccion especificas de pH y
temperatura. Estos ultimos parametros pueden afectar a la respuesta del biosensor
(Ozkan, Kauffmann, & Zuman, 2015). Sin embargo, estos factores no solo influyen
en la actividad de la enzima, sino que afectan también la interaccion entre las
especies electroactivas y la superficie del electrodo de trabajo, sobre la cual, se lleva
a cabo la reduccién electroquimica de los productos generados por la accion de la
enzima (lIbarra Escutia, et al., 2010).

La relacion entre el pH y la actividad enzimatica depende de las propiedades
acido-base de las enzimas y los sustratos, especialmente del tipo de residuos de
aminoacidos en el centro catalitico. Los valores de pH elevados suelen provocar una
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pérdida total de actividad en la mayoria de las enzimas. A la hora de determinar el
valor de pH 6ptimo para una enzima, también es muy importante la composicion del
entorno en el que tiene lugar la reaccion y, en particular, la composicion de la mezcla
tampodn utilizada en ella (Herenda, y otros, 2019).

Por consiguiente, se observd el efecto del pH en la respuesta del biosensor,
por lo que, se calculd la actividad utilizando la siguiente ecuacion (Manoj, et al.,
2020):

corriente observada en un pH especifico

Actividad (%) = 100
ctividad (%) corriente maxima entre todos los probadores de rango de pH x

También la actividad enzimatica puede verse afectada por moléculas como
inhibidores y activadores. La monitorizacion indirecta de tales analitos puede
lograrse midiendo el cambio en el producto enzimatico y/o la electroactividad de la
enzima antes y después de la interaccion con el analito (Ozkan, Kauffmann, &
Zuman, 2015).

El mecanismo de inhibicion enzimatica por parte de los farmacos puede ser
reversible o irreversible (Figura 7). La inhibicion reversible es el mecanismo mas
comunmente observado. Por lo tanto, es necesario el estudio de la inhibicion
enzimatica inducida por los farmacos, el cribado de los inhibidores y el seguimiento
de su toxicidad (El Harrad, Bourais, & Aminez, 2018).

La cinética de una reaccidén enzimatica se controla mediante la velocidad del
producto o la velocidad de disminucion de la cantidad de reactivo (Figura 6). Si el
producto de los sensores enzimaticos es electroactivo, la reaccion entre ellos se
puede examinar con técnicas amperométricas (Kurbanoglu, Uslu, & Ozkan, 2018).
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Figura 6. Cinética de la reaccion enzimatica (A) competitiva, (B) no competitiva 'y (C)
a competitivo (Kurbanoglu, Ozkanb, & Merkoci, 2017).

Estos biosensores electroquimicos utilizan muchas enzimas y la via mas
estudiada es la de las dianas farmacolégicas en la via metabdlica de los organismos
vivos. Estas dianas farmacoldgicas actuan como inhibidores enzimaticos; en
consecuencia, se puede medir la concentracion del inhibidor que afecta a la
velocidad de esta transformacién enzimatica. Los biosensores electroquimicos
realizan mediciones utilizando pequefios volumenes de muestra, bajas
concentraciones de componentes bioldgicos y, en ocasiones, dispositivos analiticos
miniaturizados. La importancia de utilizar las enzimas con fines analiticos se debe a
sus numerosas propiedades como la precision en la medicion de las tasas de
reaccion enzimatica, la sensibilidad hacia el sustrato debido a la configuracion "llave-
cerradura", la adecuacion a las necesidades y la gran diversidad de enzimas
analiticas disponibles a gran escala (El Harrad, Bourais, & Aminez, 2018).

10.- Biosensores en el analisis farmacéutico.

El uso de biosensores en el andlisis farmacéutico ha llamado la atencién no
solo por la cuantificacion de un compuesto activo (Tabla 3), sino también, en el
analisis de productos de degradacién y metabolitos en fluidos bioldégicos como lo
indica de Souza Gil & Rodriges de Melo (2010).

Para la determinacion confiable de la concentracion del analito se traza una
funcién, donde los datos experimentales se ajustan a una ecuacion logistica de
cuatro parametros (sigmoidal) segun la siguiente ecuacion:
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Donde i, e i; son los valores de corriente maxima y minima en el grafico de
calibracion trazado, ICs, es la concentracion de analito que produce el 50% de la
sefal amperométrica maxima, y p es la pendiente en el punto de inflexion de la curva
sigmoidea (Conzuelo, y otros, 2013). La medicidn experimental mas confiable estara

cerca del valor de la ICs.

Tabla 3. Deteccion de distintos medicamentos mediante biosensores
amperometricos
Medicamento Compuesto Biosensor Actividad
a analizar
Salicilatos Basado en enzima La actividad
(grupos superoxidos antioxidante y
endlicosy  dismutasa eliminadora de los
fendlicos) radicales de
compuestos fendlicos
(incluso los derivados
del salicilato)
Acetaminofén Basados en la La peroxidasa de
(paracetamol) inmovilizacién directa rabano, en presencia
de la enzima en de peroxido de
Antinflamatorio y nanotubos de hidrogeno cataliza la
analgésico carbono, particulas oxidacion de
nanoporosas, carbén acetaminofén en N-
vitreo. acetil-p
Enzimas naturales de benzoquinonimina
vegetales como las
peroxidasas,
tirosinasa, fenoxidasa,
oxidasas, hidrolasa
aril-acilamidasa, en
electrodos
serigrafiados
B- lactamicos Basado en la Trazador con
inmovilizacion de una peroxidasa de rabano
N proteina  bacteriana picante, tras la adicion
Antibiéticos . .
recombinante de de peroxido de
union a la penicilina en  hidrogeno en
electrodos de carbono presencia de
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serigrafiados hidroquinona como
modificados con acido mediador redox.
nitrilotriacetico (NTA)

Como se observo en la tabla anterior de algunos ejemplos de farmacos que

se han analizado con el uso de biosensores amperométricos, los farmacos de interés
son los IECA que no hay muchos registros sobre su analisis con los mismos
biosensores.

11.- El desarrollo de transductores y electrodos electroquimicos.

Sin embargo, el avance en la ciencia de los materiales y la nanotecnologia
han llevado a un importante desarrollo de muchos transductores electroquimicos y
electrodos como, por ejemplo:

e En el desarrollo de canales ionoforos biomiméticos que responden
selectivamente a farmacos especificos (Stasyuk, y otros, 2021).

e En el desarrollo de nanomateriales con dimensiones moleculares, es decir,
particulas porosas y monodispersas como las de arcilla, con alta area superficial,
lo que resulta en una alta sensibilidad (Stasyuk, y otros, 2021).

e En el desarrollo de los nanotubos de carbono y nanoparticulas metalicas
como modificadores de la superficie del electrodo (Figura 7) (El Harrad, Bourais, &
Aminez, 2018), generando una mayor superficie para la transduccion de sefales,
asi como, para la inmovilizacion de enzimas, ADN o incluso para la
preconcentracién de moléculas electroactivas (He, Xu, & Fang, 2006).
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Figura 7. llustracion de la estructura de materiales nanoestructurados vy
nanoparticulas utilizando microscopio electrénico de barrido (SEM por sus siglas en
ingles), a) estructura de nanotubos de carbono; b) oxido de grafeno (Neethirajan,
Ragavan, Weng, & Chand, 2018).

o En el desarrollo de polimeros conductores, para los sensores electroquimicos,
por ejemplo: peliculas ultrafinas, baja resistividad eléctrica y grupos funcionales
adecuados para la inmovilizacion del agente reconocedor (Malhotra et al., 2006).

e En nanoparticulas metélicas, como el oro (Figura 8), por sus propiedades
superficiales, electronicas y cataliticas, interaccionando con el centro activo de la
enzima y facilitando el transporte de electrones hacia la superficie del electrodo
(Aguii, Mena, Gonzalez-Cortes, & Yanez-Sedefio, 2005), posterioremente de plata,
platino y paladio (Sasidharan, Maduraiveeran, & Ganesan, 2017). También en
nanoparticulas 6xido metal como 6xido de serio (CeQz2), 6xido de cobre (CuO),
oxido de niquel (NiO), etc. (Sasidharan, Maduraiveeran, & Ganesan, 2017).
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Biosensor de xantina oxidasa: XOD/nAu-CPE

ol PASTA DE CARBONO

ORO

XOD

Figura 8. Biosensor de xantina oxidasa (XOD), sobre un electrodo de pasta de
carbono modificado con nanoparticulas de oro (Aguii, Mena, Gonzalez-Cortes, &
Yanez-Sedefo, 2005).

e En el uso de aptameros, respondiendo con una afinidad de unién especifica a
farmacos, proteinas y moléculas pequefas (Sook Bang, Cho, & Gee Kim, 2005) y
en conjunto con el grafeno (GN) (Figura 9), presentan una alta conductividad
térmica, propiedades de transporte electronico y un area superficial alta (Wang L. ,
y otros, 2012).

Electrodo de oro
AT

1 -:II"I-JI |,I_:'| II"II_:l'I % {’,_R’iﬁ:r 3 GN
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Figura 9. Complejo electrodo de oro- adenosina trifosfato (ABA) o un oligonucleétido
especifico de mercurio para unir el grafeno dando lugar a un aptamero de unién a
adenosina trifosfato (Wang L. , y otros, 2012).

e En la pasta de carbono como transductor, favoreciendo la compactacion y la
fijacidn al electrodo (Mihos, y otros, 2013).

¢ En nanohojas de grafeno donde se incrustaron particulas de 6xido de hierro

(FesOs) (Figura 10), con una actividad electrocatalitica alta y una relacion
sefal/ruido significativo (Nga, y otros, 2018).
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Figura 10. Representacion del grafeno con particulas de FesO4 (puntos rojos) (Nga,
y otros, 2018)

e En el uso de diamante dopado con boro como electrodo, con propiedades
como una alta estabilidad, dureza, superficie no polar y una buena actividad en
analitos redox sin pretratamiento (Tofanello Gimenes, et al., 2015).

e En poros de silicio para la inmovilizacion de biomoléculas, observando una
mayor retencion, estabilidad y area superficial y la modificacién del tamafio de los
poros puede detectar analitos de muy baja concentracion (Fopase, y otros, 2020)
(Figura 11).

Figura 11. Para observar los cambios morfolégicos de los poros de silicio por
modificaciones quimicas se utilizd el microscopio electronico de barrido (SEM por
sus siglas en ingles), a) poros de silicio con diametros semejantes, b) poros de
silicio oxidados con H202 generando una reduccién en su diametro con grupos
hidroxilos en la superficie (Fopase, y otros, 2020).

e Los electrodos serigrafiados (por sus siglas en ingles Screen-Printed
Electrodes (SPE)) se han empleado para la deteccion in situ de una gran variedad
de analitos de matrices complejas de muestras de compuestos farmacéuticos,
observando una simplicidad, reproducibilidad, estabilidad, desechabilidad y rapidez
en la respuesta (Couto, Lima, & Quinaz, 2015).
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e El uso de la impresién por inyeccion de tinta (Figura 12) para la elaboracién
de biosensores proporcionando una alta resolucion, flexibilidad, sencillez, rapidez,
eficientes, bajo costo y su capacidad para la produccién en masa (Li, Rossignol, &
Macdonald, 2015).

a)
[nyector de tinta

Enzima

/ Muoléculas conductivas

‘ ; To
Matriz

Figura 12. Representacion de un biosensor de inyector de tinta, donde las moléculas
conductoras pueden ser nanoparticulas, compuestos organometalicos y polimeros
conductores junto con 6xido de indio y estafio (ITO por sus siglas en inglés) (Li,
Rossignol, & Macdonald, 2015).

Dado que estos dispositivos desempenan un papel cada vez mas importante
en la vida cotidiana, surgen rapidamente nuevos desarrollos en el disefio de
biosensores. Es importante resaltar los avances recientes en materiales y técnicas
para el disefo y construccion de biosensores amperométricos electroquimicos. El
rapido crecimiento de los biomateriales ha dado lugar a innovaciones significativas,
en la funcionalidad de los sensores y en la aparicion de nuevos biosensores. Sin
embargo, las aplicaciones in vivo todavia estan limitadas por el deterioro funcional a
causa de la contaminacién de la superficie con los componentes bioldgicos. No
obstante, los nuevos materiales y técnicas que se han estudiado ampliamente en las
ultimas dos décadas, es prometedor para disminuir los problemas relacionados con
la interaccién entre las superficies extrafas, los fluidos y tejidos bioldgicos (Zhang,
Wright, & Yang, 2000).
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Tabla 4. Condiciones para la deteccion de farmacos IECAs mediante biosensores amperométricos.

Muestra

Captopril
Comprimidos

Orina
Rio
Comprimidos

Orina
Comprimidos

Comprimidos

Tabletas
Orina

Orina
Tabletas

Enalapril
Comprimidos

Lisinopril

Sensor/electrodo

Electrodo de pasta de
carbono
Biomimético
Electrodo de pasta de
carbono + complejo
de hierro +
ftalocianina
[(FePc(dipy)]
Electrodo de carbono
vitreo + grafeno +
hexacianoferrato de
cobre
Electrodo de pasta de
carbono + compuesto
de hexacianoferrato
de cobalto/grafeno
Electrodo
ITO/laponite/CoHCFe

Electrodo de carbono
vitreo + PDPP + Cds-
QDs + MWCNT

Electrodo serigrafiado

pH

3,6

2,5 -
8,0

7,0

7,4

<6

2,0-
10,0

2,0-
6,0

Sistema de

Limite de

complemento deteccion

FIA

FIA*

1.4x10°M

1.4x108 M
50x10*%a
2.5x102
mol L

0.09 uM

0.331 pM

0.29 uM

15 nM

0.9 UM

Fuente

Marcolino-Junior, et
al., 2009
Wong, Lanza, &
Sotomayor, 2010

(Gholivand,
Khodadadian , &
Omidi, 2012)

(Sattarahmady, Heli,
& Moradi, 2012)

(Cai, Zhang, Song,
Zhang, & Shan,
2016)
(Paimard, y otros,
2014)

(Mehmeti, Stankovic,
& Kalcher, 2017)
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Muestra Sensor/electrodo pH

Plasma Electrodo de oro NaOH
frente a electrodo de
referencia Ag/AgCl
Plasma Electrodo de carbono 6,0
vitreo/ B-CD/GO-
SOs3H

Perindopril
Soluciones Electrodo de pastade  6,0-
mixtas grafito- aceite de 8,0
parafina

*Analisis de Inyeccion por Flujo
**Analisis de Inyeccion por Lotes- Amperometria de Pulsos Multiple

Sistema de Limite de
complemento deteccidn

IPAD 0.12 ng/mL
0.11 uM

FIA

SIA

Fuente

(Xiu Liu, y otros,
2012)

(Hasanzadeh,
Pournaghi-Azar, &
Abolghasem
Jouyban, 2014)

(Stefan, van
Standen, Vusimuzi
Mulaudzi, & Aboul-

Enein, 2002)
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11.1 Como ejemplo, Marcolino-Junior, et al. en 2009, utilizaron un sistema
amperométrico para la determinacion de tabletas de captopril (CAP), mediante un
analisis de inyeccion de flujo (FIA), lo proponen para su uso en el control de calidad,
las ventajas son el bajo consumo de reactivos y muestras, la mejor repetibilidad, alto
rendimiento de la muestra, intercambio mas facil de medios después de la
acumulacioén de analitos, reduccion del riesgo de contaminacion durante la etapa de
analisis, junto con una buena precision y una alta sensibilidad. Asi también, un coste
relativamente bajo de la instrumentacion. Se hace uso de un electrodo de pasta de
carbono (CPE), debido a su bajo coste y una facil construccién mediante una mezcla
de polvo de grafito y aceite mineral, que permiten resultados de cuantificacion en el
intervalo de concentracion de 5,0 x 105a 1,0 x 102 mol L' y un limite de deteccién
de 1,4 x 10°® mol L-'. En la etapa de desarrollo del biosensor se propuso como pH
optimo para realizar la investigacion, un valor de pH=3.6, debido a que obtubo un
mejor perfil para los resultados experimentales .

11.2 De acuerdo con Wong, Lanza, & Sotomayor en 2010, quienes
investigaron sensores electroquimicos construidos con pastas de carbono
modificadas, ellos encontraron que los sensores tienen una estabilidad quimica y
una actividad electrocatalitica notable, anudado a esto, permiten el uso de una
variedad de muestras: una ventaja es la flexibilidad en el método de preparacion de
la pasta. Todas estas caracteristicas observadas en el sensor lo convierten en un
candidato apto para la construccion, aplicacion y acoplamiento a un sistema de
analisis de inyeccion de flujo (FIA), aplicacion de un sensor amperométrico
modificado con el complejo de hierro (ll) ftalocianina bis(piridina), que ha sido
identificado como un potencial catalizador biomimético de la enzima P450 en la
cuantificacion de captopril en muestras como orina, agua de rio y tabletas, se han
obtenido valores excelentes para los limites de deteccion en las distintas muestras
utilizadas.

También se debe destacar que pusierieron a prueba al sensor a distintos
niveles de pH observando que el pH acido o basico no tiene influrncia en la
cuantificacion de captopril.

11.3 Los investigadores Gholivand, Khodadadian , & Omidi en 2012,
construyeron un electrodo de carbono vitreo (GCE) modificado con dos capas: una
de grafeno (GR) en la superficie del GCE, seguido de la electrodeposicion de
nanoparticulas de hexacianoferrato de cobre (CuHCF) sobre la capa de grafeno,
para la determinacion de captopril en orina y tabletas. La respuesta mas favorable
de este electrodo modificado se lograba dentro del pH neutro logrando un limite de
deteccion de 0.09 uyM. La eleccidén de estos materiales se determiné a partir de las
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caracteristicas que presentaban los componentes como: el hexacianoferrato de
cobre (CuHCF), por su capacidad de presentar reacciones redox reversibles en
diferentes electrolitos de soporte, las peliculas de CuHCF pueden depositarse
electroquimicamente sobre diferentes sustratos como GCE, Pt, Au, SnO2 y grafito.
El GCE cubierto de grafeno se utilizé como sustrato para la electrodeposicion de la
pelicula de CuHCF que actua como mediador de electrones para la electrooxidacion
del captopril. El grafeno tiene una conductividad eléctrica excelente, una superficie
mayor en comparacion con el grafito y una distriucion mas uniforme de los sitios
electroquimicamente activos.

11.4 Por otra parte, los autores Sattarahmady, Heli, & Moradi en 2012,
sintetizaron un nanocompuesto de hexacianoferrato de cobalto y hojas de 6xido de
grafeno y fabricaron un electrodo de pasta de carbono modificando la superficie con
este nanocompuesto para la determinacion de captopril en tabletas. La eleccién del
nanocompuesto es por sus aplicacidbnes en imanes moleculares, optomagnetos,
sensores de humedad, dispositivos electrocromicos, termocrémicos vy
electrocatalisis. En el compuesto, tanto la especie de cobalto como la de hierro tienen
dos estados de oxidacion (1) y (1), lo que da lugar a una multitud de estequiometrias
y estados redox del compuesto. El electrodo modificado mostré una eficiente
actividad electrocatalitica hacia la electrooxidacion del captopril, se estudio la
difusion del contra cation en el nanocompuesto y la cinética de transferencia de carga
a través de la interfaz electrodo/electrolito y en presencia de captopril, la corriente de
pico anddica de la transicidon Fe(ll)/Fe(lll) aumento y la catddica disminuyd, mientras
que las corrientes de pico de la transicion Co(ll)/Co(lll) permanecieron casi
constantes. Indicando que el captopril se oxidd en la superficie del electrodo
modificado mediante una transferencia de electrones mediada por la superficie (una
reaccion electrocatalitica), obteniendo exceletnes resultados para el limite de
deteccion de 0,331 M del captopril en comprimidos.

11.5 En otro estudio, Cai, Zhang, Song, Zhang, & Shan (2016) intercalaron
iones de Co?* en las capas de laponita y luego electrogeneraron hexacianoferratos
de cobalto (CoHCFe) en la superficie del ITO modificado con laponita-Co?*. La
laponita se utiliz6 como material huésped para la intercalacién de Co?* debido a su
capacidad de intercambio de cationes, por sus propiedades coloidales de laponita,
laponita-Co?* puede ser inmovilizarse en la superficie de ITO faciimente y ser fuente
de Co para la posterior electrogeneracion de CoHCFe en una solucién acuosa que
contiene hexacianoferrato. El electrodo modificado (ITO/laponita/CoHCFe) fue
altamente electrocatalitico para la oxidacion del captopril, mostrando un limite de
deteccion de 0.29 mM, un rango lineal amplio, alta sensibilidad y buena
reproducibilidad en la determinacion electrocatalitica de captopril en muestras reales,
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como orina y tabletas, en general los resultados fueron satisfactorios. Sin embargo,
el efecto del pH en la oxidacion electrocatalitica del captopril, indica que cuando el
pH < 6,0, la corriente anddica cambio poco y cuand el pH > 6, la corriente anddica
disminuyd significativamente. Este comportamiento se atribuye a la formacién de
Fe(OH)3 y a la inestabilidad de la pelicula. Por lo tanto, este electrodo es
relativamente estable en condiciones acidas.

11.6 Paimard y colaboradores (2014) fabricaron un sensor mediante la
inmovilizacion de 1, 4-fenileno-N, N'-bis (O, Odifenilforamidato) (PDPP) en la
superficie del electrodo de carbono vitreo (GCE) que fue modificado por
CdSQDs/MWCNTs para la deteccion nanomolar de captopril (CAP) con el método
amperomeétrico, gracias a su excelente comportamiento electrocatalitico hacia la
oxidacion de CAP en muestras reales como tabletas y orina. La combinacion de
CdS-QDs y MWCNTs con PDPP mejoré considerablemente la respuesta de la
corriente del GCE hacia la oxidacién electrocatalitica del CAP. El sensor propuesto
mostré como ventajas un limite de deteccion bajo, una alta sensibilidad, respuesta
rapida, el bajo costo, una reproducibilidad razonable, estabilidad, el limite de
deteccién fue de 15 nM. La preparacién del electrodo de carbono vitreo modificado
(GCE) con 1, 4-fenileno-N, N'-bis (O, O-difenilforamidato) (PDPP), puntos cuanticos
de CdS cubiertos de L-cisteina (CdS-QDs) y nanotubos de carbono de pared multiple
(MWCNTSs), se considero por las siguientes caracteristicas: los puntos cuanticos
(QDs) son nanocristales semiconductores que poseen propiedades Opticas y
electronicas ajustables en tamafio, que se han utilizado en varias areas, como la
catalisis, los revestimientos, los textiles, el almacenamiento de datos, la
biotecnologia, la atencién sanitaria, la biomedicina, las industrias farmacéuticas vy,
mas recientemente, en la quimica bioanalitica. La modificacion de la superficie de
los QDs puede cambiar sus propiedades Opticas, quimicas, electroquimicas y
fotocataliticas. Por lo que, los QDs modificados con diferentes grupos funcionales en
la superficie podrian proporcionar una nueva quimica para su aplicacion en la
quimica electroanalitica. Uno de estos modificadores es la cisteina, cuyo QD capado
se ha utilizado como sonda fluorescente para iones de cobre. Por lo tanto, la cisteina
(CdS-QDs) se puede utilizar como un modificador de superficie adecuado en el
campo electroquimico. Para una mejor deteccién a nanoescala, los QDs recubiertos
pueden unirse a una nanoparticula adecuada, como los MWCNTs.

11.7 En el estudio de Mehmeti, Stankovic, & Kalcher en el afio 2017, se
desarroll6 un procedimiento electroanalitico simple, sensible y selectivo para la
determinacion del contenido total de enalapril en comprimidos utilizando un electrodo
serigrafiado (SPE) no modificado con deteccidn amperométrica. Las sefales de
corriente fueron linealmente proporcionales a la concentracion de enalapril en un
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rango de 2.5 a 90 yM y con un limite de deteccion de 0.9 uM. El sensor propuesto
no requiere ningun procedimiento complejo para su construccion. Se observo que el
enalapril proporciona un pico de oxidacion bien definido y de forma ovalada a +1.05
V (frente a Ag/AgCl, 3,0 M KCI) en la solucién tampon Britton-Robinson (BRBS) a pH
5.0. En medios acidos, el enalapril proporcioné un pico de oxidacion irreversible bien
definido en torno a +1.05 V. El aumento del pH de la solucidn electrolitica de soporte
tuvo como consecuencia una pérdida del pico. Al aumentar el valor de pH del
electrolito de soporte de 2.0 a 6.0, los picos de potencial se desplazan a un potencial
menos positivo y el pico de corriente aumenta hasta el valor de pH de 5.0, se puede
concluir que el pH del electrolito de soporte mas adecuado para la oxidacion del
enalapril es el pH 5.0 debido a que no existe participacion de protones en la reaccién
que se produce en el electrodo SPE.

11.8 Un método rapido y practico para la separacion y la deteccion directa de
lisinopril en plasma humano con deteccion amperométrica pulsada integrada (IPAD)
fue desarrollada por Xiu Liu, y colaboradores en 2012. Utilizaron columnas Dionex
AS18 (250 mm 2 mm) y AG18 (50 mm 2 mm) y una solucion de NaOH de 40 mmol/L
para la separacion, obteniendo el limite de cuantificacion (LOQ) y el limite de
deteccion (LOD) de 0.37, 0.12 ng/mL, respectivamente. La deteccion electroquimica
pulsada se desarroll6 para los compuestos alifaticos polares, que contienen aminas,
alcoholes o restos de azufre. Dado que el lisinopril es un compuesto polar y esta
presente como un anién en condiciones alcalinas. Ademas, contiene grupos aminos
primarios y secundarios, que se espera que se oxiden en los electrodos de oro en
condiciones alcalinas. Demostrando que este método era rapido y sencillo para la
determinacion de lisinopril en plasma humano.

11.9 Se desarrolld6 un método electroquimico para la determinacion de
Lisinopril con un electrodo de carbono vitreo modificado con un compuesto de (-
ciclodextrina-6xido de grafeno-SO3H (B-CD/GO-SO3H/GCE). Obteniendo el rango
de concentracion y limite de deteccion de 0,21-190,4 y 0,11 IM (S/N = 3),
respectivamente (Hasanzadeh, Pournaghi-Azar, & Abolghasem Jouyban, 2014). Las
propiedades de B-CD/GO-SO3H estan muy relacionadas con sus microestructuras,
su dispersion y la morfologia del 3-CD. Las ciclodextrinas (CD) son una clase bien
conocida de moléculas naturales obtenidas de la degradacién enzimatica del
almidén. Las CD y sus derivados, se han observado que tienen efectos bien
conocidos sobre la solubilidad, disolucién, la biodisponibilidad, la seguridad, la
estabilidad, y administracion de farmacos. Sin embargo, el tamafio de la cavidad de
la a-CD es insuficiente para muchos farmacos y la w-CD es cara. Entre los CDs, el
B-CD esta recibiendo una atencion creciente debido a su bajo costo y al tamafio de
la cavidad adecuado para la mas amplia gama de farmacos en medios acuosos, sus
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cavidades ampliamente hidrofobicas, de tamafo variable y numerosas formas de
modificacion quimica son de importancia en la investigacién electroquimica que
incluye tanto su comportamiento en soluciones homogéneas y en peliculas delgadas
adheridas a las superficies de los electrodos. Proporcionando informacion util sobre
la naturaleza de las formas reducidas y oxidadas de los compuestos electroactivos,
como los farmacos, y sobre los aspectos mecanicos de los procesos de los
electrodos. También permiten monitorizar incluso cambios muy sutiles del entorno
molecular de los centros redox mediante el seguimiento de sus potenciales redox.
Por lo tanto, los CD se emplean en dispositivos de deteccion electroquimica para la
determinacion de analitos seleccionados. Una de las caracteristicas mas importantes
de los CD es la formacion de complejos de inclusion con diversas moléculas
organicas e inorganicas. Tras la formacion de estos complejos de inclusion, las
caracteristicas de la molécula huésped dentro de las cavidades del CD, como la
solubilidad, el redox y el espectro se modifican significativamente. Esta propiedad
unica ha llevado a la utilizacion generalizada de los CD en los sectores farmacéutico,
quimico y otras areas industriales. La estabilidad de los complejos de inclusion
depende del tamafio y la polaridad de las moléculas invitadas, de la naturaleza del
medio y de la temperatura. Basandose en las propiedades de complejacion selectiva
por tamarno de los CD, cuanto mejor sea el ajuste de las moléculas invitadas dentro
de la cavidad de la CD, mas estable sera el complejo que se produzca. La estabilidad
del complejo es proporcional a la polaridad de la molécula huésped. El lisinopril es
un farmaco polar, por lo que se puede estudiar el atrapamiento de este farmaco en
la CD. EIl lisinopril es una sustancia electroactiva. Sin embargo, su sefial
electroquimica no puede mejorar notablemente cuando la molécula de lisinopril entra
en la pelicula que contiene B-CD en los electrodos modificados con B-CD. Para
mejorar la sefial puede realizarse mediante materiales secundarios como los
nanotubos de carbono multipared (MWCNT), grafeno, etc. En comparacién con el
electrodo modificado con B-CD/MWCNT modificados, las peliculas hibridas de B-
CD/grafeno mostraron un mejor rendimiento analitico. El efecto del pH de la solucion
en la respuesta electroquimica se investigd con solucién PBS en el rango de pH de
2,0-11,0, observando que los picos de corriente anddica de lisinopril aumentan
ligeramente cuando hay un aumento en la solucién de pH hasta 6,0. Esto puede
atribuirse a la desprotonizacion del lisinopril, cuando pasa de la forma neutra a la
catidénica, aumentd su acumulacién electrostatica en la superficie del electrodo. Por
lo tanto, se eligid una solucién PBS de pH 6,0 para los experimentos analiticos
posteriores. El potencial de pico dependia estrechamente del pH de la solucion.
Comprobando que los valores del potencial de pico se desplazaban hacia valores
negativos con el aumento del pH. B-CD/GO-SO3H puede adsorber lisinopril y
promover la transferencia de electrones, por lo que proporciona una mayor superficie
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electroactiva y una menor resistencia a la transferencia de carga en comparacion
con la GCE. El proceso electroquimico es irreversible y presenta la caracteristica de
un sistema controlado por adsorcién. El pico de corriente y la concentracion de
lisinopril muestran una relacion lineal en un amplio rango. El electrodo presentd una
buena repetibilidad y estabilidad po lo que se podria aplicarse en un futuro la
determinacion de lisinopril en medicamentos.

11.10 Deteccidén simultéanea de la S- y R- perindopril. En 2002, Stefan, van
Standen, Vusimuzi Mulaudzi, & Aboul-Enein investigaron sobre sistemas: de
inyeccion de flujo (FIA) y analisis de inyeccidn secuencial (SIA) para el ensayo
simultaneo de los dos isdbmeros de perindopril (pdp). Los sensores electroquimicos
utilizados como detectores son ambos biosensores amperométricos. Para la
construccion de los biosensores amperométricos basados en pasta de carbono se
utilizaron la L- y el D-aminoacido oxidasa (AAOD). La seleccidon de este tipo de
sensores se debio a su alta sensibilidad. Los rangos de concentracion lineal se
encontrardn en el rango de nmol I-1, desde 120 pmol I-1 hasta 40 nmol I-1 (3 x S.D.),
con limites de deteccion muy bajos. El sistema de biosensores/flujo puede utilizarse
de forma fiable en linea en el control del proceso de sintesis, para el ensayo
simultaneo de S-y R-pdp con una frecuencia de mas de 30 muestras por hora. El
papel de la quiralidad se ha establecido firmemente en la industria farmacéutica. La
aplicacion de FlA/sensores o SlA/sensores para el ensayo simultaneo de
enantiomeros es especialmente necesaria para la industria farmacéutica, debido a la
necesidad de discriminar con exactitud y precision entre los enantiomeros de los
farmacos con centro quiral. La razén de tal analisis se debe a la diferencia en la
farmacocinética y la farmacodinamica de los farmacos quirales. En consecuencia,
para las materias primas de los farmacos quirales, se debe realizar una prueba de
enantiopureza. El principio de reconocimiento quiral para este tipo de biosensores
es el L- y el D-AAOD catalizan unicamente la reaccion del L- o del D-aminoacido,
respectivamente, ya que perindopril tiene una fraccibn de aminoacido. Las
principales ventajas de los sistemas propuestos son: la sencillez de construcciéon y
funcionamiento, que implicé su introduccion para la monitorizacion en linea de
enantiomeros durante la sintesis de los mismos, alta fiabilidad de la informacion
analitica, rapidez y bajo coste del analisis. Debido a su mayor fiabilidad y versatilidad,
asi como por su menor consumo de reactivos, el sistema SlA/biosensores es
preferible al sistema FIA/biosensores para el ensayo simultaneo de enantidmeros.
La superficie de los biosensores se lava continuamente con las corrientes portadoras
de cloruro sddico o tampédn fosfato. Para el sistema FIA como SIA, los valores
optimos de pH para el ensayo de los enantiomeros Sy R fueron 7,0 y entre 6,5y 7,5
respectivamente. Por lo que se determiné que el pH optimo es de 7,0. La principal
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desventaja observada en la utilizacion de biosensores como detectores en sistemas
de flujo es su corta vida util. Debido a los bajos niveles de concentracion de trabajo,
la materia prima debe diluirse en algun momento en linea. Las unicas interferencias
posibles de las muestras reales de materia prima son la L- y la D-prolina. Donde se
comprob6 la enantioselectividad frente a estos compuestos y se demostré que era
mejor en un sistema de flujo, en comparacién con un método de analisis estatico.

12. Analisis de la informacion bibliografica asociada a la elaboracién y funcionamiento
de los biosensores.

De acuerdo con los estudios analizados para la deteccion de farmacos IECAs
mediante el uso de biosensores amperométricos electroquimicos (tabla 4), se
utilizaron distintos electrodos fabricados o con modificaciones, en distintas muestras
ya sea farmacéuticas (comprimidos), ambiental (agua de rio) o clinicas (orina,
plasma), donde se observo que los excipientes como cisteina, acido ascorbico, L'y
D- prolina, muestran una interferencia cuando se encuentran con una concentracion
de 5-6 veces mas que el farmaco de interés.

Se observo que no hubo alteracion alguna o significativa en los resultados en
experimentos con muestras como orina, agua de rio o plasma demostrando asi su
uso y manipulacibn en el campo destacando su versatilidad, selectividad,
especificidad y sensibilidad por analitos de interés, constatando que las
caracteristicas del entorno como el pH, polvo, agua y excipientes no generan alguna
variacion en el resultado con concentraciones similares (excepto los ya mencionados
anteriormente) demostrando la capacidad de respuesta del biosensor, una alta
sensibilidad, reproducibilidad, precisién, fiabilidad, repetibilidad, estabilidad para la
monitorizacion de farmacos IECAs.

En algunos estudios se hace uso de otros sistemas para la deteccion de estos
farmacos, con el objetivo de optimizar el rendimiento del sensor, en la determinacion
del analisis frente al biosensor para observar si se obtendran resultados similares y
determinar si el biosensor es apto en la deteccion de los mismos. Pero se obtuvo
una desventaja en el sistema de flujo (FIA): tiene una corta vida util.

Con respecto a los materiales utilizados, ya sea en el disefio, construccion y
fabricacion de estos biosensores son adecuados por su bajo costo, facilidad en la
construccion, durabilidad, simplicidad y respuesta rapida.

Se ha observado que, para la determinacion de farmacos IECA, el pH 6ptimo
es basico, pero para muestras como orina o plasma, donde el pH varia, no tiene
afectacion alguna al momento de la determinacion de los mismos, destacando que,

35



en la literatura encontrada, el pH optimo se encuentra en un margen amplio, que va
desde 2,0 a 11,0 demostrando que el entorno no afecta en su analisis.

Se puede resaltar que el limite de deteccion es bajo al realizar la cuantificacion
con los biosensores, esto demuestra su uso para el analisis de farmacos IECAs en
muestras reales y pequenas e incluso con el menor pretratamiento es posible.

A todo esto, los biosensores como herramienta para el analisis de farmacos
son candidatos aptos por caracteristicas como su uso en analisis campo fuera de
laboratorio, la facilidad de uso, bajo costo, tamafo pequefio, facil fabricacién, alta
selectividad y sensibilidad. Como cualquier otro dispositivo necesita mas
investigacién, ensayos, pruebas, etc., esto por las variaciones en la respuesta
analitica cuando en la construccion de un biosensor se modifican algunos de sus
componentes como podria ser los electrodos, la superficie de los mismos, el uso de
nuevos materiales, el uso de otros sistemas o tipos de muestra, el método de
inmovilizacidon de las enzimas. Con base a la informacion de biosensores
amperométricos electroquimicos para el analisis de farmacos IECA’s, para su
construccion y su uso se debn optimizar las condiciones experimentales.

Como se describe en la presente investigacion, los biosensores como
herramientas para el analisis de farmacos, estan en auge por todas sus posibles
aplicaciones, para cumplir con las caracteristicas cada vez mas exigentes de los
analisis, de acuerdo con los estandares de calidad asignados a ensayos para evaluar
o0 mejorar la salud humana.
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