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Resumen

El metronidazol es un profarmaco cuya actividad biolégica depende de la reduccion
de su grupo nitro y de la formacién de especies reactivas capaces de interactuar
con componentes celulares. Sin embargo, la naturaleza de los productos generados
y su posible interaccion con el ADN aun no se comprende por completo. Por ello, el
objetivo de este trabajo fue evaluar el comportamiento electroquimico del
metronidazol, generar productos de reduccion mediante microelectrolisis y estudiar
su posible interaccion con ADN de testiculo de salmén y con las bases nitrogenadas
adenina y guanina.

La caracterizacion se realizd mediante voltamperometria ciclica (VC) vy
voltamperometria diferencial de pulso (VDP), utilizando electrodos de pasta de
carbono y grafito. Se estudio el efecto de la velocidad de barrido y del pH, y se
evaluaron parametros analiticos basicos de linealidad, repetibilidad y sensibilidad.
Ademas, se comparo la respuesta del ADN nativo, desnaturalizado, y se analizaron
los cambios de corriente y potencial producidos al mezclar el ADN y las nucleobases
con los productos obtenidos por microelectrolisis.

La respuesta electroquimica de adenina, guanina, ADN y metronidazol mostré una
dependencia entre la corriente de pico y la raiz cuadrada de la velocidad de barrido,
compatible con procesos controlados principalmente por difusion. La reduccion del
metronidazol dependié del pH y presentd un desplazamiento del potencial hacia
valores mas negativos al aumentar este parametro. Las curvas de calibraciéon
mostraron comportamiento lineal en los intervalos estudiados, con coeficientes de
determinacion superiores (r? = 0.99) y coeficientes de variacion menores de 5 %.
Los limites de deteccion fueron 0.000685 mM para adenina, 0.000921 mM para
guanina y 0.01737 mM para metronidazol.

La microelectrélisis del metronidazol a -1.0 V vs Ag/AgCIl durante 2 h produjo
nuevas sefales electroactivas y una disminucion de su corriente de reduccién, a
partir de la cual se estimé6 una conversion electroquimica de 29.22 %. Los cambios
observados en las corrientes y los potenciales de pico al mezclar los productos
electroquimicos con adenina, guanina y ADN aportan evidencia indirecta de una
posible interaccion. No obstante, la voltamperometria por si sola no permite
identificar estructuralmente los productos generados ni establecer el mecanismo
molecular de interaccion, por lo que se requieren técnicas analiticas
complementarias para confirmarlo.
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1. Introduccion

El metronidazol (MTZ) es un profarmaco, es decir, una sustancia que requiere
activacion quimica para ejercer su efecto farmacoldgico. Pertenece a la familia de
los nitroimidazoles y se utiliza ampliamente en el tratamiento de infecciones
causadas por microorganismos anaerobios y protozoarios, como Trichomonas
vaginalis, Giardia lamblia y Entamoeba histolytica.

Su mecanismo de accion se basa en la reduccion intracelular de su grupo nitro (-
NO,). Este proceso genera intermediarios reactivos capaces de interactuar con el
ADN, provocando alteraciones estructurales e inhibiendo la sintesis de acidos
nucleicos, lo que finalmente conduce a la muerte celular (Materdn et al., 2021).

Debido a este proceso de activacion, el metronidazol puede generar especies
reactivas relacionadas con su efecto terapéutico y capaces de interactuar con
biomoléculas como el ADN. Esta capacidad de interaccién ha despertado interés en
el estudio de su posible efecto genotdxico, asi como en la caracterizacién de los
productos derivados de su reduccién. Sin embargo, el analisis directo de estos
procesos en sistemas biologicos es complejo, o que hace necesario el desarrollo
de modelos in vitro que permitan simular estas transformaciones en condiciones
controladas.

En este sentido, la electroquimica es una herramienta analitica y experimental que
permite inducir y estudiar reacciones de oxidacién—reduccion en condiciones
controladas. Mediante técnicas como la voltamperometria ciclica y la
voltamperometria diferencial de pulso es posible caracterizar el comportamiento
redox del metronidazol y monitorear la formaciéon de productos electroactivos
(Goldner et al., 2025; La-Scalea et al., 1999).

Por otra parte, una forma de evaluar la interaccién farmaco-ADN es mediante el
analisis electroquimico de bases nitrogenadas como adenina y guanina, cuyas
sefales voltamperométricas son sensibles en presencia de compuestos
electroactivos. De esta manera, las variaciones en la corriente y el potencial de estas
bases pueden emplearse como indicadores indirectos de interaccion molecular
entre el ADN y compuestos electroactivos.

Con base en lo anterior, en este trabajo se evalué el comportamiento electroquimico
del metronidazol, se generaron sus derivados mediante microelectrolisis y se
estudid su interaccion con ADN de testiculo de salmoén, utilizando técnicas
voltamperométricas. Este enfoque permitié analizar la reactividad redox del sistema
y aportar evidencia sobre la posible interaccién de los productos de reduccién del
metronidazol con el material genético.



1.1 Planteamiento del problema

En el organismo, el metronidazol (MTZ) actua como un profarmaco, ya que requiere
ser reducido para ejercer su accion terapéutica. El ambiente intracelular,
particularmente en microorganismos anaerobios, presenta condiciones redox
reductoras que favorecen la activacion del metronidazol y la formacion de
metabolitos derivados. Este proceso de activacion conduce a la generacion de
intermediarios reactivos responsables de su actividad antimicrobiana (Weir & Le,
2023).

Se ha sefalado que algunos de los productos formados durante su reduccién
pueden interactuar con el ADN, lo que genera interés en relacion con su posible
efecto genotoxico y carcinogénico (Topal et al., 2025).

A pesar del uso clinico amplio y sostenido del metronidazol, el conocimiento sobre
la naturaleza electroquimica de sus metabolitos, asi como sobre los mecanismos
mediante los cuales estos pueden interactuar con biomoléculas como el ADN,
continua siendo incompleto. En particular, existe una comprension limitada de las
propiedades redox de los derivados generados durante procesos de reduccion y
oxidacion, y de como estas propiedades influyen en su capacidad de interaccion
con las bases nitrogenadas del ADN (Dingsdag & Hunter, 2018)

La activacién del metronidazol es, en esencia, un proceso de transferencia
electronica mediado por sistemas redox intracelulares en condiciones anaerobias.
Sin embargo, la mayoria de los estudios disponibles se han desarrollado en
contextos bioldgicos o celulares complejos, donde la generacion de metabolitos
ocurre de manera simultdnea con multiples procesos metabdlicos y electrodos
modificados. Esta complejidad dificulta aislar y analizar de forma directa el
comportamiento redox de los productos formados y su interaccion especifica con el
ADN, lo que limita una comprension detallada de los mecanismos moleculares
involucrados (Dingsdag & Hunter, 2018)

1.2 Justificacion

La relevancia global del metronidazol se refleja en su inclusién sostenida en la Lista
Modelo de Medicamentos Esenciales de la Organizacion Mundial de la Salud
(OMS), asi como en su clasificacion dentro del grupo Access del sistema AWaRe,
lo que indica que se trata de un antibidtico de primera linea que debe estar
ampliamente disponible y accesible en los sistemas de salud como estrategia para
el control de infecciones comunes y prevenibles.

A pesar de su amplio uso clinico, los procesos de activacion redox del metronidazol
conducen a la formacion de especies reactivas capaces de interactuar con
biomoléculas esenciales, particularmente el ADN. Desde hace varias décadas se
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reconoce que el ADN constituye un blanco celular para diferentes agentes
citotoxicos y genotdxicos, por lo que el estudio de las interacciones farmaco—ADN
representa un area de interés.

En este sentido, los métodos electroquimicos ofrecen una alternativa experimental
particularmente adecuada, ya que permiten inducir procesos de reduccidon y
oxidacion en condiciones controladas de potencial, pH y tiempo, reproduciendo de
manera dirigida la activacion redox del metronidazol. No obstante, el uso de
enfoques electroquimicos para generar, caracterizar y evaluar la interaccion de los
derivados del metronidazol con el ADN ha sido poco explorado. Esta falta de
informacion limita una evaluacién integral de su perfil farmacolégico y toxicolégico.
Por ello, resulta necesario estudiar de manera in vitro, la generacién de derivados
del metronidazol y su interaccion con el ADN.
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1.3 Objetivo general

Evaluar electroquimicamente la interaccion de los productos derivados de la
reduccion del metronidazol con el ADN.

1.4 Objetivos especificos

Caracterizar los procesos redox de adenina y guanina mediante
voltamperometria ciclica, identificando los potenciales de oxidacion y sus
caracteristicas electroquimicas.

Cuantificar las bases nitrogenadas de adenina y guanina por
voltamperometria diferencial de pulso (VDP), construyendo curvas de
calibracion.

Estimar electroquimicamente la contribucion de los residuos de adenina y
guanina accesibles en ADN de testiculo de salmén mediante curvas de
calibracion individuales.

Caracterizar los procesos electroquimicos del metronidazol a través de
voltamperometria ciclica, evaluando los potenciales de reduccion vy
oxidacion.

Cuantificar la reduccion de metronidazol y monitorear la formacion de
productos electroactivos.

Obtener derivados del metronidazol por microelectrdlisis aplicando
potenciales controlados para inducir reacciones de reduccion.

Evaluar los cambios voltamperométricos producidos al mezclar los productos

electroquimicos derivados del metronidazol con ADN, adenina y guanina,
mediante la comparacién de las corrientes y los potenciales de pico.
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2. Marco teorico
2.1 Antecedentes del metronidazol

El metronidazol es un farmaco sintético perteneciente a la familia de los 5-
nitroimidazoles. Fue desarrollado a finales de la década de 1950 e incorporado a la
practica clinica durante los primeros afos de la década de 1960. Inicialmente se
empleo para el tratamiento de la tricomoniasis; posteriormente, su uso se amplio a
otras infecciones causadas por protozoarios y bacterias anaerobias (Dingsdag &
Hunter, 2018).

Desde su introduccidn clinica, el metronidazol se ha consolidado como uno de los
tratamientos de primera linea para el tratamiento de /a tricomoniasis, la giardiasis y
la amebiasis, asi como de diversas infecciones ocasionadas por bacterias
anaerobias. Su eficacia se relaciona con la presencia del grupo nitro en su
estructura, el cual debe reducirse dentro de los microorganismos susceptibles para
generar especies reactivas asociadas con su actividad antimicrobiana (Dingsdag &
Hunter, 2018; Schneidereit et al., 2025).

El reconocimiento de este mecanismo motivo posteriormente el estudio de las
propiedades redox del metronidazol y de los productos formados durante su
reduccion. Desde la década de 1970 se ha investigado la posible interaccion del
metronidazol reducido con los acidos nucleicos. Edwards (1977), estudid sus
efectos sobre el ADN, mientras que Knight et al., (1978) analizaron la interaccién
entre el ADN y los productos obtenidos después de su reduccion.

Ademas investigaciones posteriores emplearon métodos electroquimicos para
examinar el comportamiento redox del farmaco y su interaccion con componentes
del ADN. J. Tocher & Edwards, (1992-1994) estudiaron la interaccion de productos
reducidos del metronidazol con bases y nucledsidos, mientras que Brett, (1999)
utilizaron un biosensor electroquimico de ADN para evaluar productos de reduccion
de nitroimidazoles generados in situ. Mostrando la evolucion del estudio del
metronidazol desde su aplicacién clinica hasta el analisis electroquimico de sus
productos de reduccion y su posible interaccidon con el material genético.
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2.2 Metronidazol

Los nitroimidazoles conforman una familia de compuestos heterociclicos
nitrogenados de relevancia farmacoldgica, estudiados por sus propiedades
antimicrobianas. Dentro de este grupo, el metronidazol 2-(2-metil-5-nitro-1H-
imidazol-1-il)etanol, es un farmaco sintético con actividad antibacteriana vy
antiprotozoaria, utilizado principalmente en el tratamiento de infecciones causadas
por microorganismos anaerobios y protozoarios (Dingsdag & Hunter, 2018; Lofmark
et al., 2010). Este farmaco se muestra de manera ilustrada en la Figura 1.

El metronidazol se presenta como un polvo cristalino de color blanco a amarillo
palido, inodoro, con una masa molar de 171.15 g/mol y férmula molecular
CeHoN3O;. Tiene un punto de fusion aproximado de 160 °C y un valor de pKa
cercano a 2.38, lo que influye en su comportamiento acido-base y en su solubilidad
en medios acuosos (Centro Nacional de Informacion Biotecnoldgica, 2026).

Ademas de su uso clinico consolidado como agente antimicrobiano, se han descrito
otras actividades bioldgicas del metronidazol y de los nitroimidazoles
estructuralmente relacionados, incluyendo efectos antivirales, antiinflamatorios y
antineoplasicos, principalmente en estudios experimentales. Estas observaciones
han motivado el analisis de sus mecanismos de accion, metabolismo y posibles
efectos téxicos, particularmente aquellos asociados a la reduccion del grupo nitro y
a la generacion de intermediarios reactivos (Ang et al., 2017).

/
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Figura 1. Estructura del metronidazol (C¢HsN3;O3), que presenta un grupo nitro (R-NO,*")
responsable de su actividad redox.

2.2.1 Mecanismo de accioén
El metronidazol actua principalmente contra bacterias anaerobias y protozoos, y su
mecanismo de accidén depende de la reduccion intracelular de su grupo nitro. En
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estos microorganismos, el farmaco funciona como un profarmaco y es activado por
enzimas oxidorreductasas de bajo potencial redox, como las ferredoxinas y
nitroreductasas, que transfieren electrones al grupo nitro e inician su activacion
metabdlica (Dingsdag & Hunter, 2018).

La reduccién del grupo nitro conduce a la formacion de intermediarios reactivos,
entre ellos el radical anion nitro y otras especies parcialmente reducidas. En
presencia de oxigeno, algunas de estas especies pueden reoxidarse rapidamente,
lo que disminuye la eficiencia de la activacion del farmaco. Por esta razon, el
proceso se favorece en condiciones anaerobias o con baja disponibilidad de
oxigeno, lo que contribuye a la selectividad del metronidazol frente a
microorganismos anaerobios y microaerofilos (Dingsdag & Hunter, 2018).

Los intermediarios reactivos generados interactuan con el ADN celular mediante
procesos de transferencia electronica y ataque quimico directo, provocando dafio
estructural que incluye rupturas de cadena simple y doble, modificaciones en las
bases nitrogenadas e inhibicion de la sintesis de acidos nucleicos. Como
consecuencia, se compromete la integridad del material genético y se induce la
muerte celular. Este mecanismo ha sido ampliamente asociado con la actividad
antiprotozoaria del metronidazol frente a patégenos como Trichomonas vaginalis,
Giardia lamblia y Entamoeba histolytica, asi como con su actividad antibacteriana
frente a bacterias anaerobias estrictas (Schneidereit et al., 2025). El proceso de
activacion intracelular del metronidazol y la generacion de especies reactivas
capaces de inducir dafio al ADN se resumen esquematicamente en la Figura 2.
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Figura 2. Representacion esquematica del mecanismo de activacion intracelular del
metronidazol en microorganismos anaerobios, mostrando la reduccion del grupo nitro
mediada por sistemas redox dependientes de ferredoxina y la generacion de especies
reactivas capaces de inducir daino al ADN. Reproducido de Metronidazole: An update on
metabolism, structure—cytotoxicity and resistance mechanisms, por Dingsdag, S. A., y
Hunter, N. (2018), Journal of Antimicrobial Chemotherapy, 73(2), 265-279. Copyright © 2018
Oxford University Press. Reproducido con permiso. License number: 6186670341126.

2.2.2 Aplicaciones electroquimicas del metronidazol

El metronidazol es un compuesto de gran interés en estudios electroquimicos
debido a la naturaleza electroactiva de su grupo nitro, lo que permite inducir
procesos de reduccion de manera controlada mediante la aplicacién de potenciales
definidos. Esta caracteristica ha favorecido el uso de técnicas electroanaliticas,
como la voltamperometria ciclica y la voltamperometria diferencial de pulso, para
estudiar su comportamiento redox en condiciones experimentales reproducibles
(Dingsdag & Hunter, 2018).

La electroquimica ofrece la posibilidad de simular procesos de activacion del
metronidazol analogos a los que ocurren en sistemas biolégicos anaerobios,
permitiendo controlar variables como el potencial aplicado, el pH y el medio
electrolitico. En este contexto, los enfoques electroquimicos han sido utilizados no
solo con fines analiticos, sino también como herramientas experimentales para
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investigar la generacion de especies reactivas y evaluar su posible interaccion con
biomoléculas, particularmente con el ADN, proporcionando un modelo controlado
para el estudio de los efectos farmacoldgicos y genotéxicos del farmaco y de sus
productos de reduccion (Bushra Rafique et al., 2022)

2.2.3 Reduccioén electroquimica del metronidazol

La reduccidn electroquimica del metronidazol ocurre mediante una secuencia de
transferencias electrénicas y protonaciones que involucra directamente al grupo
nitro (-NO.). En condiciones electroquimicas controladas, la reduccion inicial puede
involucrar una transferencia monoelectronica que conduce a la formacion del radical
anion nitro (R—-NO,*7), considerado uno de los intermediarios caracteristicos de la
reduccion de los nitroimidazoles y de las rutas redox asociadas con su actividad
bioldgica (Dingsdag & Hunter, 2018).

En medios con disponibilidad de protones, las etapas posteriores de reduccién y
protonacién pueden conducir a especies mas reducidas. En particular, se ha
propuesto una ruta en la que el grupo nitro se transforma primero en un derivado
nitroso (R—-NO) y posteriormente en una hidroxilamina (R-NHOH). Esta ruta se
representa en la Figura 3.

El control de variables como el pH, potenciales, concentraciones, permite modular
la generacion de productos electroactivos y estudiar de manera reproducible su
posible reactividad frente a biomoléculas. Por ello, la reduccién electroquimica del
metronidazol se ha empleado como modelo experimental para investigar productos
reducidos capaces de modificar las sefales electroquimicas del ADN o de sus bases
nitrogenadas, tanto mediante métodos electroquimicos como a través de técnicas
espectroscopicas complementarias.
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Figura 3. Esquema del mecanismo de activacion reductiva e inactivacion del metronidazol. En
condiciones anaerobias, la reduccioén secuencial del grupo nitro conduce a la formacién de
intermediarios reactivos (nitroso, hidroxilamina) capaces de inducir dafo al ADN. En
presencia de oxigeno, ocurre un ciclo futil que limita la activacion del farmaco. Reproduced
de Metronidazole: An update on metabolism, structure—cytotoxicity and resistance
mechanisms, por Dingsdag, S. A., y Hunter, N. (2018), Journal of Antimicrobial Chemotherapy,
73(2), 265—279. Copyright © 2018 Oxford University Press. Reproducido con permiso. License
number: 6186670341126.

2.2.4 Evidencia genotdéxica y controversias sobre la seguridad del
metronidazol

El metronidazol se considera un medicamento seguro y eficaz cuando se utiliza en
las dosis y condiciones terapéuticas recomendadas. No obstante, su capacidad
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para experimentar activacion reductora ha motivado la evaluacion de sus posibles
efectos genotdxicos y carcinogénicos en distintos modelos experimentales
(Schneidereit et al., 2025).

La evidencia disponible no es uniforme. En bacterias y en algunos sistemas in vitro,
el metronidazol activado ha producido respuestas compatibles con dafno genético,
como mutaciones, modificaciones estructurales del ADN y rupturas de cadena.
También se han descrito alteraciones en la renaturalizacion y en las propiedades
fisicoquimicas del ADN después de la exposicion a productos reducidos del
metronidazol. Sin embargo, estos resultados dependen de las condiciones
empleadas para activar el farmaco y no se reproducen con la misma intensidad en
todos los sistemas bioldgicos (Dingsdag & Hunter, 2018).

De acuerdo con la International Agency for Research on Cancer, (2010), el
metronidazol fue clasificado en el Grupo 2B, correspondiente a los agentes
posiblemente carcindbgenos para los seres humanos. Esta clasificacién se basé en
la evidencia obtenida en animales de experimentacion, mientras que la evidencia
de carcinogenicidad en seres humanos fue considerada insuficiente. Entre los
estudios epidemioldgicos posteriores se encuentra el de Falagas et al., (1998),
quienes compararon 5,222 usuarios de metronidazol con igual numero de no
usuarios durante una mediana de seguimiento de 12.6 afos. La incidencia tardia de
cancer fue semejante en ambos grupos; no obstante, la exposicion fue
principalmente de corta duracion, por lo que los resultados no permitieron descartar
efectos asociados con tratamientos prolongados. Asimismo,Thapa et al., (1998),
analizaron una cohorte retrospectiva de 328,846 nifios y no identificaron un aumento
estadisticamente significativo del riesgo general de cancer después de la exposicion
prenatal al metronidazol. En conjunto, estos estudios no aportaron evidencia
concluyente de carcinogenicidad en seres humanos, pero sus caracteristicas y
limitaciones tampoco permiten excluir completamente una posible asociacion.

Las diferencias entre los resultados experimentales pueden relacionarse con la
concentracion del farmaco, el tiempo de exposicidn, la disponibilidad de oxigeno, la
velocidad de reduccion y la capacidad metabdlica del sistema estudiado. En
ambientes con bajo contenido de oxigeno, los productos parcialmente reducidos
pueden presentar mayor estabilidad y participar en reacciones con componentes
celulares. En condiciones aerobias, algunas de estas especies pueden reoxidarse,
lo que limita su acumulacion y modifica su reactividad (Dingsdag & Hunter, 2018;
Schneidereit et al., 2025).

Asimismo, no todos los efectos atribuidos al metronidazol deben interpretarse como
consecuencia de una interaccion directa con el ADN. Se ha propuesto que algunas
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respuestas celulares pueden derivarse de alteraciones del equilibrio redox,
interaccidn con proteinas o inhibicion indirecta de procesos relacionados con la
sintesis y reparacion de los acidos nucleicos. En modelos celulares y microbianos
también se han observado respuestas asociadas con estrés celular y activacion de
mecanismos de reparacion del ADN (Caradec et al., 2024).

En consecuencia, la genotoxicidad del metronidazol debe analizarse considerando
el modelo experimental y las condiciones de activacion. La deteccion de cambios
en el ADN mediante un ensayo in vitro no permite extrapolar directamente el mismo
efecto al uso clinico. Esta distincidn resulta importante para el presente trabajo, ya
que la microelectrolisis genera productos electroactivos en un sistema controlado,
pero no reproduce por completo el metabolismo celular ni permite establecer, sin
técnicas complementarias, la identidad de los productos o su capacidad para
producir dafio genético.

2.3 Acido desoxirribonucleico (ADN)

El acido desoxirribonucleico (ADN) es la biomolécula responsable del
almacenamiento y la transmisiéon de la informacion genética. Su estructura esta
formada generalmente por dos cadenas de polinucledtidos dispuestas de manera
antiparalela y organizadas en una doble hélice. Cada nucleotido esta constituido por
una base nitrogenada adenina (A), guanina (G), citosina (C) o timina (T), una
molécula de desoxirribosa y un grupo fosfato (Obara et al., 2024; Singh et al., 2022).

Dentro de cada hebra, los nucleétidos se encuentran unidos mediante enlaces
covalentes fosfodiéster, formados entre el grupo fosfato asociado con el carbono 5'
de un nucledtido y el grupo hidroxilo del carbono 3’ de la desoxirribosa del nucledtido
adyacente. Esta organizacion confiere una orientacion definida a cada cadena, de
5" a 3. Las dos hebras se mantienen asociadas mediante el apareamiento
complementario de las bases adenina con timina (A-T) y guanina con citosina (G—
C). Estos pares se estabilizan mediante enlaces de hidrogeno y por las
interacciones de apilamiento entre bases adyacentes(Javornik et al., 2024; Singh et
al., 2022).

La disposicidon helicoidal del ADN origina dos regiones estructuralmente
diferenciadas: el surco mayor y el surco menor. En estas regiones quedan
expuestos diferentes grupos funcionales de las bases nitrogenadas, entre ellos
grupos amino (—NH;), que pueden actuar como donadores de enlaces de hidrégeno;
atomos de oxigeno de grupos carbonilo (C=0), que funcionan como aceptores;
atomos de nitrégeno de los anillos de purinas y pirimidinas, como N7 y N3; y el grupo
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metilo (—CH5) de la timina, que forma una region hidrofébica. La distribucién de estos
grupos genera patrones quimicos que favorecen el reconocimiento y la interaccién
del ADN con proteinas, moléculas bioactivas y farmacos (Neidle, 2021).

La estructura general de la doble hélice y sus componentes se presenta en la Figura
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Figura 4. Representacion de la estructura de doble hélice del ADN y de sus principales
componentes. Tomada de (National Human Genome Research Institute, (2026).
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2.3.1 Bases nitrogenadas como biomarcadores electroquimicos de
interaccion con ADN

Las bases nitrogenadas del ADN presentan propiedades electroactivas que
permiten estudiarlas mediante técnicas electroanaliticas basadas en procesos de
transferencia de electrones. Entre ellas, las purinas guanina (G) y adenina (A)
pueden oxidarse directamente sobre diferentes superficies electrodicas y producir
sefales detectables mediante voltamperometria ciclica (VC) y voltamperometria
diferencial de pulso (VDP). La guanina generalmente se oxida a potenciales menos
positivos que la adenina, mientras que ambas purinas presentan mayor facilidad de
oxidacion que las bases pirimidinicas. Por ello, sus sefales resultan utiles para
monitorear procesos que modifican la respuesta electroquimica del ADN (Chiorcea-
Paquim & Oliveira-Brett, 2021).

Los potenciales y las corrientes de oxidacién de adenina y guanina dependen de las
condiciones experimentales, entre ellas el pH, la composicidén del electrolito, el
material del electrodo y el estado estructural del ADN. En las condiciones

21



adecuadas, la separacion entre sus potenciales permite reconocer y monitorear las
sefales asociadas con ambas purinas, incluso en sistemas que contienen mas de
una especie electroactiva (Zhao et al., 2024).

Cuando un farmaco o una molécula bioactiva interactia con el ADN, puede
modificar la accesibilidad de las bases nitrogenadas a la superficie del electrodo, su
grado de exposicion dentro de la doble hélice o la transferencia electronica
involucrada en su oxidacién. Estos cambios pueden manifestarse en la respuesta
voltamperométrica como disminuciones o incrementos de la corriente de pico,
desplazamientos del potencial y modificaciones en la forma o el area de las sefales
(Aleksi¢ & Kapetanovi¢, 2014; Chiorcea-Paquim & Oliveira-Brett, 2021; Erdem et al.,
2023; Oliveira-Brett et al., 2002; Sirajuddin et al., 2013).

En biosensores electroquimicos de ADN sin marcaje se han observado
modificaciones en las sefiales de oxidacion de las bases nitrogenadas después de
la interaccion con farmacos y complejos metalicos, como daunorrubicina, cisplatino
y determinados complejos de platino. Dependiendo del compuesto y del mecanismo
de interaccion, pueden disminuir las sefiales de guanina, adenina o ambas bases
(Erdem et al., 2023)

Este comportamiento puede ser compatible con una menor disponibilidad de las
bases electroactivas o con cambios estructurales producidos en el ADN. Sin
embargo, una variacion de corriente o potencial no demuestra por si sola la
formacién de un complejo, la intercalacion del compuesto o la existencia de dafio
molecular, ya que también se relaciona con fendmenos de adsorcion, competencia
por la superficie del electrodo o modificaciones en la transferencia electronica
(Chiorcea-Paquim & Oliveira-Brett, 2021).

En este contexto, la adenina y la guanina pueden considerarse indicadores
electroquimicos de posibles interacciones con el ADN. El parametro medido no
corresponde directamente a una lesion molecular, sino a una variacién reproducible
de la corriente, el potencial o el area del pico de oxidacion. Por tanto, estos
parametros proponen interpretarse como evidencia indirecta y, cuando se busca
establecer un mecanismo de unidon o confirmar dafio estructural, deben
complementarse con técnicas espectroscopicas o estructurales (Chiorcea-Paquim
& Oliveira-Brett, 2021).

En el caso del metronidazol, se ha reportado que su interaccion con el ADN puede
estudiarse mediante el seguimiento de la sefial electroquimica de la guanina. Se
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han observado variaciones en la corriente y en el area del pico conforme cambia la
concentracion del farmaco, asi como modificaciones en el potencial de oxidacion
del ADN inmovilizado durante el tiempo de interaccién (Bushra Rafique et al., 2022).

2.3.2 Interacciones entre el ADN y los farmacos

El ADN constituye un blanco molecular de interés farmacologico y toxicoldgico,
debido a que su interaccion con farmacos y otras moléculas bioactivas puede
modificar su estructura y afectar procesos celulares como la replicaciéon, la
transcripcion y la reparacion del material genético. Estas interacciones consiguen
formar parte del mecanismo terapéutico de algunos compuestos, pero también se
relacionan con efectos adversos cuando generan modificaciones persistentes o
lesiones en el ADN (Poole et al., 2025).

Desde una perspectiva farmacoldgica y regulatoria, el ADN es un blanco de alta
relevancia porque muchas estrategias terapéuticas dependen, directa o
indirectamente, de inducir o explotar lesiones en el material genético o de interferir
con su procesamiento. Esto es particularmente evidente en oncologia, donde
agentes antitumorales actuan mediante dafio al ADN o inhibicion de rutas asociadas
a la respuesta al dafio (ADN damage response, DDR), lo que convierte a estas
interacciones en un determinante tanto de eficacia como de toxicidad (Q. Li et al.,
2023; R. Wang et al., 2023).

De forma complementaria, la relevancia genotéxica del ADN como blanco también
se manifiesta en el desarrollo y evaluacién de compuestos con potencial de generar
aductos, roturas o modificaciones oxidativas; por ello, la caracterizacion de
interacciones farmaco—ADN es un componente critico para comprender riesgos y
mecanismos en diferentes escenarios terapéuticos y toxicolégicos (Poole et al.,
2025).

Las interacciones entre farmacos y ADN se clasifican principalmente en covalentes
y no covalentes. Las interacciones covalentes implican la formacion de enlaces
quimicos entre el compuesto y determinados sitios nucleofilicos de las bases
nitrogenadas, lo que puede originar aductos o entrecruzamientos entre las hebras.
Debido a la estabilidad de estos enlaces, las modificaciones pueden persistir e
interferir con la replicacion y la transcripcion cuando no son eliminadas por los
mecanismos celulares de reparaciéon (Andrezalova & Orszaghova, 2021; Sirajuddin
et al., 2013).

23



De manera general, las interacciones no covalentes son generalmente reversibles
e incluyen la intercalacion entre pares de bases, la union a los surcos mayor o menor
y las interacciones electrostaticas con el esqueleto fosfato. La intercalacién suele
involucrar moléculas aromaticas planas que se insertan entre pares de bases
adyacentes. La union a los surcos depende del reconocimiento de los grupos
funcionales expuestos en estas regiones, mientras que las interacciones
electrostaticas ocurren principalmente entre grupos con carga positiva del ligando y
los grupos fosfato con carga negativa del ADN. Estos modos de union pueden
modificar la conformacion, flexibilidad y estabilidad de la doble hélice sin implicar
necesariamente la formacion de enlaces covalentes o dano estructural (Andrezalova
& Orszaghova, 2021; Sirajuddin et al., 2013).

Ademas de los mecanismos de union directa, algunos farmacos pueden producir
dafio en el ADN mediante la generacion de especies reactivas, la oxidacion de
bases nitrogenadas o la escision de una o ambas cadenas. La formacion de
aductos, entrecruzamientos, lesiones oxidativas y rupturas de cadena puede
interferir con el procesamiento del material genético y activar mecanismos celulares
de respuesta y reparacion. Si estas lesiones no se reparan correctamente, pueden
contribuir a la inestabilidad genémica o a la muerte celular (Q. Li et al., 2023; Poole
et al., 2025; R. Wang et al., 2023).

Las interacciones farmaco—ADN pueden estudiarse mediante métodos o6pticos,
espectroscopicos y electroquimicos. En los métodos electroquimicos se analizan
principalmente las variaciones en la corriente, el potencial y el area de los picos
asociados con el farmaco o con las bases nitrogenadas. Estos cambios son
compatibles con modificaciones en la accesibilidad de las bases, asociaciones
moleculares, cambios conformacionales o competencia por la superficie del
electrodo (Aleksi¢ & Kapetanovi¢, 2014; Erdem et al., 2023).

En términos de consecuencias estructurales y funcionales, estas interacciones
pueden: (i) bloquear o ralentizar la replicacion al interferir con la progresion de
polimerasas; (ii) alterar la transcripcidbn al obstaculizar complejos de ARN
polimerasa o factores de transcripcion; (iii) inducir daino genémico (aductos, roturas
de cadena, entrecruzamientos o lesiones oxidativas) y (iv) activar rutas celulares de
respuesta al dafio del ADN (DDR) y reparacion, cuya falla o saturacién puede
conducir a inestabilidad gendmica, arresto del ciclo celular o muerte celular. Estas
rutas son también objetivos terapéuticos importantes en cancer, lo que subraya la
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relevancia biologica de caracterizar el tipo de lesiéon y el modo de interaccion
farmaco—ADN (Li et al., 2023; Wang et al., 2023).

Debido a que algunos mecanismos farmacoldgicos implican transferencia de
electrones o formacion de especies reactivas, los sistemas electroquimicos
permiten estudiar determinadas transformaciones redox en condiciones
controladas. Ademas, pueden emplearse para simular etapas de biotransformacion,
generar productos electroactivos y evaluar posteriormente sus posibles efectos
sobre biomoléculas (Nikzad & Rafiee, 2024; Potega et al., 2021).

En el caso del metronidazol, su comportamiento redox permite generar productos
electroactivos que pueden presentar una reactividad diferente de la del compuesto
sin reducir. Se han empleado métodos electroquimicos y espectroscopicos para
estudiar su interaccion con el ADN, registrandose cambios en las sefiales asociadas
con el farmaco y con las bases nitrogenadas. Asimismo, se ha reportado interaccion
entre productos reducidos del metronidazol y componentes del ADN (Bushra
Rafique et al., 2022; Jiang & Lin, 2006; J. H. Tocher & Edwards, 1994).

2.4 Microelectrolisis como estrategia para la generacion de derivados del
metronidazol

La microelectrolisis puede definirse como una estrategia de electrolisis a escala
micro o semipreparativa, basada en principios de electrosintesis con control
electroquimico, en la cual se aplica un potencial o corriente definidos para inducir
transformaciones redox especificas sobre una molécula objetivo. En este enfoque,
el flujo de electrones suministrado por el electrodo actia como el principal agente
reactivo, permitiendo modular la reactividad del sistema mediante variables
electroquimicas, como la ventana de potencial y la composicién del medio, sin
recurrir al uso de reactivos redox estequiométricos (Brachi et al., 2024).

A diferencia de la electrolisis convencional, que suele emplearse a mayor escala
con fines de degradacion, electrodeposicion o sintesis poco selectiva, la
microelectrolisis se orienta al control fino de la ruta de reaccion, priorizando la
selectividad mecanistica sobre el rendimiento global. Este enfoque es consistente
con la electrosintesis organica moderna, en la que el potencial aplicado funciona
como una herramienta para dirigir transformaciones quimicas especificas y
minimizar la formacion de subproductos (Lodh et al., 2023).

Frente a la sintesis quimica clasica, donde la selectividad suele lograrse mediante
agentes reductores, catalizadores o reactivos adicionales, la microelectrdlisis
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suministra los electrones directamente desde el electrodo. El potencial aplicado, el
tiempo de electrolisis y la carga transferida permiten regular el avance de la reaccion
y disminuir la incorporacién de reactivos externos al sistema (Brachi et al., 2024;
Lodh et al., 2023). En configuraciones de flujo, el control del tiempo de residencia 'y
del transporte de masa proporciona variables adicionales para mejorar la
reproducibilidad de la conversion electroquimica (Regnier et al., 2024).

En el contexto farmacéutico, la microelectrdlisis es relevante por su capacidad para
simular transformaciones tipo biotransformacion, en procesos reductivos,
generando productos electroquimicos que pueden asemejarse a metabolitos o
intermediarios plausibles. Este principio sustenta el desarrollo del campo conocido
como electrochemical drug metabolism, en el cual los productos generados en
potencial controlado se caracterizan posteriormente mediante técnicas analiticas
complementarias, como acoplamientos electroquimica—espectrometria de masas
(Szultka-Mitynska, 2025). El esquema representativo se encuentra en la Figura 5.
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Figura 5. Esquema representativo de una celda electroquimica empleada en procesos de
microelectrélisis. A) Configuracion convencional de tres electrodos (electrodo de trabajo,
referencia y contraelectrodo) en un solo compartimento. B) Celda de microelectrélisis con
compartimentos separados, que permite un control mas preciso de los procesos redox y evita
interferencias entre productos generados en el electrodo de trabajo y el contraelectrodo. Esta
configuracion es caracteristica de estudios de electrosintesis y generaciéon controlada de
derivados moleculares. Tomado de: ACS Org. Inorg. AU 2024, 4, 2, 141-187.

2.4.1 Interaccion de metronidazol y sus derivados con ADN

La interaccion del metronidazol con el ADN debe analizarse diferenciando el
farmaco intacto de los productos generados durante su reduccién. Se ha reportado
que el metronidazol sin transformar puede asociarse con el ADN y producir
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modificaciones en su respuesta electroquimica y espectroscépica (Bushra Rafique
et al., 2022; Jiang & Lin, 2006).

La activacion reductiva del grupo nitro genera especies con mayor reactividad
quimica, capaces de interactuar con bases nitrogenadas, nucledsidos y ADN. La
naturaleza y persistencia de estos productos dependen de factores como el pH, el
potencial aplicado y la disponibilidad de protones y oxigeno (Dingsdag & Hunter,
2018; J. Tocher & Edwards, 1992).

Estas interacciones pueden evaluarse mediante cambios en las senales
electroquimicas de guanina y adenina. Las variaciones en la corriente o el potencial
de oxidacion pueden reflejar modificaciones en la accesibilidad o en la transferencia
electronica de las bases. No obstante, constituyen indicadores indirectos y no
permiten identificar por si solas los productos generados ni establecer un
mecanismo especifico de dano al ADN (Bushra Rafique et al., 2022; Chiorcea-
Paquim & Oliveira-Brett, 2021).

2.4.2 Electroquimica como modelo de procesos metabodlicos

Los procesos metabdlicos de farmacos involucran reacciones de oxidaciéon y
reduccion mediadas por sistemas enzimaticos. En particular, gran parte del
metabolismo de xenobidticos en el cuerpo depende de enzimas redox (p. €j.,
citocromos P450 y sus proteinas asociadas), donde los electrones se transfieren
desde cofactores reducidos hacia centros cataliticos para activar sustratos y
conducir transformaciones quimicas. Un ejemplo es la P450 oxidoreductasa,
proteina que transfiere electrones a los citocromos P450 y permite que estos
participen en la transformacion metabdlica de diversos farmacos (Jensen et al.,
2021; Xia & Hirao, 2025).

En este contexto, la electroquimica se ha propuesto como una herramienta
experimental capaz de modelar, en condiciones controladas, etapas importantes de
procesos metabdlicos en los que la variable determinante es el flujo de electrones.
Conceptualmente, puede establecerse una analogia directa entre sistemas
bioloégicos y electroquimicos: la enzima reductasa funciona como el elemento
donador/mediador de electrones, mientras que el electrodo actia como fuente o
sumidero electronico; el cofactor redox (NAD(P)H/FAD/FMN u otros) se
operacionaliza como un potencial aplicado que gobierna la direccién y fuerza
impulsora de la transferencia electrénica; el microambiente celular se representa
mediante el electrolito soporte y el pH; y el control enzimatico (selectividad y
cinética) se aproxima mediante el control electroquimico de parametros
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experimentales (potencial, tiempo, composicion del medio). En conjunto, esta
equivalencia sostiene la validez de la electroquimica como plataforma para estudiar
biotransformaciones redox sin necesidad de sistemas biolégicos completos
(Goldner et al., 2025; Nikzad & Rafiee, 2024).

Desde una perspectiva metodoldgica, la electroquimica ofrece ventajas claras como
modelo metabdlico: permite control preciso del potencial (y por tanto de la fuerza
impulsora de la reaccion), alta reproducibilidad, y la generacion selectiva de
intermediarios al modular condiciones como pH, electrolito, material del electrodo y
régimen experimental. Esto facilita el estudio de especies inestables o reactivas
que, en sistemas biologicos, pueden formarse de manera transitoria y resultar
dificiles de aislar o cuantificar. Ademas, enfoques contemporaneos como EC-
MS/EC-LC-MS han mostrado utilidad para simular biotransformaciones y detectar
productos electroquimicos como analogos de metabolitos, reduciendo Ila
dependencia de modelos biolégicos complejos y apoyando el analisis de rutas redox
(Potega et al., 2021; Szultka-Mtynska, 2025).

Aplicado al metronidazol, esta aproximacion es particularmente pertinente porque
su activacion en organismos susceptibles es reductiva y depende de enzimas de
bajo potencial redox (p. ej., nitroreductasas), que transfieren electrones al grupo
nitro para generar intermediarios reactivos asociados a su efecto biolégico y a
fendmenos de dafo molecular. la bioactividad del metronidazol involucra la
generacion de especies reactivas derivadas de su reduccion, asi como respuestas
celulares consistentes con estrés y dafno a nivel de ADN en organismos expuestos
(Caradec et al., 2024; Krakovka et al., 2022).

3. Materiales y métodos
3.1 Materiales

Se empleé ADN de doble cadena proveniente de testiculo de salmén (ADNts,
Sigma-Aldrich, D1626-1G), adenina (= 99 %, Sigma-Aldrich, A8626-5G) y guanina
(= 98 %, Sigma-Aldrich, G11950-25G). Para la preparacién del electrodo de trabajo
se utilizé polvo de grafito microcristalino (tamafo de particula > 20 ym, = 99 %,
Sigma-Aldrich, 282863-1KG) y aceite mineral (Sigma-Aldrich, M3516-1L).

Los sistemas amortiguadores se prepararon a partir de fosfato de sodio dibasico
anhidro (Na,HPO,, 99 %, J.T. Baker), fosfato de sodio monobasico monohidratado
(NaH,PO,-H,0, 98-102 %, Meyer), acetato de sodio anhidro (CH;COONa, 99 %,
Meyer), acido acético glacial (CH;COOH, 99.7 %, High Purity). Asimismo, se
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emplearon cloruro de sodio (NaCl, 99-100.5 %, Merck), hidroxido de sodio (NaOH,
97 %, High Purity), acido clorhidrico (HCI 37 %, Meyer).

El metronidazol (C¢HoN5O3, = 99 %, Sigma-Aldrich, M3761) se utiliz6 como analito
de estudio. Todos los reactivos empleados fueron de grado analitico. El agua
utilizada para la preparacion de las soluciones fue de grado ultrapuro, con una
resistividad de 18.2 MQ-cm, obtenida mediante un sistema Milli-Q.

3.2 Métodos

Las mediciones electroquimicas se realizaron en una celda convencional de tres
electrodos. Se empled un electrodo de grafito como electrodo de trabajo, un
electrodo de platino como electrodo auxiliar y un electrodo de plata/cloruro de plata
(Ag/AgCl, KCI 3 M) como electrodo de referencia.

Previo a cada medicion, la superficie del electrodo de pasta de carbono, con un
diametro interno de 6 mm y un area geométrica de 0.283 cm?, se homogeneiz6
manualmente sobre papel filtro nidm. 100 mediante aproximadamente 20
movimientos circulares uniformes. Este procedimiento permitiod nivelar la superficie
expuesta y mejorar la reproducibilidad de la respuesta electroquimica.

Todas las mediciones se llevaron a cabo con agitacion magnética constante y a
temperatura ambiente (25 £ 2 °C).

3.2.1 Preparacion de soluciones

Las soluciones de trabajo se prepararon utilizando agua ultrapura (18.2 MQ-cm).
Los buffers empleados fueron buffer de acetatos (0.1 M, pH 4.5) y buffers de fosfatos
(0.1 M, pH 3.0y 7.5), preparados siguiendo procedimientos estandar y ajustando el
pH con HCIl o NaOH 1M.

Las soluciones stock de adenina y guanina se prepararon en buffer de acetatos (0.1
M, pH 4.5) a una concentracion 7.40 mM y 6.61 mM respectivamente. En el caso de
la guanina, se adicionaron pequefias cantidades de HCI concentrado para favorecer
su disolucion. A partir de estas soluciones se realizaron las diluciones necesarias
para los estudios electroquimicos.

La solucion stock de metronidazol se prepard a una concentracion de 5.84 mM en
buffer fosfato (0.1 M, pH 7.5). Para la preparacion de las soluciones de trabajo, se
realizaron diluciones apropiadas en el mismo buffer.
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El ADN de testiculo de salmon se disolvié en buffer de acetatos (0.1 M, pH 4.5) a
una concentracion de 0.5 mg/mL. Para obtener ADN desnaturalizado, la solucion se
sometié a calentamiento a 95 °C durante 30 minutos, seguido de un enfriamiento
rapido en bafo de hielo durante 15 minutos.

3.2.2 Caracterizacion electroquimica

La caracterizacion electroquimica de adenina, guanina y metronidazol se llevo a
cabo mediante voltamperometria diferencial de pulso (VDP), utilizando un
potenciostato controlado por software. Las soluciones se prepararon en los medios
amortiguadores especificados para cada analito y se adicion6 NaCl como electrolito
soporte. Las condiciones instrumentales se indican en la Tabla 1.

Los parametros instrumentales, tales como amplitud de pulso, potencial inicial y
final, paso de potencial y velocidad de barrido, se optimizaron con el objetivo de
maximizar la sensibilidad analitica y la resolucion de las sefales electroquimicas,
seleccionandose aquellas condiciones que proporcionaron picos bien definidos y
reproducibles. El ejemplo del sistema utilizado en la evaluacién de la caracterizacidon
se encuentra en la Figura 6.

3.2.3 Estudio de velocidad de barrido

El estudio de velocidad de barrido se realizd con el proposito de evaluar si los
procesos electroquimicos de adenina, guanina y ADN estaban controlados por
difusion o por adsorcion sobre el electrodo de grafito. Para ello, se empled
voltamperometria ciclica (VC), variando la velocidad de barrido en el intervalo de
0.05a5V-s™.

3.2.4 Linealidad del método

La linealidad se evalud para adenina y guanina mediante VDP, utilizando soluciones
preparadas en buffer de acetatos (0.1 M, pH 4.5). A partir de las soluciones stock
se construyeron dos curvas de calibracion independientes para cada analito.

La curva de adenina se construy6 entre 0.00296 y 0.0148 mM, y la de guanina entre
0.00265 y 0.0132 mM. Las mediciones se realizaron con las condiciones
electroquimicas optimizadas durante la caracterizacion.

La relacion entre la corriente pico y la concentracidén del analito se evalué mediante
regresion lineal, determinandose el coeficiente de correlacién (r?) como criterio de
aceptacion de la linealidad del método, conforme a los lineamientos establecidos
por International conference on harmonisation of technical requirements for
registration of pharmaceutical for human use, 2005; International Council For
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Harmonisation of technical requeriments for pharmaceuticals for human use, 2023;
Secretaria de Salud, 2018.

3.2.5 Precision del método

La precision del método se evalué en términos de repetibilidad para adenina,
guanina y metronidazol mediante voltamperometria diferencial de pulso (VDP).
Para adenina y guanina se prepararon soluciones a tres niveles de concentracion:
0.00592, 0.00888 y 0.0148 mM y 0.00529, 0.00794 y 0.0132 mM respectivamente
y utilizando buffer de acetatos 0.1 M, pH 4.5. Para el metronidazol se evaluaron
concentraciones de 0.1168, 0.1753 y 0.2337 mM en buffer de fosfatos 0.1 M, pH
7.5, con cloruro de sodio como electrolito soporte.

Cada nivel de concentracion se analiz6 mediante seis réplicas independientes, en
las condiciones experimentales previamente optimizadas para cada analito. La
precision se expresé como el coeficiente de variacién (%CV) de las corrientes de
pico obtenidas, conforme a los criterios establecidos por la International conference
on harmonisation of technical requirements for registration of pharmaceutical for
human use, (2005); International Council For Harmonisation of technical
requeriments for pharmaceuticals for human use, (2023); Secretaria de Salud,
(2018).

Las mediciones de adenina y guanina mediante VDP se realizaron, salvo indicacion
contraria, en las condiciones descritas de la Tabla 1. Estas condiciones se aplicaron
en la caracterizacion electroquimica, la construccion de curvas de calibracion y la

evaluacion de la precision.

Tabla 1. Condiciones electroquimicas empleadas en el andlisis de adenina y guanina mediante
VDP.

Parametro Valor

Electrodo de trabajo Pasta de carbono
Electrodo de referencia Ag/AgCl (KCI 3 M)
Potencial inicial oV

Potencial final +1.3V

Paso de potencial 0.005V

Amplitud de pulso 0.0072 V

Tiempo de modulacién 0.075 s

Tiempo de equilibrio 2s

pH del medio 4.5
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3.3 Estudio de velocidad de barrido de potencial sobre la reduccién del
metronidazol

El estudio de velocidad de barrido de potencial para la reduccién electroquimica del
metronidazol se realizd6 mediante voltamperometria ciclica (VC) en buffer fosfato
(0.1 M, pH 7.5), en presencia de cloruro de sodio como electrolito soporte.

Las soluciones de trabajo se prepararon a partir de la solucion stock de
metronidazol, ajustando la concentracion final a 0.0584 mM. Previo a cada
medicion, las soluciones se desoxigenaron mediante burbujeo con nitrogeno
durante 10 minutos, con el fin de eliminar la interferencia del oxigeno disuelto en los
procesos de reduccion.

Las mediciones se realizaron registrando voltamperogramas a diferentes
velocidades de barrido, en el intervalo de 0.05 a 5 V-s™. La relacién entre la
corriente pico de reducciodn y la velocidad de barrido, asi como con la raiz cuadrada
de la velocidad, se utilizé para evaluar el mecanismo de control del proceso
electroquimico del metronidazol. Las condiciones electroquimicas optimizadas se
resumen en la Tabla 2.

Tabla 2. Condiciones electroquimicas para el estudio de velocidad de barrido del metronidazol
por VC.

Parametro Valor

Electrodo de trabajo Grafito

Electrodo de referencia Ag/AgClI (KCI 3 M)
Electrodo auxiliar Platino

Potencial inicial -14V

Potencial final +1.0V

Paso de potencial 0.005V

Velocidad de barrido 0.05-5V-s™

pH del medio 7.5

3.4 Efecto del pH sobre la reduccion del metronidazol

El efecto del pH sobre la reduccién electroquimica del metronidazol se evalu6
mediante voltamperometria diferencial de pulso (VDP). Se prepararon soluciones
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de metronidazol a una concentracion de 0.292 mM en buffer fosfato (0.1 M)
ajustados a valores de pH 2.0, 4.0, 6.0, 8.0 y 10.0.

Las mediciones electroquimicas se realizaron en las mismas condiciones
instrumentales que la caracterizacion del metronidazol (Tabla 2), con el objetivo de
analizar la influencia del pH en el potencial y la corriente de reduccion del
metronidazol.

3.5 Curva de calibracion de metronidazol

La curva de calibracion del metronidazol se construyé mediante voltamperometria
diferencial de pulso (VDP), utilizando soluciones preparadas en solucion
amortiguadora de fosfatos 0.1 M, pH 7.5. A partir de una solucion stock de
metronidazol de 5.843 mM, se prepararon cinco niveles de concentracién: 0.0584,
0.1169, 0.1753, 0.2337 y 0.2921 mM. Para cada nivel se registro la corriente de pico
de reducciéon como sefial analitica. La relacion entre la corriente y la concentracion
se evalué mediante regresion lineal, utilizando el coeficiente de determinacion (r?)
como criterio de linealidad del método.

3.6 Sistemas de adenina, guanina y ADN de testiculo de salmén

Los estudios electroquimicos se realizaron empleando soluciones de ADN de
testiculo de salmén previamente preparadas, tanto en su forma nativa como
desnaturalizada, conforme al procedimiento descrito en el apartado de Preparacion
de soluciones.

3.6.1 Concentracion de ADN de testiculo de salmén

A partir de estas soluciones, se prepararon alicuotas de trabajo para los estudios
electroquimicos. La concentracion del ADN se determind por espectrofotometria
UV-Vis a 260 nm, utilizando una celda de 1 cm de trayectoria optica.

Las mediciones electroquimicas se llevaron a cabo mediante voltamperometria
diferencial de pulso (VDP), registrando las sefiales correspondientes a la oxidacion
de adenina y guanina. Para cada condicion experimental se realizaron tres réplicas
independientes bajo las condiciones instrumentales descritas en la Tabla 3.

Tabla 3. Condiciones experimentales para VDP de ADN testiculo de salmén.

Parametro Valor y unidad Parametro Valor y unidad
Electrodo de referencia Ag/AgCl (KCI 3 M) Potencial inicial oV
Electrodo de trabajo pasta C/ grafito Potencial final (V) +1.3V
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Electrodo auxiliar Platino Paso de potencial 0.0072 Vv

Potencial de deposicion | 0.5V Amplitud de pulso 0.07995 V
Duracioén (S) 40 Tiempo de intervalo 0.4
Tiempo equilibrio 20s Tiempo de modulacion 0.005

3.6.2 Sistemas de ADN de testiculo de salmén: adicién acumulativa

Se preparo un sistema inicial con 10 mL de solucion amortiguadora de acetatos 0.1
M, pH 4.5, al cual se realizaron adiciones acumulativas de la solucion stock de ADN
de testiculo de salmoén hasta alcanzar una concentracion final de 0.057 mg/mL.
Después de cada adicidn, la solucidon se homogeneizd y se registrd la respuesta
electroquimica mediante voltamperometria diferencial de pulso, con el propdsito de
evaluar la variacion de las sefales asociadas con las bases nitrogenadas del ADN
ocupando las condiciones de la tabla 3.

3.6.3 Sistemas de adenina, guanina y ADN de testiculo de salmén

Se prepararon sistemas a partir de soluciones estandar de adenina y guanina,
ajustando la concentracion final del analito a 0.00794 mM en buffer de acetatos (0.1
M, pH 4.5), en presencia de NaCl como electrolito soporte.

Después de cada adicion, la solucion se homogenizo y se registraron las mediciones
electroquimicas correspondientes mediante voltamperometria diferencial de pulso,
con el objetivo de evaluar la variacion de las sefiales electroquimicas asociadas a
las bases nitrogenadas del ADN.

3.7 Generacion electroquimica de productos de reduccion del metronidazol
mediante microelectrdlisis

La generacion electroquimica de productos de reduccion del metronidazol se realizoé
mediante microelectrdlisis a potencial controlado en una celda de vidrio en forma de
H de tres compartimentos comunicados mediante separadores de vidrio sinterizado.
Esta configuracién permiti6 mantener la conductividad iénica entre los
compartimentos y limitar la mezcla de las especies generadas en los electrodos.

En el compartimento de trabajo se colocaron 25 mL de una solucion de metronidazol
1.17 mM preparada en buffer de fosfatos 0.1 M, pH 7.5. En los compartimentos
correspondientes al electrodo auxiliar y al electrodo de referencia se colocaron 25
mL del mismo buffer, pero sin metronidazol. El sistema estuvo integrado por un
electrodo de grafito como electrodo de trabajo, con un area geométrica de 3.2 cm?;
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un electrodo de platino como auxiliar, con un area de 2.4 cm? y un electrodo de
Ag/AgCl (KCI 3 M) como referencia. El ejemplo grafico del sistema se encuentra en
la Figura 6.

Antes de iniciar la microelectrdlisis, la solucidn de metronidazol se desoxigeno
mediante burbujeo con nitrogeno durante 15 minutos. Posteriormente, se aplico un
potencial constante de —1.0 V respecto de Ag/AgCl durante 2 h mediante un equipo
potenciostato/galvanostato JAUTOLAB con software NOVA 1.7. La solucién del
compartimento de trabajo se mantuvo bajo agitacion magnética constante y en
enfriamiento.

Al finalizar el procedimiento, la solucion del compartimento de trabajo se recupero
con un volumen de 25 mL y se protegié de la luz, para los estudios posteriores de
interaccién con ADN mediante voltamperometria diferencial de pulso.

3.8 Interaccion de los productos electroquimicos con ADN

La interaccion entre el ADN de testiculo de salméon en su forma nativa y los
productos electroquimicos del metronidazol obtenidos por microelectrdlisis se
evalué mediante voltamperometria diferencial de pulso (VDP). Para ello, se trabajé
con una solucién de ADN 0.5 mg/mL sin desnaturalizar en una celda electroquimica,
a la cual se anadi6 una alicuota del producto electroquimico del metronidazol.

Las mediciones electroquimicas se realizaron a diferentes tiempos de incubacion
con el fin de evaluar la evolucién temporal de la interaccion ADN-—producto
electroquimico. Los registros se obtuvieron a los 0, 300, 600, 900 y 3000 s,
manteniendo constantes las condiciones experimentales previamente optimizadas.

Con el objetivo de contar con referencias comparativas, se registraron previamente
voltamperogramas de control correspondientes al ADN nativo, ADN
desnaturalizado, adenina, guanina, metronidazol sin tratamiento electroquimico y a
los productos electroquimicos del metronidazol obtenidos por microelectrdlisis, en
las mismas condiciones electroquimicas experimentales.
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Figura 6. Preparacion del electrodo de pasta de carbono y montaje experimental de las celdas
electroquimicas. A) Celda electroquimica con un sistema de tres electrodos utilizado para la
caracterizacion, validacion y cuantificacion electroquimica. B) Preparacion y
homogeneizacion de la pasta de carbono a base de grafito. C) Superficie del electrodo
acondicionada con la pasta de carbono. D) Montaje de las celdas empleadas durante la
microelectrdlisis. E) Sistema de microelectrélisis después de dos horas.
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3.9 Actividades realizadas durante el servicio social

Revision bibliografica sobre metronidazol, reduccién electroquimica,
interaccion farmaco—ADN y analisis voltamperométrico.

Preparacion de soluciones amortiguadoras y soluciones stock de
metronidazol, adenina, guanina y ADN.

Preparacion, acondicionamiento y limpieza del electrodo de trabajo.
Registro de voltamperogramas ciclicos y diferenciales de pulso.

Evaluacion del efecto de la velocidad de barrido y del pH sobre la reduccién
del metronidazol.

Construccién de curvas de calibracién y evaluacion de linealidad, precision y
limites de deteccion y cuantificacion.

Generacion de productos de reduccion mediante microelectrdlisis.

Analisis de la interaccidn de los productos electroquimicos con adenina,
guanina y ADN.

Procesamiento de datos, elaboracién y homogeneizaciéon de graficas,

discusion de resultados y participacion en productos académicos.

37



4. Resultados y discusion

4.1 Caracterizacion electroquimica de las especies mediante
voltamperometria ciclica

El comportamiento electroquimico de adenina, guanina y metronidazol se evaluo
mediante voltamperometria ciclica a diferentes velocidades de barrido. Este estudio
permitié examinar la influencia del transporte de masa sobre la corriente de pico y
reconocer posibles cambios cinéticos en los procesos de oxidacion o reduccién. La
adenina y la guanina se analizaron a concentraciones de 0.0667 y 0.0596 mM,
respectivamente.

4.1.1 Adenina

En la Figura 7A se observa que la corriente del pico anddico de la adenina aumento
conforme se incrementd la velocidad de barrido entre 0.02 y 0.10 V/s'. Este
comportamiento se debe a que, al aumentar la velocidad, disminuye el tiempo
disponible para el crecimiento de la capa de difusién y se genera un gradiente de
concentracion mayor en la superficie del electrodo.

La relacion aproximadamente lineal entre Ip y Vv presentada en la Figura 7B, es
compatible con un proceso en el que el transporte de adenina desde la solucion
hacia el electrodo contribuye de manera predominante a la respuesta. Esta
tendencia coincide con el comportamiento esperado para especies electroactivas
transportadas principalmente por difusion y con lo descrito para bases nitrogenadas
en electrodos de carbono y grafito (Jankowska-Sliwinska et al., 2017).

No obstante, esta relacién no permite descartar completamente la participacion de
fendmenos superficiales. Gongalves et al., (2010), demostraron que la oxidacion de
adenina en grafito pirolitico de plano de borde puede presentar contribuciones
simultaneas de difusion y adsorcidon, ademas de cambios en la superficie
relacionados con la formacion de productos poliméricos. Por ello, en el sistema
utilizado en este trabajo, el comportamiento se interpreta como predominantemente
difusional dentro del intervalo estudiado.
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Figura 7. A) Voltamperogramas ciclicos de adenina 0.0667 mM obtenidos a velocidades de
barrido de 0.02 a 0.10 V/s-1, en solucién amortiguadora de acetatos 0.1 M, pH 4.5, con NaCl
como electrolito soporte. B) Relacion entre la corriente de pico anédico (Ip) y la raiz cuadrada
de la velocidad de barrido v.

4.1.2 Guanina

Un comportamiento analogo se observé para la guanina en la Figura 8, evaluada a
una concentracion de 0.0596 mM en las mismas condiciones experimentales. El
aumento proporcional de la corriente pico con la velocidad de barrido, junto con la
linealidad en la grafica de Ip vs v, confirma que la oxidacién de la guanina también
se encuentra gobernada por difusion.

La guanina presentdé un comportamiento semejante al de la adenina. Como se
muestra en la Figura 8A, la corriente del pico anddico aumentd al incrementar la
velocidad de barrido. La relacién aproximadamente lineal entre entre Ip y \v indica
que, en las condiciones utilizadas, el transporte de guanina desde el seno de la
solucion hasta la superficie del electrodo tuvo una participacion predominante en la
respuesta voltamperomeétrica.

Este resultado es congruente con la influencia que ejercen el material del electrodo
y el estado de su superficie sobre la oxidacion de las purinas. Jankowska-Sliwinska
et al., (2017), mostraron que la magnitud de la corriente y el potencial de oxidacién
de adenina y guanina varian entre electrodos de carbono, grafito y oro. Asimismo,
Liska et al., (2019), senhalaron que también influye el potencial de oxidacién de las
condiciones experimentales en las cuales se trabaje a guanina.
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Figura 8. A) Voltamperogramas ciclicos de guanina 0.0596 mM obtenidos a velocidades de
barrido de 0.02 a 0.10 V/s-1, en solucién amortiguadora de acetatos 0.1 M, pH 4.5, con NaCl
como electrolito soporte. B) Relacion entre la corriente de pico anédico (Ip) y la raiz cuadrada
de la velocidad de barrido (Vv).

Las diferencias observadas pueden atribuirse a factores experimentales como la
naturaleza del electrodo y las condiciones del medio. En particular, el pH
desempefia un papel importante en el comportamiento electroquimico de las
purinas, debido a que la transferencia electronica esta acoplada a procesos de
protonacion. Estudios realizados en condiciones cercanas al pH fisioldgico (7.0-7.4)
han mostrado que la menor protonacién de las bases favorece interacciones -1 y
procesos de adsorcion sobre superficies carbonosas o nanomodificadas (Ensafi et
al., 2013). En contraste, el medio acido empleado en este estudio (pH 4.5) modifica
el estado de protonacion de las purinas, lo que podria disminuir su afinidad por la
superficie del electrodo y favorecer un mecanismo gobernado por difusién (He et
al., 2018).

En el electrodo de pasta de carbono se registraron picos anddicos alrededor de
+0.80 V para guanina y +1.20 V para adenina. La oxidacién de la guanina a un
potencial menos positivo indica que requiere una menor energia electroquimica que
la adenina en las condiciones evaluadas. Este orden de oxidacién concuerda con el
comportamiento general de las bases puricas sobre superficies carbonosas
(Jankowska-SIiwihska et al., 2017; Liska et al., 2019).
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Los potenciales obtenidos son cercanos a los intervalos de 0.67-0.88 V para
guanina y 0.98-1.00 V para adenina reportados por Jankowska-Sliwinska et al.,
(2017). La diferencia mas evidente se encontré en la adenina, cuyo pico aparecié
desplazado hacia valores mas positivos. Esta variacién se relaciona con diferencias
en la composicion de la pasta, el area y estado de la superficie, el electrodo de
referencia, el pH y el electrolito empleado. En consecuencia, la comparacion de
potenciales entre estudios debe realizarse considerando el conjunto de condiciones
experimentales y no unicamente el material del electrodo.

La influencia del material y de la modificacion superficial del electrodo sobre los
potenciales de oxidacion ha sido un campo de estudio. Pruneanu et al., (2014),
demostraron que la oxidacién de adenina puede desplazarse aproximadamente 100
mV al emplear electrodos de oro modificados con grafeno, favoreciendo la
transferencia electronica. Asimismo, Gongalves et al., (2010), sefalaron que, en
electrodos de grafito pirolitico de borde, la formacién de peliculas poliméricas
adsorbidas afecta tanto la resolucion como la intensidad del pico de oxidacién de
adenina.

Los electrodos modificados disminuyen el sobrepotencial y aumentan la corriente
mediante una mayor area electroactiva, sitios de adsorcion o una transferencia
electronica mas favorable. D. Li et al., (2017), por su parte, obtuvieron sefales
definidas con un electrodo de carbdn vitreo modificado con 6xido de grafeno
reducido aminado. Otros materiales, como nanotubos de carbono con NiFe,O, y
oxido de grafeno reducido con nanoclusteres de AuPt, también han permitido
incrementar la sensibilidad para la determinacion simultanea de las purinas (Ensafi
et al., 2013; Mao et al., 2021).

No obstante, a pesar de no emplear un electrodo modificado, el sistema
desarrollado en este estudio permiti6 obtener sefiales bien definidas y
reproducibles, evidenciando que un electrodo de pasta carbono-grafito puede
constituir una plataforma analitica adecuada para la caracterizacion electroquimica
de adenina y guanina, en el apartado 4.3 se retoma el tema.

4.1.3 Metronidazol

En la Figura 9A, se presenta el comportamiento voltamperométrico del metronidazol
(0.531 mM) en un intervalo de velocidades de barrido de 0.05 a 0.50 V-s™, utilizando
buffer fosfato a pH 7.5 y NaCl 0.1 M como electrolito soporte. Se observa un
potencial de pico catodico de -1.39 V, correspondiente a la reduccion del
metronidazol, cuya intensidad aumenta sistematicamente al incrementar la
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velocidad de barrido. Este comportamiento es caracteristico de la reduccién
electroquimica del grupo nitro (—NO,) presente en los nitroimidazoles, proceso que
en medios acuosos neutros o ligeramente basicos suele ser mayormente
irreversible y acoplado a reacciones quimicas posteriores (Nikodimos & Amare,
2016).

La Figura 9A presenta los voltamperogramas ciclicos del metronidazol (0.531 mM)
obtenidos con un electrodo de pasta de carbono sin modificar en solucién
amortiguadora de fosfatos a pH 7.5 y NaCl como electrolito soporte. Al incrementar
la velocidad de barrido, aumenta la magnitud de la corriente catddica, lo que
evidencia una dependencia de la respuesta electroquimica con la escala del
experimento. La sefal de reduccion puede atribuirse al grupo nitro del metronidazol,
de acuerdo con antecedentes electroquimicos de este compuesto. En medio acuoso
se ha descrito su transformacién global hacia un derivado hidroxilamina mediante
la participaciéon de cuatro electrones y cuatro protones (Tocher & Edwards, 1992).

La Figura 9B muestra una relacion lineal entre la corriente pico y la raiz cuadrada
de la velocidad de barrido (Ip o< V). Ip = 47. 805v"/2 — 1.2238 R2=0.9937.

donde Iy se expresa en JA yv = Vs — 1V s™'. El signo negativo de la pendiente
refleja la convencion utilizada para las corrientes de reduccion; por tanto, el
incremento de la respuesta debe describirse como un aumento de lp. Esta
dependencia es compatible con una contribucion predominante del transporte
difusional en el intervalo estudiado: a velocidades de barrido mayores, el menor
tiempo disponible para la difusion favorece gradientes de concentracion mas
pronunciados en las proximidades del electrodo y, en consecuencia, corrientes de
mayor magnitud.

42



1.00E+01 - A Velocidad de barrido (\v)
) 0.00E+00 ‘ ‘ ‘ ‘
5.00E+00 - 0 0.2 0.4 0.6 0.8
00E+00 id.—. -5.00E+00 -
Y- 05 1 15 | 2
z 5 3 -1.00E+01 - y = -47.805x - 1.2238
3 a R2 = 0.9937
a G -1.50E+01 -
) L2
2 o -2.00E+01 -
9 o
° -2.50E+01 - £ -2.50E+01
= £
2 -3.00E+01 - S -3.00E+01 -
‘5 (&)
o -3.50E+01 -
Potencial (V) -3.50E+01 1
—0.09 0.05 0.07 ——0.11 -4.00E+01 _
0.15 0.13 0.2 0.3
0.04 ——0.5 B)

Figura 9. A) Voltamperogramas del metronidazol (0.531 mM) obtenidos mediante
voltamperometria ciclica en un intervalo de velocidades de barrido de 0.05 a 0.50 V-s™, en
presencia de NaCl 0.1 M y buffer fosfato a pH 7.5. B) Se observa un aumento progresivo de
la corriente pico hacia la reduccién conforme se incrementa la velocidad, asi como una
relacion lineal entre Ip y Vv, lo que indica que el proceso redox esta controlado por difusién
en las condiciones experimentales establecidas.

La ausencia de un pico anddico se atribuye a la reoxidacion del producto de
reduccion, junto con el desplazamiento descrito del potencial de pico hacia valores
mas negativos al aumentar la velocidad de barrido, es compatible con una respuesta
aparentemente irreversible en la escala de la Figura 9.

El predominio difusional sugerido por los presentes resultados tampoco debe
atribuirse unicamente a la ausencia de modificadores en el electrodo Nikodimos &
Amare, (2016) encontraron una respuesta predominantemente adsorptiva sobre
pasta de carbono, mientras que Anju et al., (2025) describieron contribuciones tanto
de difusibn como de adsorcién en un electrodo modificado con quitosano y
nanoparticulas de plata. Estas diferencias indican que el comportamiento depende
de la combinacién de superficie, composicion del medio y condiciones de medicion.

Desde una perspectiva farmacolégica, la reduccion electroquimica observada
reproduce in vitro la etapa inicial de activacion anaerobia del metronidazol, en la
que el grupo nitro es reducido a especies radicalarias reactivas capaces de
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interactuar con biomoléculas como el ADN (J. Tocher & Edwards, 1992; J. H. Tocher
& Edwards, 1994).

4.1.4 Efecto del pH sobre Ila reduccion del metronidazol

La Figura 10A presenta los voltamperogramas de pulso diferencial del metronidazol
(0.292 mM) registrados en soluciones de fosfato 0.1 M a diferentes valores de pH.
La respuesta muestra cambios tanto en el potencial como en la magnitud de la
corriente del pico catddico principal. El desplazamiento hacia potenciales mas
negativos es evidente al pasar de pH 2.10 a 6.08, mientras que a pH 6.08, 8.00 y
10.00 los potenciales de pico se encuentran relativamente proximos. Esta
observacion sugiere que la dependencia del potencial con el pH no es uniforme en
todo el intervalo estudiado.

El desplazamiento catdédico observado es compatible con la participacion de
protones en la reduccion del grupo nitro del metronidazol. Para una reduccion que
consume protones, la disminucion de su actividad puede desplazar la respuesta
hacia potenciales mas negativos. Nikodimos & Amare, (2016) describieron un
comportamiento semejante sobre un electrodo de pasta de carbono: el potencial
presentd una dependencia marcada con el pH en medios acidos y préximos a la
neutralidad, mientras que en medio alcalino la dependencia disminuyd. Este
antecedente respalda cualitativamente la tendencia de la Figura 10A, aunque las
diferencias de técnica y electrolito impiden trasladar directamente sus parametros
al presente sistema.

La Figura 10B muestra un aumento de la magnitud de la corriente de pico catodico
al incrementar el pH, con valores aproximados de -9 pA a pH 2.10 y -22 pA a pH
10.00 aproximadamente. El incremento es pequeno entre pH 4.16 y 6.08 y mas
pronunciado hacia condiciones alcalinas. Por tanto, dentro del intervalo evaluado,
pH 10.00 proporciona la mayor respuesta de corriente. La-Scalea et al., (1999)
observaron un incremento no lineal de la corriente de pico del metronidazol al
aumentar el pH mediante polarografia de pulso diferencial. Por su parte, Materén et
al., (2021), utilizando electrodos serigrafiados modificados con Cg, Oxido de
grafeno reducido y Nafion, encontraron un aumento de la respuesta hasta
aproximadamente pH 7, seguido de una estabilizacién.

Entonces, ¢ por qué se decidié trabajar con pH 7.5 y no con pH 10? Aunque la mayor
magnitud de corriente se obtuvo a pH 10.00, se seleccion6 pH 7.5 para los
experimentos posteriores con el propdsito de estudiar el comportamiento del
metronidazol y su interaccion con ADN en un medio neutro. La eleccion priorizo las
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condiciones del estudio de interaccion sobre la maximizacién de la respuesta
voltamperomeétrica. Asimismo, este pH resulta adecuado para el empleo del sistema
amortiguador de fosfatos.

———pH 2.10 pH4.16 ——pH 6.08 0.00E+00
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Figura 10. A) Voltamperogramas de pulso diferencial del metronidazol (0.292 mM) registrados
en soluciones de fosfato a pH 2.10, 4.16, 6.08, 8.00 y 10.00. (B) Variacion de la corriente de
pico catédico entre Ip y con el pH.

En todos los casos se observd una senal de reduccion, con una variacion tanto en
la intensidad de la corriente de pico como en el potencial de pico. A medida que el
pH aumento, el potencial de reduccidn se desplazé hacia valores mas negativos, lo
que es caracteristico de procesos electroquimicos que involucran transferencia de
protones. Esto sugiere que la reduccion del grupo nitro del metronidazol esta
acoplada a la protonacién, y por tanto es sensible al pH del medio. Este
comportamiento coincide con lo reportado por Bushra Rafique et al., (2022), quienes
destacaron que el desplazamiento del potencial de pico del metronidazol en funcion
del pH refleja una participacion de protones en el proceso de reduccion,
especialmente en medios neutros y ligeramente acidos. En su estudio, se enfatizd
que la eleccién del tampdn y su concentracion son factores de importancia para
lograr una sefal voltamperométrica estable y reproducible.

4.2 ADN de testiculo de salmén desnaturalizado

En la Figura 11A se presenta el comportamiento voltamperométrico del ADN (57.14
pg/mL), en solucion, evaluado a distintas velocidades de barrido. Se observa una
unica sefial anddica bien definida cuya intensidad aumenta progresivamente con el
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incremento de la velocidad. Esta sefal puede atribuirse principalmente a la
oxidacion de guanina, ya que es la base nitrogenada con menor potencial de
oxidacion dentro de las purinas, lo que la convierte en el sitio electroquimicamente
mas activo del ADN en electrodos de pasta de carbono, en matrices de ADN, la
sefal de guanina suele dominar la respuesta voltamperométrica debido a su mayor
facilidad de oxidacién en comparacion con adenina (Liska et al., 2019).

En cuanto al estudio de velocidad (Figura 11B), la grafica de la corriente pico (Ip) en
funcién de la raiz cuadrada de la velocidad de barrido (Vv) muestra una relacién
lineal con R2 = 0.9925. Esta dependencia (Ip o« \v) es caracteristica de procesos
controlados por difusion, en concordancia con el modelo descrito por la ecuacién de
Randles—Sevéik para sistemas irreversibles. En las condiciones empleadas (0.1 M
NaCl y solucion amortiguadora a pH 4.5), el transporte de masa desde la solucion
hacia la superficie del electrodo constituye la etapa limitante del proceso, lo que
demuestra que la adsorcién del ADN no domina la respuesta electroquimica en el
intervalo de velocidades evaluado (Asrat et al., 2021).
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Figura 11. A) Voltamperogramas del ADNd (57.14 ug/mL) obtenidos a diferentes velocidades
de barrido. B) Relacién entre la corriente de pico y la velocidad de barrido para el ADNd, en el
intervalo de 0.02 a 0.1 V/s, en presencia de NaCl 0.1 M y solucion amortiguadora de acetatos
0.1 M, pH 4.5.

Cabe destacar que la limitada diferenciacion de sefiales entre adenina y guanina en
el ADN evaluado por voltamperometria ciclica no solo responde a la concentracion
del analito, sino también a las limitaciones de la técnica. Aunque la
voltamperometria ciclica permite obtener informacion semicuantitativa basada en la
relacion entre la corriente de pico y la concentracion, su capacidad de resolucion es
inferior en comparacién con técnicas de pulso, en sistemas como el ADN. En este
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contexto, la superposicion de sefiales, el incremento de la corriente capacitiva a
potenciales elevados y la menor sensibilidad contribuyen a que la sefial de adenina
quede parcialmente enmascarada, dificultando su identificacion individual. Por esta
razon, técnicas como la voltamperometria diferencial de pulso o de onda cuadrada
han sido preferidas para la cuantificacion y deteccidn simultanea de bases
nitrogenadas en matrices bioldgicas, debido a su mayor sensibilidad y capacidad de
discriminacion de picos (Szczepaniak & Ligaj, 2024).

4.3 Evaluacion de parametros analiticos basicos

Para caracterizar el desempefo analitico del procedimiento se evaluaron la
linealidad, la repetibilidad y los limites de deteccion y cuantificacion.

No se evaluaron parametros como exactitud, especificidad, robustez o precision
intermedia; por tanto, los resultados se limitan a describir el desempefio del
procedimiento en las condiciones estudiadas.

4.3.1 Linealidad de adenina

En la Figura 12A se muestran los voltamperogramas representativos de adenina
obtenidos mediante voltamperometria diferencial de pulso (VDP), mientras que en
la Figura 12B se presenta la curva de calibracién construida en el intervalo de
0.00296 a 0.0148 mM. Se observo una relacién lineal entre la corriente de pico y la
concentracion, con un coeficiente de determinacién de 0.9985, que cumple con el
criterio de aceptacién establecido por la FEUM (r? 2 0.98). EI modelo de regresion
lineal fue (y = 136.55x + 0.133) donde y representa la corriente de pico en pAy x la
concentracion de adenina en mM. El limite de detecciéon (LOD) fue de 0.000685 mM
y el limite de cuantificacion (LOQ) de 0.00208 mM, calculados mediante las
expresiones respectivamente LOD = 3.30/m y LOQ =100/m (International
conference on harmonisation of technical requirements for registration of
pharmaceutical for human use, 2005; International Council For Harmonisation of
technical requeriments for pharmaceuticals for human use, 2023; Secretaria de
Salud, 2018).
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Figura 12. A) Voltamperogramas de adenina obtenidos mediante VDP. B) Curva de calibraciéon

entre 0.00296 y 0.0148 mM.

4.3.2 Precision de adenina

En la Figura 13, se muestra la respuesta voltamperométrica de adenina a 0.00592,
0.00888 y 0.0148 mM. La Tabla 4 presenta la corriente de pico media, la desviacién
estandar y el coeficiente de variacion (CV) de cada nivel. Se observa repetibilidad
en las senales de corriente pico, lo que confirma la precisién del método.
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Figura 13. A) Voltamperogramas representativos de adenina, obtenidos mediante
voltamperometria diferencial de pulso (VDP). B) Correlacion entre las concentraciones de
adenina.

Tabla 4. Precisién de adenina a 0.00592, 0.00888 y 0.0148 mM; se presentan la corriente de
pico media, la desviacion estandar (SD) y el coeficiente de variaciéon (CV) de seis repeticiones.

Analito Concentracion (mM) Media Ip (pA) SD %CV
Adenina 0.00592 1.72 0.0511 2.97
Adenina 0.00888 2.16 0.0583 2.70
Adenina 0.0148 3.04 7.05e-2 2.32

En las condiciones evaluadas, la adenina presentd coeficientes de variacion
menores de 5 %, lo que evidencia repetibilidad adecuada.

4.3.3 Linealidad de guanina

En la Figura 14A se muestran los voltamperogramas representativos de guanina
obtenidos mediante voltamperometria diferencial de pulso (VDP), mientras que en
la Figura 14B se presenta la curva de calibracién construida en el intervalo de
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0.00265 a 0.0132 mM. Se observd una relacion lineal entre la corriente de pico y la
concentracion, con un coeficiente de determinacion de r? 0.9968. El modelo de
regresion lineal fue (y = 129.24x — 6x107-5), donde y representa la corriente de pico
en PJA y x la concentracién de guanina en mM. El limite de deteccion (LOD) fue de
0.000921 mM vy el limite de cuantificacién (LOQ) de 0.00279 mM, calculados como
3.30/m y 100/m, respectivamente.
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Figura 14. A) Voltamperogramas representativos de guanina obtenidos mediante
voltamperometria diferencial de pulso (VDP). B) Curva de calibracion de guanina en el
intervalo de concentraciéon de 0.00265 a 0.0132 mM.

4.3.4 Precision de guanina

En la Figura 15A se muestra la respuesta voltamperométrica de la guanina en tres
niveles de concentracion: 0.00529, 0.00794 y 0.0132 mM. 15B se muestran las 3
concentraciones en correlacion. La Tabla 5 presenta la media de la corriente de
pico, la desviacidon estandar y el coeficiente de variacién (CV) correspondiente a
cada nivel.
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Figura 15. A) Voltamperogramas representativos de la precision de guanina, obtenidos
mediante voltamperometria diferencial de pulso (VDP). B) Correlacion entre las
concentraciones de guanina.

Tabla 5. Resultados de precisién para guanina a tres concentraciones (0.00529, 0.00794 y
0.0132 mM), expresados como promedio de corriente pico, desviacion estandar (SD) y
coeficiente de variacién (CV) para seis repeticiones independientes.

Analito Concentracion SD (pA) CV (%)
(mM) Media Ip (pA)

Guanina 0.00529 1.02 0.00816 0.80

Guanina 0.00794 1.53 0.0372 244

Guanina 0.0132 215 0.0524 244

En las condiciones evaluadas, la guanina presentd coeficientes de variacion
menores de 5%, lo que evidencia repetibilidad adecuada.
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4.3.5 Linealidad de metronidazol

En la Figura 16A se presentan los resultados de linealidad del metronidazol. 16B La
curva de calibracién se construyo en el intervalo de 0.0584 a 0.2921 mM y mostré
una relacion lineal entre la corriente de pico de reduccion y la concentracion, con un
coeficiente de determinacion de (r> = 0.9976). El modelo de regresion lineal fue y =
-45.893x — 2.57, donde y representa la corriente de pico en yA y x la concentracién
del metronidazol en mM. La corriente de pico de reduccion presenté una relaciéon
lineal con la concentracion con un coeficiente de determinacion. El limite de
deteccion (LOD) fue de 0.01737 mM vy el limite de cuantificaciéon (LOQ) fue de
0.05264 mM. calculados como 3.3c/m y 100/m, respectivamente.
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Figura 16. A) Voltamperogramas representativos de metronidazol mediante voltamperometria
diferencial de pulso (VDP), utilizando concentraciones de 0.0584-0.2921 mM en un potencial
abierto de hasta -1.4 V. B) Curva de calibracion de metronidazol en el intervalo 0.0584-0.2921
mM.

4.3.6 Precision de metronidazol
En la Figura 17, se muestra la respuesta voltamperométrica de metronidazol a tres
concentraciones distintas: 0.1168 mM, 0.1753 mM y 0.2337 mM. En la Tabla 6, se

presentan los valores promedio de corriente pico, desviacion estandar y coeficiente
de variacion (CV) para cada concentracion de metronidazol.
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Figura 17. A) Voltamperogramas representativos de la precision de metronidazol, obtenidos
mediante voltamperometria diferencial de pulso (VDP). B) Correlacion entre las
concentraciones de metronidazol.

Tabla 6. Resultados de precision para metronidazol a tres concentraciones (0.1168, 0.1753,
0.2337 mM), expresados como promedio de corriente pico, desviaciéon estandar (SD) y
coeficiente de variacion (CV) para seis repeticiones independientes.

Analito Concentracion (mM) Media Ip (pA) SD (pA) CV (%)
Metronidazol 0.1168 -10.5 0.2 1.90
Metronidazol 0.1753 -13.5 0.3 2,22
Metronidazol 0.2337 -16.2 0.3 1.85

Con esto, se confirma que metronidazol cumple con los criterios de aceptacion de
la FEUM vy la ICH, obteniendo un coeficiente de variacion menor al 5 %.

Ahora bien, jpara qué sirve evaluar parametros basicos analiticos? La evaluacion
de la respuesta de calibracidon, la repetibilidad y los limites de deteccion y
cuantificacion se realizé para caracterizar el desempefio del procedimiento
voltamperométrico en las condiciones experimentales seleccionadas. Estos
parametros permiten examinar la dependencia de la corriente de pico con la
concentracion, estimar la dispersion de las mediciones repetidas y establecer limites
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inferiores preliminares de deteccion y cuantificacion. Su evaluacién aporta evidencia
sobre el alcance de los resultados, aunque no constituye una validacion completa.
De acuerdo con ICH Q2(R2), la validacion debe demostrar la aptitud del
procedimiento para su finalidad prevista mediante caracteristicas de desempefio y
criterios previamente establecidos. En la tabla 7, se observa el resumen de los
parametros evaluados omitiendo los datos de precision.

Tabla 7. Intervalos de calibracién y limites estimados de deteccion (LOD) y cuantificacion
(LOQ) de adenina, guanina y metronidazol mediante voltamperometria diferencial de pulso.

Analito Intervalo de calibracion (uM) | LOD estimado (pM) | LOQ estimado (uM)
Adenina 2.96-14.8 0.685 2.08

Guanina 2.65-13.2 0.921 2.79

Metronidazol | 58.4-292.1 17.37 52.64

4.3.7 Comparacion entre estudios

Tabla 8. Comparacién de los limites de deteccion y cuantificacion obtenidos para adenina,
guanina y metronidazol mediante métodos electroquimicos.

Analito Estudio Técnica y electrodo | Intervalo lineal LOD LOQ
Adenina Este VDP; pasta de | 2.96-14.8 uM 0.6845 uM | 2.0758
estudio carbono-grafito  sin UM
modificar
Adenina Jankowska- | Electrodo de pasta | NR 0.74 uM 2.24 uM
Sliwinska et | de oro
al., 2017
Adenina Li et al., | VDP; NF/CHT- | 0.2-110 uM 0.20 uM 0.71 uM
2017 ARG/GCE
Adenina He et al., | VDP; 0.090-103 uM 0.030 uM 0.091 uM
2018 poli(glicina)/GO/GCE
Adenina Mao et al., | VOQ; AuPtNC-rGO 1-200 uM 0.100 uM 0.303 uM
2021
Guanina Este VDP; pasta de | 2.65-13.2 yM 0.9211 uyM | 2.7923
estudio carbono-grafito  sin UM
modificar
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Guanina Jankowska- | Electrodo de pasta | NR 1.3 y 26 (394 vy
Sliwinska et | de oro UM para | 7.88 uM
al., 2017 dos picos

Guanina Li et al., | VDP; NF/CHT- | 0.1-120 uM 0.10 uM 0.33 uM
2017 ARG/GCE

Guanina He et al., | VDP; 0.15-48 uM 0.026 uM 0.079 uM
2018 poli(glicina)/ GO/GCE

Guanina Mao et al., | VOQ; AuPtNC-rGO 1-200 uM 0.060 uM 0.198 uM
2021

Metronidazol | Este VDP; pasta de | 292-1460 uM 86.8548 263.1966
estudio carbono-grafito  sin UM UM

modificar

Metronidazol | Nikodimos | VOQ; pasta de | 1-500 uM 0.297 pM 0.991 uM
y  Amare, | carbono sin
2016 modificar y

acumulacion de 25 s

Metronidazol | Materén et | VOQ; Ceo-rGO- | 0.25-34 uyM 0.21 yM 2.112 uM
al., 2021 Nafion/SPE

Nota y abreviaturas: VDP: voltamperometria diferencial de pulso; VOQ:

voltamperometria de onda cuadrada; GCE: electrodo de carbon vitreo; SPE:
electrodo serigrafiado; GO: 6xido de grafeno; rGO: 6xido de grafeno reducido; NR:
no reportado. Los valores en ug mL™" de la literatura fueron convertidos empleando
masas molares de 135.13, 151.13 y 171.15 g mol™ para adenina, guanina y
metronidazol, respectivamente.

Los limites de deteccidn obtenidos para adenina y guanina fueron del mismo orden
de magnitud que los reportados por Jankowska-Sliwinska et al. (2017) con
electrodos de pasta de oro. En particular, el procedimiento desarrollado present6 un
LOD ligeramente menor para adenina y guanina, pese a utilizar una pasta de
carbono-grafito sin modificar. En contraste, los sensores nanomodificados
mostraron limites inferiores debido a la mayor area electroactiva, la presencia de
sitios de adsorcion y el mejoramiento de la transferencia electrénica proporcionado
por materiales como 6xido de grafeno, polimeros conductores y nanoclusteres de
AuPt (Li et al., 2017; He et al., 2018; Mao et al., 2021).
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Para el metronidazol, los valores obtenidos fueron superiores a los reportados por
Nikodimos y Amare (2016) y Materdn et al. (2021). Esta diferencia puede
relacionarse con la técnica empleada, la etapa de acumulacion, el intervalo de
concentracion y la modificacion de la superficie electrodica. Por tanto, el
procedimiento desarrollado resulta apropiado para caracterizar y monitorear el MTZ
dentro del intervalo estudiado, pero presenta menor sensibilidad para su
determinacion a concentraciones traza.

4.4 Comparacioén de ADN nativo y desnaturalizado

Con el propdsito de evaluar el efecto del estado estructural del ADN sobre su
respuesta electroquimica, se compard el comportamiento voltamperomeétrico del
ADN nativo (ADNs) y del ADN desnaturalizado (ADNd) a una misma concentraciéon
de 57.14 ug/mL. La desnaturalizacién produce la separacion de las hebras mediante
la ruptura de los enlaces de hidrégeno, lo que incrementa la exposicion de las bases
nitrogenadas (Ensafi et al., 2013). Esta modificacién estructural puede aumentar la
accesibilidad de los residuos electroactivos a la superficie del electrodo y modificar
la intensidad de la respuesta voltamperométrica (Hason et al., 2026; Hassan et al.,
2023; Mao et al., 2021).

Las diferencias de respuesta descritas en la Figura 18 son compatibles con cambios
en la fraccion de residuos electroquimicamente accesibles. La corriente de
oxidacion depende de que estos residuos puedan aproximarse e interactuar con la
superficie del electrodo, de manera que una misma concentracion de ADN no
necesariamente produce una misma intensidad de sefal cuando cambia su
organizacion estructural. En consecuencia, la comparacion entre ADNs y ADNd
informa sobre su respuesta interfacial. Este planteamiento encuentra respaldo en
Hason et al., (2026), quienes observaron diferencias en la intensidad y forma de las
sefales de oxidacidon de oligodesoxinucledtidos con el mismo numero de residuos
de guanina o adenina. Los autores relacionaron esas diferencias con la composicion
de las secuencias y con la accesibilidad de los centros electroactivos en las
moléculas adsorbidas sobre grafito. Aunque ese sistema no reproduce exactamente
las condiciones del presente trabajo, demuestra que la corriente de las purinas
incorporadas en ADN no depende exclusivamente de su abundancia (Hason).
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Figura 18. Comparacioén de la respuesta voltamperométrica del ADN de testiculo de salmén
en sus formas nativa y desnaturalizada, ambas evaluadas a una concentraciéon de 57.14 ug/mL
en solucion amortiguadora de acetatos 0.1 M, pH 4.5.

Desde esta perspectiva, una mayor corriente del ADNd, seria compatible con una
mayor exposicion de las bases y con una disposicion interfacial mas favorable para
su oxidacién. Sin embargo, la intensidad también puede estar condicionada por la
adsorcion, la orientacion y la cobertura superficial del ADN.

También debe considerarse el procedimiento utilizado para obtener el ADNd.
(Szczepaniak & Ligaj, 2024) mostraron que el tratamiento térmico del ADN puede
modificar las sefales de guanina y adenina y, en determinadas condiciones de pH,
producir sefales asociadas con dafio oxidativo. En ADN bicatenario nativo, las
bases suelen estar poco accesibles al electrodo, y por eso a veces los picos son
débiles o incluso no aparecen (Brabec, 1979; Suprun et al., 2021).

Cuando el ADN se desnaturaliza, se adsorbe mejor o se reorganiza sobre la
superficie, las sefales de guanina y adenina aumentan porque las purinas quedan
mas expuestas (Brabec, 1979; Onem et al., 2023; H. S. Wang et al., 2001)

La Figura 19 permite examinar la respuesta del ADNd al aumentar su concentracion
final de 33.33 a 75.00 pg/mL mediante adiciones acumulativas. En este disefio, las
corrientes pueden reflejar tanto el incremento de material en solucion como la
evolucion de su interaccién con la superficie durante la secuencia de medicion. Si
se utiliza el mismo electrodo sin renovacién entre adiciones, la acumulacidn
superficial o los cambios ocasionados por barridos previos pueden contribuir a la
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respuesta. Por tanto, una tendencia creciente debe interpretarse considerando el
historial de exposicion del electrodo y no unicamente la concentracion final de ADN.

Para cada concentracion de ADNd se midieron las corrientes de pico (Ip)
correspondientes a las sefales de oxidacion atribuidas a guanina y adenina.
Mediante las ecuaciones de sus respectivas curvas de calibracion, estas corrientes
se transformaron en concentraciones equivalentes de cada nucleobase, cuyos
resultados se presentan en la Tabla 9. Estas concentraciones representan
estimaciones electroquimicas y no concentraciones de adenina o guanina libres.
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Figura 19. Voltamperogramas obtenidos mediante voltamperometria diferencial de pulso para
ADN desnaturalizado (ADNd) a concentraciones finales de 33.33, 57.14 y 75.00 ug/mL,
preparadas mediante adiciones acumulativas de una solucién stock de ADNd de 200 pg/mL.

4.4.1 Cuantificacioén de residuos de adenina y guanina en ADNd mediante VDP

La Tabla 9 presenta las corrientes de pico atribuidas a guanina y adenina durante
las adiciones acumulativas de ADNd. Al incrementar la concentracion de ADN de
33.33 a75.00 ug/mL, la corriente de guanina aumenté de 0.261 a 0.470 pA, mientras
que la de adenina pas6 de 0.598 a 0.7621 uyA. Estos cambios corresponden a
incrementos aproximados de 80.1 % y 27.4 %, respectivamente. Por tanto, ambas
sefiales aumentaron con la concentracion de ADNd, aunque con una respuesta
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relativa diferente.

Tabla 9. Corrientes de pico y concentraciones equivalentes de residuos de adenina y guanina
electroquimicamente accesibles en ADN desnaturalizado.

Concentracion | Ip de | Concentracion Ip de | Concentracion

de ADNd | guanina equivalente de | adenina equivalente de

(ng/mL) (nA) guanina (mM) (nA) adenina (mM)
ADNd 33.33 0.261 0.00202 0.598 0.00341

57.14 0.366 0.00283 0.638 0.00370

75 0.47 0.00364 0.7621 0.00461

4.4.2 Evaluacion de las senales de adenina y guanina en ADN de testiculo de
salmén

La comparacion entre ADN nativo y desnaturalizado mostré que el estado del ADN
influye en la definicion de sus sefales anodicas. A partir de este resultado, se
realizaron adiciones de guanina y adenina al ADNd para examinar las
contribuciones observadas alrededor de +0.89 y +1.20 V, respectivamente,
mediante VDP en solucién amortiguadora de acetatos a pH 4.5. Estos ensayos
permitieron evaluar como cambia la respuesta al incorporar nucleobases libres a
una matriz que contiene residuos puricos unidos al esqueleto del ADN. Las
corrientes resultantes reflejan, por tanto, la contribucién de las especies afiadidas y
la respuesta de los residuos electroquimicamente accesibles del polimero.

4.4.2.1 Adiciones de guanina

En la Figura 20, el ADNd presenta una contribucién de baja intensidad alrededor de
+0.65 V y dos sefales principales proximas a +0.89 y +1.19 V, atribuidas a las
regiones de oxidacidén de guanina y adenina, respectivamente.

Después de anadir guanina, la contribucion de menor potencial deja de distinguirse
claramente, ambas sefales principales aumentan y aparece un hombro alrededor
de +1.03 V. Con base en la Tabla 10, la corriente de guanina aumenta de 0.445 a
1.050 pA, mientras que la region de adenina pasa de 0.801 a 1.64 yA, aunque no
se incorporo esta ultima base.

El crecimiento simultdneo de ambas regiones sugiere que la respuesta incluye,
ademas de la guanina afnadida, cambios en la accesibilidad electroquimica o en la
superposicion de las contribuciones del sistema. Hason et al., (2026) observaron
diferencias en las senales de oligodesoxinucleétidos con igual contenido de purinas,
relacionadas con su secuencia y accesibilidad sobre grafito. Este antecedente
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respalda la influencia del entorno molecular y de la disposicion interfacial sobre la
corriente. La limpieza del electrodo entre mediciones limita, ademas, la contribucion
de productos superficiales conservados de barridos anteriores.
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Figura 20. Voltamperogramas del ADN desnaturalizado de testiculo de salmén obtenidos
después de adiciones acumulativas de guanina hasta alcanzar concentraciones de 0.00199,
0.00463 y 0.00794 mM, mediante VDP.

El hombro alrededor de +1.03 V se encuentra proximo al potencial de oxidacién de
guanosina descrito por Oliveira-Brett et al., (2002) quienes registraron picos a
aproximadamente +0.85 V para guanina y +1.10 V para guanosina, mediante VDP
sobre carbono vitreo, en acetatos 0.2 M a pH 4.5, frente a Ag/AgCI (KCI 3 M). Sin
embargo, el valor de +1.10 V corresponde a guanosina, que contiene ribosa, y no
constituye una referencia especifica de 2'-desoxiguanosina. Por ello, la proximidad
de potenciales no permite asignar el hombro a desoxiguanosina libre ni demostrar
su liberacién del ADNd.

La asignacion a 8-oxoguanina tampoco esta respaldada por esta comparacion.
(Szczepaniak & Ligaj, (2024) observaron una senal entre +0.60 y +0.80 V, con
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maximo proximo a +0.67 V, en un oligonucleétido que contenia 8-oxoguanina,
mediante voltamperometria de onda cuadrada sobre pasta de carbono en fosfatos
a pH 7.0, frente a Ag/AgCl (KCI 3 M). Esta respuesta aparece a potenciales menos
positivos que la guanina no modificada, mientras que el hombro del presente estudio
se encuentra después de su sefial principal, situada a +0.89 V. Aunque las
condiciones experimentales difieren, este orden desfavorece la asignacion del
hombro a 8-oxoguanina; por tanto, se mantiene como una contribucion anddica no
identificada.

Tabla 10. Respuesta electroquimica del ADNd después de las adiciones acumulativas de
guanina.

Adicién Guanina Ip de | Guanina Ip de la sefal | Ip de
afiadida guanina a | equivalente (mM) | adicional a | adenina a
acumulada +0.89 \ +1.05V (UA) | +1.20V (A)
(mM) (MA)

Sin adicion 0.0000 0.445 0.00344 - 0.801

1 0.00199 0.522 0.00404 1.06 1.01

2 0.00463 0.821 0.00635 1.36 1.38

3 0.00794 1.050 0.00812 1.64 1.64

4.4.2.2 Adenina

En la Figura 21, las adiciones de adenina al sistema ADNd—guanina incrementan la
corriente de la sefal proxima a +1.20 V de 1.36 a 2.41 pA, aproximadamente 77 %,
respaldando la participacion de la adenina afiadida en esta region. Paralelamente,
entre la primera y la ultima adicion, la corriente atribuida a guanina aumenta de
0.786 a 0.895 pA con base en la Tabla 11, pese a mantenerse nominalmente
constante su concentracién. Este comportamiento complementa lo observado en
las adiciones de guanina y sugiere que las respuestas de ambas purinas dependen
de la composicion de la mezcla, posiblemente por cambios en su accesibilidad
interfacial o por contribuciones parcialmente superpuestas. Esta interpretacion es
compatible con las observaciones de Hason et al. (2026) sobre la influencia del
entorno molecular en la oxidacion de residuos puricos, sin demostrar por si misma
liberacion de bases del ADN.
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Figura 21. Voltamperogramas obtenidos mediante VDP para ADNd a una concentracién de
57.14 ug/mL, en presencia de guanina a una concentracion constante de 0.00662 mM y
después de adiciones acumulativas de adenina hasta alcanzar concentraciones de 0.00222,
0.00740 y 0.00888 mM.

Tabla 11. Respuesta electroquimica del ADNd en presencia de guanina y después de las
adiciones acumulativas de adenina.

Condicién | Adenina Ip de | Adenina Ip de la|lp de
afiadida Adenina a | equivalente senal Guanina a
acumulada | +1.20 V| (mM) adicional a | +0.89 V
(mM) (LA) +1.05 V | (UA)

(HA)

ADN  sin | 0.0000 0.891 0.00555 - 0.445

adiciones

ADNd  + | 0.000000 1.36 0.00899 - -

0.00662

mM G

1 0.00222 1.56 0.01045 0.0455 0.786

2 0.00740 2.0 0.01367 0.0592 0.805

3 0.00888 2.41 0.01668 0.0601 0.895
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4.5 Microelectrolisis de metronidazol

A partir de la carga total transferida (-5.46 C), se estimo la cantidad de electrones
involucrados en el proceso mediante la relacion n = Q/F, donde F es la constante
de Faraday (96485 C-mol™"). Se observa un incremento progresivo en la magnitud
de la carga negativa conforme avanza el tiempo de electrdlisis, alcanzando un valor
total de —5.46 C al finalizar el experimento.

El célculo arrojo un valor de 5.66 x 107° mol de electrones, equivalente a 56.6 pmol
transferidos durante la microelectrdlisis, como se muestra en la Figura 22.
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Figura 22. Carga acumulada (Q) en funcién del tiempo durante la microelectrélisis del
metronidazol (1.17 mM) a potencial constante de -1.0 V vs Ag/AgCl durante 7200 s.

4.5.1 VC de microelectrolisis

Con el objetivo de evaluar los cambios electroquimicos inducidos por la
microelectrolisis, se registraron los voltamperogramas ciclicos presentados en la
Figura 23, correspondientes al metronidazol antes del proceso (0 h) y después de
2 h de electrdlisis a potencial constante. También se incluyé el blanco de solucion
amortiguadora de fosfatos 0.1 M, pH 7.5, para identificar posibles contribuciones del
medio.

La disminucién del pico catddico después de 2 h de microelectrdlisis (Figura 23) es
compatible con el consumo parcial del metronidazol durante el tratamiento a —1.0
V. En medio acuoso, J. H. Tocher & Edwards, (1994), describieron la reduccion del
grupo nitro hacia un derivado hidroxilamina mediante un proceso global de cuatro
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electrones. Este antecedente proporciona una explicacion para la pérdida de
respuesta catddica: la transformacion del grupo nitro disminuye la cantidad de
metronidazol disponible para experimentar nuevamente esa reduccion durante el
barrido.
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Figura 23. Voltamperogramas ciclicos del blanco (buffer fosfato pH 7.5) y del metronidazol
registrados antes de la microelectrélisis (0 h) y después de 2 h de electrodlisis, obtenidos con
electrodo de pasta de carbono/grafito. El barrido se realizé en la ventana de potencial de -1.3
a +1.3 V vs Ag/AgCl.

4.5.2 VDP de microelectrdlisis

La Figura 24 presenta los voltamperogramas diferenciales de pulso del metronidazol
antes y después de 2 h de microelectrdlisis a —1.0 V frente a Ag/AgCI. Después del
tratamiento, el pico catddico permanece proximo a -0.74 V, mientras que su
corriente disminuye de —37.3 a —26.4 pA. La conservacion aproximada del potencial
de pico y la disminucién de su magnitud son compatibles con la presencia de
metronidazol residual y con su transformacion parcial durante la microelectrélisis.

La comparacion de ambos perfiles permite identificar cambios en la respuesta
anddica del sistema y evidenciar la posible formacién de nuevas especies
electroactivas derivadas del proceso de reduccion. Por esto, considerando la
corriente pico inicial del metronidazol como el 100% de la sefal analitica (Ip, =
—37.3 uA ), después del proceso de reduccidén electroquimica se observd una
disminucion de la corriente a Ips = —26.4 yA. A partir de la relacion entre ambas
senales, se estimé que permanecio aproximadamente el 70.77% del metronidazol
inicial, mientras que el 29.22% pudo haberse transformado en productos de
reduccion.
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Figura 24. Voltamperograma diferencial de pulso del metronidazol registrados sin
microelectrélisis y tras 2 h de microelectrélisis, obtenidos con electrodo de grafito en buffer
fosfato pH 7.5. Se muestra la region catédica del barrido (-1.3 a 0.0 V vs Ag/AgCl).

4.5.3 Balance de la microelectrolisis

El balance de la microelectrdlisis se evalud a partir de la respuesta del metronidazol
mediante VDP y de la carga total transferida durante el tratamiento. Después de 2
h de electrdlisis a =1.0 V frente a Ag/AgCl, la magnitud de la corriente de pico
disminuyd de 37.3 a 26.4 pA. Tomando la respuesta inicial como referencia, esta
variacion corresponde a una sefal remanente del 70.78 % y a una disminucion del
29.22 %. A partir de la proporcionalidad entre corriente y concentracion, este
resultado se interpreta como una estimacion de transformacion aparente del
metronidazol, mientras que la persistencia del pico catdédico respalda la presencia
de farmaco residual.

La carga total transferida durante el proceso (-5.46 C) correspondié a 56.6 umol de
electrones, lo cual, en relacién con la cantidad inicial de metronidazol presente en
el sistema (29.3 pmol), sugiere un proceso multielectrénico cercano a dos
electrones por molécula. Este comportamiento es consistente con las primeras
etapas de reduccion del grupo nitro en compuestos nitroimidazolicos, donde la
formacion de intermediarios como nitroso o hidroxilamina implica transferencias
electronicas multiples (Bushra Rafique et al., 2022).

En la Figura 25A, el producto obtenido tras 2 h de microelectrélisis presento tres
nuevas sefiales anddicas ubicadas aproximadamente en 0.10, 0.35 y 0.90 V vs
Ag/AgCl, con corrientes pico de 0.435 pA, 2.22 pA 'y 2.66 PYA, estas sefiales no se
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presentan en el metronidazol sin tratamiento electroquimico, lo que confirma la
formacion de nuevas especies electroactivas como resultado de la reduccién
prolongada. En 25B, considerando que una corriente de pico de 2.16 PA
corresponde al 29.22% de producto de transformacion, la sefial obtenida para la
dilucién 1:11.1, con Ip = 2.63 x 1077 A, equivale aproximadamente al 3.56% de
producto de transformacion.
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Figura 25. (A) Voltamperograma diferencial de pulso correspondientes al metronidazol sin
tratamiento electroquimico y el producto obtenido tras 2 h de microelectrdlisis (metabolito 2
h), incluyendo una réplica experimental. (B) Concentracion del producto electroquimico
obtenido con el que se trabajé.

La aparicion de estas sefales anddicas puede asociarse con la formacion de
intermediarios tipicos de la reduccidon del grupo nitro en compuestos
nitroimidazélicos. En este sentido, Jiang & Lin, (2006) reportaron que la reduccién
del metronidazol conduce a la formacién de especies como el derivado nitroso (0.2—
0.3 V), el anion radical nitro (0.6-0.7) y especies mas reducidas como hidroxilamina
(0.9V), las cuales pueden presentar sefiales en regiones mas positivas. Aunque los
potenciales obtenidos en este estudio no coinciden exactamente con los reportados,
la proximidad de las sefiales sugiere que los picos observados podrian estar
relacionados con estos intermediarios de reduccién. Las diferencias en los
potenciales pueden atribuirse a variaciones en el material del electrodo, el pH del
medio y las condiciones experimentales empleadas.
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Cabe destacar que, al evaluar el producto electroquimico a menor concentracion,
se observo unicamente una sefal voltamperométrica atribuible a una sola especie
electroactiva, la cual presentd mayor consistencia en su respuesta. Por ello, las
adiciones se llevaron a cabo considerando esta especie. En la Figura 26, se observa
la adicidn sucesiva del producto electroquimico. Considerando que una corriente de
pico de 2.16 pA corresponde al 29.22% de producto de transformacion, la sefial
obtenida para la dilucién 1:11.1,2:12.1,3.13.1, con Ip = 2.59 X 1077,3.77 x 1077,
5.50 x 1077A, equivale aproximadamente al 3.50%, 5.10% y 7.44% de producto de
transformacion.
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Figura 26. Voltamperogramas diferenciales de pulso obtenidos después de adiciones
acumulativas del producto de microelectrélisis, correspondientes a proporciones aparentes
de producto electroactivo de 3.50, 5.10 y 7.44 %.

Para evaluar el comportamiento temporal del producto de microelectrdlisis, se aplic
+0.4 V vs Ag/AgCl durante periodos de hasta 30 s. La corriente inicial fue de 0.262
MA y corresponde a una proporcion aparente de producto electroactivo de 3.54 %,
congruente con el nivel de 3.50 % de la Figura 27.

La disminucién de la corriente después del acondicionamiento a +0.4 V es
compatible con la oxidacién de la especie responsable de la sefial de bajo potencial.
Durante este tratamiento, su consumo en las proximidades del electrodo reduce la
respuesta registrada posteriormente mediante VDP. De acuerdo con el mecanismo
descrito por Brett, (1999), se propone que este comportamiento puede involucrar la
reoxidacién de un derivado hidroxilamina hacia una especie nitroso. Asi, la pérdida
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del 69.7 % de la sefal evidencia la sensibilidad del producto electroactivo al
acondicionamiento.
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Figura 27. A) Voltamperogramas diferenciales de pulso del producto de microelectrolisis al
3.50 %, registrados después de aplicar +0.4 V vs. Ag/AgCl durante 0, 5, 10, 15, 20 y 30 s. B)
Corriente de pico del producto de microelectrélisis en funcion del tiempo de
acondicionamiento.

4.6 Interaccion de los productos electroquimicos con el ADN

Para distinguir el efecto del potencial de acondicionamiento de los cambios
atribuibles a la mezcla, se registraron voltamperogramas diferenciales de pulso
después de aplicar +0.4 V vs Ag/AgCl durante 0-30 s. La estabilidad de guanina y
adenina en este tratamiento se empleé como control.

4.6.1 Guanina

La Figura 28 muestra que, después de aplicar +0.4 V vs. Ag/AgCl durante periodos
de hasta 30 s, el potencial de pico de la guanina permanecio estable y la corriente
de pico presentd una variacion aproximada del 2 % respecto del valor inicial. En el
intervalo evaluado no se observd una modificacion electroquimica relevante de la
guanina. Por ello, este experimento se utiliz6 como control para interpretar los
cambios observados posteriormente en la mezcla de guanina con el producto de
microelectrolisis.
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Figura 28. A) Voltamperogramas de guanina tras aplicar +0.4 V vs Ag/AgCl durante 0, 10, 15,
20 y 30 s en buffer de acetatos 0.1 M, pH 4.5. B) Corriente de pico de guanina en funcioén del
tiempo de acondicionamiento.

4.6.2 Producto electroquimico—guanina

Al mezclar el producto electroquimico con guanina y aplicar +0.4 V, la sefial del
producto disminuyé con el tiempo, mientras que el control de guanina permanecio
estable durante 30 s. En el ensayo aislado del producto, la sefial remanente a los
30 s fue 30.3 % de la inicial, equivalente a una disminucién de 69.7 %. La variacion
aproximada del 2 % en la Ip de guanina no demuestra interaccion. Esta
representacion se muestra en la Figura 29.
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Figura 29. A) Voltamperogramas de la mezcla de producto electroquimico (3.50%) y guanina
(0.0611 mM), después de aplicar +0.4 V vs Ag/AgCl durante 0, 10 y 30 s; se incluye el blanco.
B) Corriente de pico de las sefales del sistema en funcién del tiempo.

4.6.3 Adenina

La adenina se evalu6é como segundo control. Después de aplicar +0.4 V vs Ag/AgCl
durante 0-30 s, el potencial de su sefial se mantuvo sin desplazamientos notorios
y la corriente presentd variaciones pequenas respecto del tiempo cero. En
consecuencia, la adenina no muestra oxidacion apreciable a +0.4 V en esta escala
temporal, lo que permite atribuir preferentemente al producto electroquimico los
cambios observados en la mezcla. En la Figura 30 se observa este proceso.
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Figura 30. Voltamperogramas de adenina registrados después de aplicar +0.4 V vs Ag/AgClI
durante 0, 2, 5, 10, 15, 20 y 30 s. B) Corriente de pico de las senales del sistema en funcién

del tiempo.
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4.6.4 Producto electroquimico—adenina

En la Figura 31, se observa la mezcla de producto electroquimico (3.50 %) y adenina
(0.0363 mM), acondicionada a +0.4 V, la disminucién de la sefal del producto con
el tiempo contrasta con la estabilidad del control de adenina. Las variaciones de Ip
o del potencial de adenina respecto del control sugieren una modificacién de su

entorno electroquimico en presencia del producto oxidado.
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Figura 31. Voltamperogramas de la mezcla de producto electroquimico (3.50 %) y adenina
(0.0363 mM), después de aplicar +0.4 V vs Ag/AgCl durante 0, 2, 5,10 y 30 s.

4.6.5 Producto electroquimico-ADN
La interaccién producto electroquimico—ADN se evalud por tiempo de exposicion,
sin aplicar un potencial de acondicionamiento de +0.4 V, la representacion se

71



observa en la Figura 32.
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Figura 32. Voltamperogramas de la mezcla de producto electroquimico (3.50 % aparente) y
ADN (0.5 mg/mL), después de 0, 300, 600, 900 y 3000 s de interaccion, sin aplicacién previa
de +0.4 V.

Los voltamperogramas diferenciales de pulso mostrados en la Figura 32 muestran
cambios progresivos en la respuesta electroquimica del sistema metabolito—ADN
conforme aumenta el tiempo de interaccion (0 a 3000 s). En particular, se observa
una disminucion en la corriente de pico de las sefales asociadas al metabolito, asi
como desplazamientos en el potencial y la aparicion de nuevas senales
electroactivas sin la aplicacion de un potencial.

La disminucion de la corriente de pico con el tiempo sugiere la formacion de un
complejo entre el producto electroquimico y el ADN, lo cual reduce la fracciéon de
especie libre electroactiva en solucidon. Este comportamiento es consistente con
interacciones tipo farmaco—ADN, donde la formacién de complejos (ya sea por
interacciones electrostaticas o covalentes) limita la disponibilidad de los sitios
electroactivos, disminuyendo la sefal voltamperométrica.
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Asimismo, se observé un desplazamiento del potencial del metabolito hacia valores
mas positivos (de 0.44 V a 0.53 V), lo que indica cambios en el microambiente
electronico de la especie electroactiva. Este tipo de desplazamiento ha sido
asociado con interacciones intercalativas o con modificaciones en la transferencia
electrénica debido a la insercion o asociacion del compuesto dentro de la estructura
del ADN (Aleksi¢ & Kapetanovic, 2014)

Adicionalmente, la aparicion de nuevas sefales en regiones de potencial cercanas
a 0.8 Vy 1.2 V sugiere la formacion de nuevas especies electroactivas durante la
interaccién. Sin embargo, no es posible asignar de manera concluyente estas
sefales, ya que en sistemas de ADN las sefales pueden solaparse o corresponder
a productos de oxidacion derivados de la interaccion del metabolito con las bases
nitrogenadas. En este sentido, estas nuevas sefiales pueden estar relacionadas con
procesos de oxidacion de bases expuestas o con la formacién de aductos
metabolito—ADN.

El analisis temporal muestra que todos los picos presentan una tendencia
decreciente en la corriente de pico, lo cual refuerza la hipotesis de una interaccion
progresiva dependiente del tiempo, donde el metabolito se asocia gradualmente con
el ADN hasta alcanzar un estado mas estable. Este comportamiento sugiere un
proceso cinético de interaccion mas que una adsorcidn instantanea. Un
desplazamiento positivo del potencial indica interaccién intercalativa, una
disminucioén de la corriente de pico sugiere la formacién de complejos y la aparicion
de nuevas sefiales esta asociada a la generacion de nuevas especies
electroactivas(Aleksi¢ & Kapetanovi¢, 2014; Willner & Willner, 2005).

Por ello, este trabajo indica que el producto electroquimico generado por
microelectrolisis presenta una interaccion con el ADN, probablemente mediada por
la formacion de complejos y/o aductos con las bases nitrogenadas, lo cual modifica
tanto la intensidad como la posicion de las sefales electroquimicas del sistema.
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5. Conclusiones

Se caracterizd el comportamiento electroquimico del metronidazol, adenina,
guanina y ADN mediante voltamperometria ciclica y diferencial de pulso,
estableciendo las respuestas de referencia para evaluar los sistemas individuales y
sus mezclas. La reduccidn del metronidazol present6 dependencia con el pH,
consistente con la participacion de protones en el proceso. Asimismo, la
comparacion entre ADN nativo y desnaturalizado mostro la influencia del estado del
ADN sobre la respuesta electroquimica de sus residuos puricos.

La microelectrolisis permitio obtener una mezcla con nuevas contribuciones
electroactivas y una menor respuesta catddica del metronidazol, compatible con su
transformacioén parcial. EI comportamiento posterior de esta mezcla frente al
acondicionamiento oxidante proporciond una referencia para estudiar su respuesta
en presencia de guanina, adenina y ADN. Aunque los resultados son compatibles
con la formacién de derivados reducidos del farmaco, su identidad estructural no se
confirmé mediante técnicas complementarias.

La comparacion de las mezclas con los controles individuales mostré cambios de
corriente y potencial que sugieren interaccion entre los productos electroquimicos y
los componentes del ADN, asi como modificaciones en su disponibilidad
electroactiva. Estas observaciones no permiten establecer un mecanismo molecular
exclusivo ni distinguir por si solas entre intercalacion, union al surco, dafo oxidativo
o formacion de aductos.

El trabajo demuestra la utilidad de la electroquimica como modelo in vitro preliminar
para generar productos de transformaciéon del metronidazol y examinar su
comportamiento frente al ADN. La secuencia de caracterizacion, generacion
electroquimica y evaluacion de mezclas proporciona una base experimental para
profundizar en la identificacion de los productos y en la naturaleza de sus
interacciones con el material genético.
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6. Perspectivas y mejoras

Los resultados obtenidos en este estudio demuestran que las técnicas
electroquimicas constituyen una herramienta adecuada para la generacion de
derivados del metronidazol y la evaluacién preliminar de su interaccion con el ADN.
No obstante, el enfoque empleado presenta oportunidades de mejora que
permitirian profundizar en la comprensiéon de los mecanismos involucrados y
fortalecer los resultados.

En primer lugar, una de las principales limitaciones del trabajo es la falta de
identificacion estructural de los metabolitos generados durante la microelectrélisis.
Por ello, se propone como perspectiva futura el acoplamiento de técnicas
electroquimicas con métodos espectroscopicos y cromatograficos, como HPLC,
espectroscopia UV-Vis, FTIR o incluso espectrometria de masas (LC-MS), con el
fin de caracterizar de manera precisa las especies formadas y correlacionarlas con
su comportamiento electroquimico.

En cuanto a la evaluacién de la interaccién con el ADN, aunque el uso de adenina
y guanina como biomarcadores electroquimicos es una estrategia sensible, se
recomienda complementar estos estudios con técnicas adicionales que permitan
confirmar el tipo de interaccion, tales como espectroscopia UV-Vis
(desplazamientos hipocromicos o batocromicos), dicroismo circular o estudios de
viscosidad, con el objetivo de distinguir entre mecanismos como intercalacion, unién
al surco o dano oxidativo.

Por otra parte, el uso de electrodos modificados (por ejemplo, con nanomateriales
como grafeno, nanotubos de carbono o nanoparticulas metalicas) podria mejorar
significativamente la sensibilidad, selectividad y limite de deteccion del sistema
electroquimico, permitiendo detectar interacciones mas sutiles entre los productos
electroquimicos y el ADN.

Estas mejoras permitirian no solo optimizar la metodologia desarrollada, sino
también ampliar el alcance del estudio hacia una comprension mas integral del
comportamiento del metronidazol y sus derivados en sistemas bioldgicos.
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8.2 Anexo b: Carteles presentados

CUANTIFICACION DE CAFEINA EN e e St

NANOFORMULACIONES MEDIANTE UV-VIS gi"h;::u.:: o ”ﬂf}gfﬁlﬂ:\:ﬁ
Evelyn del Carmen Silva Manzanero, Georgina Alarcén Angeles, Marcela Hurtado y de La Pefia, Yessica Abigail Galicia Franco. — EPR 0 0 .I

5%
INTRODU i ¢ ek |, I S
ne o
14

La especiroscopia ultravioleta-visible (UV-VIS) es una técnica andlitica ufilizada para la <+ 13
cuantificacién de compues'os en mo'rices complejas, destacéndose por su alta L

la linealidad del método
mostré un r2= 0.9998 en

SR : 1
ibilidad I iy costoef d (1, 4). Esta técnica es fundomental para © H o "'""'“"; % 24;
e
asegurar la cuhdud y eficacia de las formulaciones farmacéuticas (3). La cafeina, un 2" :;;f:ln oo 04512
y empleado en la industria f éutica, exige métodos analiticos Sos T 0’37 _ 100-
y=0.0524x-0.01: 67pg/ml. lo precisién
robus'os para su cuantificacién precisa en distintas matrices, incluidas las 5‘“ A de st Py o

nanoformulaciones (2). Este proyecto se enfoca en la determinacion de contenido de || | doerming, XCV con o

| de cafeina mediante el uso de la técnica espectrofotométrica UV- e valor de 0.59%. ANEXO 8,
VIS, resaltando su capacidad para proporcionar resultados ropldos y pvec»sos, ° T L 1]
esenciales en el desarrollo y control de calidad de prod far & .4 » maum‘:m il 2 »

(5). Figura 3. Curva de calibracién con pbcobo y 'y cafeina on el intervalo de concentracion de 5 a 25
pg/ml obtenida por especiroscopia UV-Vis a una longitud de onda de 273 nm.

OBJETIVO GENERAL \' —— Tabl. 1 Comlcocinde Conteis Up coties mecpaiiods'y Bive de . e do la

nonaporticulo, Dando como resullodo un porceniaje de recobro de 93.5642% en primedio y
Cuantificar el contenido de cafeina en una nanoformulacién mediante la con una desviacién estdndar de 3.84382, indicando una buena recuperacién del compuesto
ESPGC"OSCOPIO UV-VIS. en lotal de lo matriz de la nanoparticula. ANEXO F, G;N.

METODOLOGIA R — . 5 e | dcionada | Masarecuperada
9 Preparadén de la curva de callbradéa | [ Muestrat [2500mg 378.48 mg + 2097.59 mg .
| Muestra2 | 2500 mg 50074 mg + 1890.78mg. 95.65%
1_’ g ggggg —h ? Muestra3 | 2500 mg. 315.21 mg + 2081.88 mg 95.88%
Sotwmaron 1,2,3, 4y Smidola tor 1087 o0 ol espociro a 273 nm. Muestrad | 2500 mg 31973 mg+ 193346 mg | 90.12%
‘m““ ‘.HM uuﬁ'i%;ﬁ - Muestras | 2500 mg 3122mg+196879mg | 91.23%
9 delo de colibrocién Joscob: 9 Precisién Muestraé | 2500 mg 406,37 mg + 1967.13 mg. 94.94%

i m Muestra7 | 2500 mg 641.77 mg + 1560.88 mg 88.10%
A= — e | W
R W

VI vy . A

e s
- 7 lo ia UV:VIS es 0l en el andlisis de productos farmacéuicos avanzados, permitiendo
: = z una cuaniificacién répida y econdmica (7). Se destoca el coeliciente de variacién y el porcentoje
4 Trokcmisnto do la meestra © Delerminadiée de conlenido g g g [l de recobeo del total de los mussias de cofeind, indicando precisida y exochiud., Se observo uno
o pirdida del 10% en lo recuperocién de caleina entre los muestras del 1 o lo 7 debido a o
Piveckin o vod lomands f ‘ variobilidod en ef proceso de fobricocidn de nonclornmulocionss. Lo dferencia-en of porceniole de
o propordin squiclete ——— [\ " [\ —* — recobro enire muestras se atribuye a lo voriabilidod en lo cantidod de cafeina encapsulada y no ol
A P LR método uilizado. Lo cafeina por su alka hidroflicidod (Log: -0.07) proporciona una boa eficiencia
Loy 4% ‘;:':::" S T S/l se 5T o e I (8), pero HerndndezMarin et al. (2016) formuland con

con embude de Bichonr. oty iy ogua y aceito logrs la eficiencia de encapsulacivn > 80%.

Figura 1. Metodologio utiizada durante lo sesion experimentol.

0
RESULTADOS wl3 e 18

Lo espectroscopia ultravioleta - visible se establece como una herramienta onalitica que puede ser

4 ° do gron ayuda pora lo delerminacidn de principios activos debido a su simplicidad, coso,

12 S demows que lo I electividod y occesibiidad. Esto técnico, que mide el cambio en lo absorbancia en funcién de lo
< 1 . absorbancia es proporcional longitud de ondo, ofrece una monera econémico y eficiente de cuantificar cafeina u otros
3 @ la concentracién con un 12 compuestos, facililando la evaluociéa de conlenido en la industria formacéutica.
3 08 » de 0998, Lo precisién del

sisoma (=) mosd un

Sos o coeficiente  de  voriocidn A 0 REFERENCIAS
20 ¥=0.0506x+0.0143 ,f‘fc"’bd' =:0.78%. ANEXO \

R*=0.9985

10 15 20
CONCENTRACION DE CAFEINA [pg/mL)

Figura 2. Curva de colibrocién del estandar de cofeina en el intervalo de concentracidn 5 a 25
g/ml oblenido por especioscopia UV-Vis a una longitud de onda de 273 nm.
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NTRODUCCION

La guanina y la adenina son bases nitrogenadas purinas 9
presentes en el ADN y ARN. Su cuanfificacién es N NH
|mpor'0me para evaluar dafios en el ADN, mutaciones y </ |
d: éticas, ya que su oxidacién se asocia &
s s S g N~ “NH;
con i y car (Zhang et al., s
, uanine
2022; Lee et al., 2023). CaHeNeO
NH: Los métodos el i permiten su defeccién con alta
N. Ny  sensibilidad, especiflcldad y a bajas concentraciones, ademas de

7 ) ser répidos y oplicables en anlisis in s (Wo ef ol 2021). Sin

N N/ embargo, muchos estudios requieren materiales costosos o
electrodos modificados, lo que limita su uso précfico (Kumar et al.,
2020; Chen et al., 2021).

OBJETIVO GENERAL

Desarrollar un método electroquimico sencillo para detectar guanina y adenina con
un electrodo de pasta de carbono no modificado, optimizando pardmetros como
velocidad de barrido y concentracién.

METODOLOGIA

4) Preparacién del electrodo

Adenine
CHN,

2} Corucfenmclon de adenina y guanina

Qo &W‘wvm)r i. .
empoquotodo en bo do. I A
e ’
-
Para caradterizor los procesos Para cuanfificor curvas de
redox. :olhoabn]bamyl)NA

DESARROLLO DE UN METODO
ELECTROQUIMICO SIMPLE PARA LA
DETECCION DE GUANINA Y ADENINA

Dra. Georgina Alarcén Angeles, Dr. Martin Gémez Hernéndez, M. en C. Marcela Hurtado y de la Pefia.

2} Curvas de calibracién

b8484

s :
pora oblener concentrociones de 0.4 a 2 yg/ml.

2} Condiciones de andll
Porémetro Valor

Tiempo de deposici 1205
Primer potenciol 13V

__ Sogundo potencial 05V

Polenciol siep 0.005V
Scon rate 0.005a5V/5

Gobvanosolo (outslob)

S Presicién @ Sistemas de ADN '1
oozt P seiphcods Se proparard un con ADN de )
mw‘.__,._"’“""“‘""' porlon gt vl

3

L4448

Figura 1. Metodologia utilizada duranto ko sesién experimental.

RESULTADOS

CARACTERIZACION

et

1500
st
oo
ey
oo

ot do i k)
pr——

Y= SE05K0 1606
0999
o0
- ooao
0 o0os 01 o015 02 025 03
Potencisl (V) Potencial (V)

Figura 2. Estudio de velocidad para odenina con una
concentracién de 1.85 mM con 100 yl de NoCl y

flor 4.5 acetotos, ufilizando un intervalo de
velocidades de barrido entre 0.02 @ 0.1 V/s, donde
se observa un incremento de la corriente pico con el
aumento de la velocidad, en VC.

o0

Figura 3. Dependencia lineal de lo corriento do
pico de oxidacién en VC, donde o velocidod
estd o lo %.

Corent do pico okl

o om o1 o o2 ox 03 o
Potoncini (V)

Figura 4. Estidio de velocidad para guaning con una
concentracién de 1.65 mM con 100 pgl de NaCl y
buffer 4.5 acetatos, utilizando un intervalo  de
velocidodes de barrido entre 0.02 @ 0.1 V/s, donde
se observa un incremento de la corriente pico con el
aumento de la velocidad, en VC.

Figura 5. Dependencia lineal de la corriente de pico
de oxidacién en VC, donde la V %,

Casa abierta al tie:
UNIVERSIDAD AUTONOMA

gt de s Kl METROPOLITANA
. Unidad Xochimilco

CUANTIFICACION
" YEOIS2a e 0433
» oo
3 21 o
i H o
i i :
% Sos
§ wl
o
" 0 1 s w o

8 1 12 6 3
Concentracidn (meg/m) (Agenina ¥}

Figura 6. Vollamperogramas de adenino o  Figura 7. Curva de calibracion de adenina . El limite
concentraciones de 2.6 a 13 yM. de deteccién fue de 615nM, limite de cuantificacién
1.8 pM. Sensibilidad = 0.1527 pA/uM.

20
¥#0.1307% + 0.0017
209967

Corriente (uA)
>

e o7 03 00 1 W 12 1 1 0 s 10 15
Concamtrncién (mat/m) (Guanina (M)

Figura 8. Voltamporogramas de guanina a  Figura 9. Curva de calibracion de guanina. El limite
concentraciones de 2.96, 5.92, 8.88, 11.84y  de defec de 0.89 M, y el limite de

3

14.80 pM. cuantificacién 2.70 pM. Sensibilidad = 0.13 pA/uM.
PRECISION
PP . Tabla 1. Promedio de la precision en guanina
S . a diferentes concentraciones.
. Promedio | 17242606
s g 585uM [50 SIT3E06
aogon 4 Cv 2.9723E+00
So0e01 Promedio 2.16E-06
0000 8.88 uM 5 83095608
o 0s 1 15 2 25 Cv 2.708-02
Concentradén (meg/mt) Promedio | 5.1153€-06
Sd +f
Figura  10. Precision de  guanina  con 14.8 uM 5 ; :;3;000
concentraciones de 0.8, 1.2y 2 meg/ml. Al
2506400 Tabla 2. Precision de adenina en 3 diferentes
200600 concentraciones por sexiruplicado.
250000
Promedio 1.0228€-06
200600
1.506.00 5.85 M 5d 8.1649€-09
100600 v 0.0050 |
e Promedio 15312606
000000 8.88uM |39 37238608
L4 » » [ 2.4412+00
Concentracién (meg/mi) Promedio 2.1560E-06
14.8 uM -
Figura 11. Precisién de adenina con ie 1 S2A406-08
de 0.8, 1.2 y 2 meg/ml (2] 2.4487€400
DETECCION DE DNA DE SALMON
00600
2500000
3 200 7
L s
3 1o
H
§ soxor )
Loces 3
e um ow

Concentrocn mcg/mt)

Figura 12. Deteccion de DNA @ una concentracién de 151 uM
on DNA do salmén. Lo concentracién de guanina y adenina

libre fue 0.293 yM y 1.67uM respechivomene.
DISCUSIO

Tabla 3. Comparacién de LOD y LOQ con biosensores modificados Elecirocalalysis (2025) 16:1-14.
. e

Gassioe Adeuine
Tincwr rnge DD M) Liner onge LOD G0} L omge 10D 5}

(ST ome o (9]

ICHNTLMWCNTVGEE 110 05 onss oo aw v

n e oow  osw e ans oy s

ARNPOMAMOFS osm0 oo

CONCLUSION

Lo deteccién de los nucleobasebases fiene un fiempo de andlisis < 60s por lo
que resulta simple, répido y de bojo costo. El método es lineal y mostré
buena precision y reproducibilidad, con un coeficiente de variacion menor o
3%. El limite de deleccién obtenido es comparable con aquellos métodos

que incluyen Los resultados muestran que los
nucleobases pueden ser defectadas y cuantificadas por electroquimica en
una muestra de ADN de salmén de cadena doble, lo que dejo ver su
potencial pora el andlisis de ADN por este método.

(GWAVA'G RADE CENAIRS NI INRORYEURECON OCIMIENTIONAEIVARONOXOTORGAD O
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INTRODUCCION oo

La guanina y la adenina son bases nitrogenadas

purinas

presentes en

el ADN y ARN. Su

cuantificacién es importante para evaluar dafios en
el ADN, mutaciones y enfermedades genéticas, ya
que su oxidacién se asocia con envejecimiento y
carcinogénesis (Zhang et al., 2022; Lee et al., 2023).

Guanine
CsHsNsO

La oxidacion electroquimica de las bases puricas permite
su cuantificacion en muestras biolégicas, destacando por
su rapidez, alta sensibilidad y posibilidad de analisis in
situ. Sin embargo, el uso practico de estos métodos se ve

Adenine imitado por la necesidad de materiales costosos o
G electrodos modificados.
OBJETIVO

Desarrollar un método electroquimico simple, sensible y reproducible para la
deteccion y cuantificacién de adenina y guanina presentes en ADN de
testiculo de salmén, empleando un electrodo de pasta de carbono (EPC) sin
modificar.

METODOLOGIA

Tabla 1. Anilisis de precision para adenina y guanina, evaluado en tres concentraciones. Para cada nivel, se
realizaron seis repeticiones independientes bajo las mismas condiciones experimentales.

Analito Concentracién | Media Ip | SD %CV
velok (uA)
052 1726 [slles | 297
ADENINA [ 119 216e6  |583e8 | 270
200 304e6 | 7058|232
0.894 1026  [816e8 | 050
GUANINA [ 134 1536 (37268 | 244
224 21506  |524e8 | 244
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Figura 4. A) Comparacion de ADN desnaturalizado (ADNd) y ADN sin desnaturalizar (ADNSs) de testiculo de
salmén. B) ADNA a diferentes concentraciones.

‘Tabla 2. Cuantificacion de las bases puricas presente en ADNd.

Concentra | Ip residuo de | Concentracié | Ip residuo | Concentracién
cién  de | guanina » Residuos de | de adenina | residuos  de
ADN guanina guanina
ADN | wg/mL (ug/mL) (ng/mL)
0000000000 Desnata | 3333 0261 0304 0.598 0461
ralizado
— 5704 0366 0427 0638 05
Figura 1. Proceso para la cuantificacion de ADN. Todas las se realizaron por o8 o e P P
ciclica (VC) y voltametria de pulso diferencial (DPV) en NaCl 0.1 M y buffer acetato pH 4.5.
Tabla 3. Comparacion de LOD, LOQ y concentracion de las bases purinas en el ADN con diferentes sensores
Tpo Tipo de ADN Tonc. de Canc. de LODde | LODde
3 w Guanina (uM) = Adenmina (M) | G(@EM) | A@M)
10 | | _enADN | enADN | |
¥+ 18033 + 00085 GCE modificado con ADN de esperma de 057-30pM | 12-45puM 017 0.57
. S me e |
50 — DNA) — | e
o Electrodo de carby de ter 7 L5-42pM  20-50pM | NA NA
O otenct v Aasag) o ayansa A pEIOr | u..-_.:W) sangr 1-6pM 2.7\ 000085 | 0.00072
|_orina y matrices biolégicas | { !
Figura 2. Estudios de velocidad mediante VC de adenina (7.4 mM), guanina (6.62 mM) y ADN (0.088 Electrodo de pastade | ADN de salmén 2.01-338 3.41-4.61 0.92aM 0.63
mM). Se muestran las respuestas voltamperométricas a 20 mV/s y las relaciones lineales entre la corriente rbono-grafil
de pico (Ip) y la raiz de la velocidad (v), evidenciando procesos de oxidacion controlados por difusion.
wmoscon CONCLUSION -
= 20 2 PRy - . .
" \ o [|* : i el ] e ’ E! método permitic cyannﬁcar adenmal y guanina
3 $in z // directamente a partir del ADN sin requerir
15 | % = 2 I
g s §" % modificacién del el d La ) REFERENCIAS
10 o8| % . R %
g,, ir la sefal quimica debido a una
os { o
s - mayor accesibilidad de las bases al electrodo. El
00 w0 - . - 7 S
0 02 o4 06 08 1 12 % o & o i o a5 1 15 2 método presenta sensibilidad comparable a sensores
oerrchidodosi} dificad pero con menor costo y mayor
Figura 3. y curvas ds on de adenina (1.1 V) y guanina (0.85 V) obtenidos DPV simplicidad, lo que lo hace atractivo para analisis

en el intervalo de 0.4-2 ug/mL. En ambos casos se observa una relacion lineal entre la corriente pico y la
concentracion (r* 2 0.99). Los limites de deteccion fueron de 0.0925 pg/mL para adenina y 0.1392 pg/mL
para guanina, con limites de cuantificacion de 0.2805 y 0.4220 pg/mL, respectivamente.

rutinarios y estudios de dafio al ADN.
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Resumen

La guanina y la adenina son nuclecbases que forman parte del ADN, por su re-
levancia biologica pueden emplearse como biomarcadores en el diagnostico de
enfermedades infecciosas, mutaciones genéticas y padecimientos crdnicos como
céancer, SIDA y enfermedades hepéticas. Este trabajo presenta un método rapido y
accesible para detectar electroguimicamente adenina y guanina, usando un
electrode de pasta de carbono-grafito. Se identificaron sefales de oxidacion (0.8 V
para guanina y 1.15 V para adenina). El método demostré alta precision y
sensibilidad, con limites de deteccién de 0.31 yM y 0.62 pM, respectivamente.
Ademas, permitid distinguir entre ADN desnaturalizado y no desnaturalizado,
observando mayor intensidad de sefial cuando las cadenas se rompen. Esta

propuesta ofrece una alternativa eficaz para cuantificar ADN en el laboratorio, con

resultados confiables en un tiempo menor.

Palabras clave:
guanina, adenina, vol-
tamperometria, ADN,
electrodo de pasta
carbono-grafito
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Antecedentes

La guanina y la adenina son bases nitrogenadas purinas presentes en los dcidos nucleicos, como el
ADN y el ARN. Su cuantificacién es de interés para evaluar dafios en el ADN, mutaciones y
enfermedades genéticas. Por ejemplo, la oxidacién de la guanina es un marcador de dafio oxidativo en
el ADN, asociado con procesos de envejecimiento y carcinogénesis (Lee et al; 2021). La adenina
participa en la respiracion celular y su alteracion se relaciona con trastornos metabdlicos,
enfermedades neurodegenerativas y ciertos tipos de cancer, como leucemia, cancer de pulmon y
carcinoma hepatocelular (Brohi, Khuhawar, & Khuhawar, 2016).

Los métodos electroquimicos ofrecen ventajas significativas para la deteccion y cuantificacion de estas
nuclechases. Entre ellas se incluyen una alta sensibilidad, especificidad y la capacidad de diferenciar entre
especies con potenciales de oxidacion similares. Ademas, permiten la deteccion de concentraciones en el
intervalo de micromolar a nanomolar, lo que es esencial para el andlisis de trazas o metaholitos en
muestras bioldgicas. Estas técnicas también destacan por su rapidez, bajo costo y la posibilidad de
miniaturizacion, facilitando su aplicacion en dispositivos portatiles para analisis in situ (Li et al., 2017).

Investigaciones previas han empleado técnicas como la voltamperometria ciclica (CV) y la
voltamperometria de pulso diferencial (DPV) para estudiar el comportamiento electroquimico de la
guanina y la adenina. Por ejemplo, se ha desarrollado un sensor electroquimico basado en nanoclisteres
bimetalicos de oro-platino dispersos en dxido de grafeno reducido para la deteccién simultanea de
guanina y adenina mediante voltamperometria de onda cuadrada (Li et al., 2017, Thangaraj & Kumar,
2013, Chen et al; 2019). Otro estudio informd sobre un sensor que utiliza una membrana funcional de
Nafion, dxido de grafeno reducido aminado y quitosano para la deteccidon simultinea de estas
nucleohases (Tang, Yogeswaran, & Chen, 2009). Sin embargo, muchos de estos estudios se han
centrado en el uso de electrodos modificados o materiales costosos, lo que puede limitar su aplicabilidad
préctica.
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Objetivo

El objetivo de esta investigacion fue desarrollar un método electroquimico sencillo y eficiente para la
deteccion y cuantificacion de guanina y adenina en ADN de testiculo de salmén en solucidn, utilizando
un electrodo de pasta de carbono. Evaluando parametros como la velocidad de barrido y la
concentracion de las nucleobases para optimizar las condiciones de deteccion, buscando una
alternativa accesible y efectiva para el andlisis de estas moléculas en muestras bioldgicas.

Metodologia

Se empled una celda electrogquimica de tres electrodos: un electrodo de grafito como electrodo de
trabajo (pulido antes de cada medicion con papel filtro No. 100), un electrodo de platino como auxiliar y
un electrodo de referencia Ag/AgCl (KCI 3 M). Todas las mediciones se realizaron en solucion de
amortiguadora de acetatos 0.1M (SAA), pH 4.5 con electrolito soporte 0.1M de NaCl. Las sales fueron
obtenidas de la marca Fermont grado reactivo, el ADN de doble cadena de testiculo de salmén (ADNs)
comercial fue obtenido de la marca Merck. La desnaturalizacién del ADN (ADNd) se llevé a cabo por
calentamiento a temperatura de 94 °C, durante 30 min (Supritha & Pandurangappa, 2024) en baifio
Maria. Se siguit el proceso descrito en la Figura 1.

' Bases libres ! o ——
D\ .
Dcsnnlunlincién Preparacion del 3 .
clcctrodo [ ]
/
94°C, 30m|n ugltaclén

Compuesto por znmo ¥ Caracterizacion
aceite mineral (1:1) Validacion
Cuantificacion
Cadenas separadas
2 M T 1 Lo / Mediante
i §=e / <4+ nl e
I = A 0000000000 ¢ O

S 8 ! L [ 7 |
so0e0n - I\
' o . A
Potencin (V) o—ry)

Figura 1. Metodologia utilizada para la cuantificacién y caracterizacién de adenina y
guanina en ADN testiculo de salmén (elaboracion propia).
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Resultados y discusién

Usualmente la cuantificacion de ADN se determina en funcién de residuos de guanina o
adenina, por lo que es importante la caracterizacion y cuantificacion de las bases puricas.

Caracterizacion electroguimica por voltamperometria ciclica para adenina

~+

En la Figura 2, A) se muestra el comportamiento voltamperométrico de la adenina (7.40 mM), el proceso de
oxidacion se presenta a 1.2 V, generando un pico bien definido, cuando se estudia el efecto de la velocidad
de barrido sobre el proceso de oxidacion (Figura 2B), se observa un aumento progresivo de la corriente de
pico en funcién de la raiz cuadrada de la velocidad. (), indicando que el proceso de oxidacién esta
controlado por difusion, coincidiendo con lo reportado por Jankowska-Sliwiniska y autores (2017), lo que

favorece a las determinaciones cuantitativas.
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y=48.521x +1.389
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Figura 2. A) VC de Adenina a velocidad de barrido de 20mV/s B) Grafico de la corriente de pico (Ip) vs. la
raiz de la velocidad (y/v) obtenido del estudio de velocidad para adenina por VC en un intervalo de 0.02 a
0.1V/s, de la corriente de pico (Ip) vs. la raiz de la velocidad (yv). Condiciones; 7.4 mM en 0.1 M de NaCl y

SAA pH 4.5.
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Caracterizacion electroquimica por voltamperometria ciclica para guanina

Y

De manera similar a la adenina, la Figura 3A se muestra la respuesta voltamperométrica de la
guanina (6.62 mM), la oxidacidon se presenta en 0.84 V, el pico se observa bien definido y con
corriente mas bhaja en comparacion con adenina, mientras que el efecto de la velocidad de barrido
sobre el proceso de anddico a velocidades de 0.02-0.1 V/s, presenta un aumento proporcional de la
corriente pico. En la Figura 3B se observa la relacién lineal Ip vs. /v, indicando que la oxidacion
ocurre por difusion, coincidiendo con Jankowska-Sliwinska et al. (2017).

3.0

1.0

-1.0

-3.0

Corriente (pA)

-5.0 A)

7.0
0.6 0.2 0.2 0.6 1
Potencial (V vs Ag/AgCl)

80

0.0

y = 18.033x + 0.0065
R =0.9927

01 02

Velocidad de barrido (W)

B)

Figura 3. A) VC de Guanina a velocidad de barrido de 20mV/s B) Grafico de la corriente de pico (Ip) vs. la
raiz de la velocidad (yv) obtenido del estudio de velocidad para guanina por VC en un intervalo de 0.02 a
0.1 V/s, de la corriente de pico (Ip) vs. la raiz de la veloci- dad (y/v). Condiciones; 6.62 mM en 0.1 M de

NaCl y SAA pH 4.5.

Caracterizacion electroquimica de ADNd

Con el fin de cuantificar el ADN es necesario conocer su comportamiento electroquimico, donde se
identificara a partir del potencial de las senales observadas. La caracterizacion electroquimica de ADN se
presenta en la Figura 4 A) el voltamperograma obtenido del ADN (0.088mM) en solucion a una velocidad
de barrido de 0.02 V/s, hajo condiciones experimentales constantes (0.1 M de NaCl y SAA a pH 4.5),
mostré sélo una sefal de oxidacion asociada con el potencial de guanina. Al realizar el estudio de

velocidad se observd un incremento de la corriente de pico (Ip) proporcional a la raiz cuadrada de la
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velocidad, lo que sugiere un mayor intervalo de transferencia electronica en la interfase del electrodo. En la
Figura 4B, se observa un incremento progresivo de la corriente pico con el aumento de la velocidad de

barrido, asi como una dependencia lineal entre Ip y /v, lo que indica que el proceso de oxidacion esta
controlado por difusién.
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E 1.20E-06 2 y = 6E-06x + 4E-07
= - 25.00E-07
5 E
S0 z

5. 50606 <0.00E+00

Potencial (V) velocidad de birido (v/s) **

Figura 4. A) Voltamperograma obtenido del ADN (0.088mM) en solucién a una veloci- dad de barrido de
0.02 V/s B) Estudio de velocidad para el ADNd (0.088 mM) mediante voltamperometria ciclica en un
intervalo de 0.02 a 0.1 V/s, en presencia de 0.1M de NaCl y SAA pH 4.5.

Cuantificacion de las bases pdricas a partir de residuos de adenina y guanina.

Para la cuantificacion se construyd una curva de calibracion de adenina, usando VDP. En la Figura 5A se
muestran los voltamperogramas asociados con la sefial de oxidacion tipica de adenina en un potencial de
1.2V, esta sefial se ve favorecida con el incremento en la concentracion (0.4 a 2 pg/mL), cabe sefalar
que el cambio en el potencial es de 0.02V cuando la concentracion de adenina se incrementa 5 veces.

Por otra parte, la curva de calibracién (n = 3) de adenina construida en el intervalo de 0.4 a 2 ug/mL (3-15
mM), evidencié una proporcionalidad directa entre la corriente pico y la concentracion, con un coeficiente de
determinacion (r?) de 0.9971. El modelo de ajuste lineal fue y = 1.138x + 0.042. Con sensibilidad de 1.138
pA/(ug/mL). El limite de deteccion (LOD) fue de 0.0925 pg/mL y el limite de cuantificacién (LOQ) de 0.2805
pg/mL, calculados como: LOD = 3.30/m y LOQ = 100/m, respectivamente.
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Figura 5. A) VDP de adenina a diferentes concentraciones. B) Curva de calibracion correspondiente en el
intervalo de 0.4 a 2 pg/mL (0.00296 a 0.0148 mM).

La Figura 6A presenta los resultados correspondientes a la respuesta de la sefial de guanina (0.85 V)
en funcidn de la concentracion, se encontrd que el potencial presenta un cambio de 0.03V cuando la
concentracion aumenta en 5 veces, mientras que el efecto sobre la corriente se puede analizar a
partir de la curva de calibracion construida (n=3) en el intervalo de 0.4 a 2 pg/mL (2.7-13 mM) ver
Figura 6B. La curva evidenci6 una proporcionalidad directa entre la corriente pico y la concentracion,
con un coeficiente de determinacion (r?) de 0.9969. El modelo de ajuste lineal fue y = 0.8527x +
0.0015. El limite de deteccién (LOD) fue de 0.1392 pg/mL y el limite de cuantificacion (LOQ) de
0.4220 pg/mL, calculados mediante las ecuaciones estandar: LOD = 3.3c/m y LOQ = 100/m,
respectivamente.
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Figura 6. A) Voltamperogramas representativos de guanina obtenidos por voltamperometria diferencial de
pulso (DPV). B) Curva de calibracién en el intervalo de 0.4 a 2 pg/mL (3-13 pM), con una relacion lineal
entre la corriente pico y la concentracion (r? = 0.9985), lo que confirma la linealidad del método en las

condiciones evaluadas.

Precision del método. La precision se determiné a partir de tres concentraciones diferentes de adenina y
guanina, siguiendo la corriente de pico para cada especie: adenina en 1.2 V y guanina en 0.85V. En la
Tabla 1, se presentan los valores promedio de corriente pico, desviacion estandar y coeficiente de variacion
(CV) para cada concentracidn, los valores de CV obtenidos fueron inferiores al 5% por lo que el método es

1.2 0
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y = 08527« + 00015

>
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repetible.
Tabla 1. Analisis de precision para adenina y guanina

Analito Concentracion pug/mlL Media Ip (uA) SD %CV

0.82 1.72e-6 5.11e-8 297

ADENINA 1.19 2.16e-6 5.83e-8 2.70
2.00 3.04e-6 7.05e-8 232

0.894 1.02e.6 8.16e-8 0.80

GUANINA 134 1.53e-6 3.72e-8 2.44
224 2.15e-6 5.24e-8 2.44
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Cuantificacidn de ADN de testiculo salmdn a partir de residuos de adenina y guanina.

Con el fin de observar el comportamiento del ADN (n=3) bajo las condiciones estudiadas de las bases
piricas, se obtuvieron los voltamperogramas mediante VDP de ADNd y ADNs (Figura 7), En el ADNs, se
identifican picos de guanina (+0.78-0.756 V) y adenina (0.97-1.03 V), mientras que en el ADNd los picos se
desplazaron a potenciales mas positivos (+0.85 V y +1.15 V), conservando la sefial caracteristica de ambas
bases (Figura 7). Este cambio se atribuye a la exposicidn de las bases tras la ruptura de la doble hélice, lo
que modifica la accesibilidad con la gue el electrodo interactua con las bases en la solucion, aumentando la
energia requerida para la oxidacion y por ello aumentando la corriente de pico (IP), esto es consistente con
lo reportado por Yang y colaboradores (2008) donde se ha demostrado que la disrupcién estructural del
ADN afecta directamente la corriente de oxidacidn y la Ip, siendo estos parametros (tiles para identificar
dano molecular y pérdida de integridad estructural, el indicativo mas plausible es 1) el desplazamiento de
los potenciales y 2) el aumento en la corriente.

12
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Potencial (V vs Ag/AgCl) Potencial (V vs Ag/ AgQl)
Figura 7. A) Comparacion de ADNd y ADNs de testiculo de salmon. B) EI ADNd a diferen-
tes concentraciones.

Ademas, se corrobord el efecto de la concentracion de ADNd sobre las senales, el estudio mostro que a
pesar de que la sefial incrementa con la concentracion y presenta r2 = 0.9977, con un ajuste lineal
representado como: y= 0.5039x +0.0081, |a regresion no pasa por el origen es de esperarse debido a que
se trata de material biologico, y por lo tanto existe en la solucién otros elementos que causan este
comportamiento (efecto matriz).
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La cuantificacion de ADN, se realiza sobre ADNd, ya que las sefiales corresponden a las bases puricas
libres, por lo que las corrientes de pico se transformaron en concentraciones mediante las pendientes de

calibracion (Tabla 2).

EI ADNd se evalu6 a diferentes concentraciones, y con el uso de la curva de calibracién de la nucleobase

correspondiente se realizo el calculo.

Tabla 2. Cuantificacién de las bases puricas presente en ADNd.

Concentracion de | Ip (pA) | Concentracion Ip (nA) | Concentracion
ADNd (pg /mL) residuo de | Residuos de guanina | residuo de | residuos de guanina
ADN guanina (pg/mL) adenina (pug/mL)
Desnaturalizado | 33.33 0.261 0.304 0.598 0.461
57.14 0.366 0427 0.638 0.5
75 0.47 0511 0.7621 0.623

Conclusiones

La cuantificacién de residuos de adenina y guanina en ADN de testiculo de salmén permitié validar la
capacidad del sensor para detectar nuclechases directamente desde muestras bioldgicas. Las
concentraciones obtenidas (3.12-7.37 pg/mL para adenina y 4.50-8.94 ug/mL para guanina) mostraron una
correlacion lineal con el valor de la corriente registradas. El %CV mostré la repetibilidad en las mediciones.
Estos resultados confirman que el método propuesto permite estimar la concentracién de ADN a partir de
sus bases piricas, y que la desnaturalizacion del ADN favorece la exposicion de las bases, incrementando
la sefal electroquimica. Ademas, representa una alternativa indirecta, sensible y accesible para la
cuantificacion de ADN en muestras bioldgicas y que puede ser usado para seguir los efectos de cualquier

sustancia o condicion ambiental sobre el ADN.
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    𝒍  𝑷 = 𝟒 𝟕 . 𝟖 𝟎 𝟓   𝒗    𝟏  𝟐 − 𝟏 . 𝟐 𝟐 𝟑 𝟖


    𝒍  𝑷  


  v =   V s − 1  


    𝒍  𝑷


  𝒏 = 𝑸 / 𝑭


  I   p 0 = − 37 . 3   µ A  


  I   p  f =   − 26 . 4   µ A .


  2 . 16


  1 : 11 . 1


  Ip = 2 . 63 ×  10  − 7


  2 . 16   µ


  1 : 11 . 1 ,   2 : 12 . 1 ,   3 . 13 . 1


  I p = 2 . 59 ×  10  − 7 ,   3 . 77 ×  10  − 7 ,     5 . 50 ×  10  − 7

