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1. Resumen del proyecto

El consumo inadecuado de Aciclovir puede generar reacciones adversas en el
organismo, por esto, es necesario disponer de una nueva técnica que permita su
cuantificacion de manera sensible y confiable en preparaciones farmacéuticas y
biolégicas. Esta investigacion consistié en optimizar parametros voltamétricos para
la construccion de un electrodo quimicamente modificado que permita la
cuantificacion de aciclovir.

Se encontré que el electrodo de trabajo es el de carbono vitreo, el cual se modifico
por medio de cronocoulombimetria empleando una solucién de perclorato de litio
0.10 M como electrolito de soporte, pirrol 20.0 mM como mondémero para el polimero
y aciclovir 3.0 mM como plantilla, posteriormente se sobreoxid6 en una solucién de
hidroxido de sodio 0.10 M, esto permitié disminuir el limite de cuantificacion.

Se determiné que la sensibilidad y la selectividad se mejoraron con el electrodo de
carbono modificado con plantilla, comparado con el electrodo desnudo y el electrodo
modificado sin plantilla. Las condiciones experimentales Optimas para el analisis
cuantitativo fueron con un buffer acetato 0,10 M a pH 4.50; la amplitud y la
frecuencia de para voltametria de onda cuadrada fueron de 40 mV y 50 Hz
respectivamente. Se determiné un limite de deteccion de 1.67 uM, y un limite de
cuantificacion de 5.0 yM. Al cuantificar aciclovir en preparaciones farmacéuticas por
medio de una curva de calibracién por adicion mdultiple de estandar, empleando
voltametria de onda cuadrada, se determiné una concentracién en una preparacion
comercial de 206 + 4.214 mg con error de 3.0%, teniendo en cuenta que la proclama
del medicamento es de 200 mg

Este trabajo nos permitié evaluar y caracterizar un método de facil aplicacion, mas
rapido, menos costoso y que requiere personal menos especializado para las
cuantificaciones de aciclovir.

Se recomienda, realizar estudios posteriores para lograr emplear el electrodo para
la cuantificacion de este farmaco y otros en muestras biolégicas.



2. Descripcion del proyecto

2.1 Planteamiento del problema de investigacion

Actualmente, el uso no controlado de medicamentos es un problema comdun,
muchos de éstos producen reacciones adversas cuando se exceden ciertos limites
de consumo. El aciclovir es un farmaco antiviral que se usa en el tratamiento de las
infecciones producidas por el virus varicela-zoster y el virus del herpes simple. Si su
consumo es inadecuado, pueden presentarse reacciones adversas, por ejemplo,
neurotoxicidad, urticaria, fleboglobina, diarrea y desmayo. Ademas, los pacientes
con insuficiencia renal pueden agravar su condicién, es por esto necesario lograr su
cuantificacion en orina y sangre. Comunmente, para la determinacion cuantitativa
de aciclovir se wusan técnicas como cromatografia, espectroscopia IR,
espectrofotometria, electroquimioluminiscencia y espectrofluorimetria.  Sin
embargo, estas técnicas son laboriosas, costosas y requieren personal calificado y
en algunos casos implican procedimientos demorados.

Con esta investigacion nos queremos preguntar si ¢Existe algun otro método para
cuantificar aciclovir que brinde bajos limites de deteccion, alta sensibilidad,
reproducibilidad y selectividad? Se espera que este nuevo método sea
electroquimico y emplee un electrodo quimicamente modificado para él. Dicho
método debe lograr los limites alcanzados ya por otros procedimientos y ademas
debe ser selectivo, confiable, rapido, menos costoso y necesitar personal menos
especializado.
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2.2 Marco teérico

Aciclovir (acicloguanosina-9-carboximetoximetilguanina; figura 1) es el farmaco
antiviral analogo de guanina mas usado (Heli, Zarghan, Jabbari, Parsaei, &
Moosavi-Movahedi, 2010). Es altamente efectivo in vitro en contra de los virus del
herpes simple tipos 1 y 2 y el virus de la varicela zoster, se ha utilizado en
infecciones por herpes simple en piel y mucosas. El Aciclovir se utiliza por si solo o
como ayudante en el tratamiento del sindrome de inmunodeficiencia adquirida
(SIDA) y en el complejo relacionado con SIDA, eccema herpético y hepatitis cronica.
Se utiliza en la prevencion de la infeccidn clinica por el virus varicela zoster (varicela)
en nifios expuestos a pacientes con la enfermedad (Universidad Nacional Autbnoma
de México, n.d.)

Figura 1 Estructura quimica de aciclovir

Si el consumo de aciclovir excede ciertos limites, pueden presentarse reacciones
adversas, como neurotoxicidad, urticaria, fleboglobina, diarrea, cefalalgia y
desmayo. En algunos casos, los pacientes con insuficiencia renal pueden agravar
su condicidén. La situacién de uso irracional de drogas sigue existiendo, asi como la
urgencia del estudio de la farmacocinética, por lo que es necesario controlar la
concentracién de aciclovir en el suero sanguineo y en la orina después de su
administracion oral (Dorraji & Jalali, 2016).

Comunmente, para la determinacién cuantitativa de aciclovir se usan cromatografia,
espectroscopia IR, espectrofotometria, electroquimioluminiscencia y
espectrofluorimetria. Todos estos métodos se caracterizan por su alta sensibilidad
y selectividad. Sin embargo, se estan buscando métodos alternativos porque éstos
son laboriosos y costosos, el instrumento es complicado y se deben emplear
operadores altamente cualificados (Shaidarova, Gedmina, Zhaldak, Chelnokova, &
Budnikov, 2015). Actualmente, se han realizado algunos estudios electroquimicos
para la determinacion de aciclovir en farmacos y muestras bioldgicas mediante
técnicas voltamétricas con electrodos quimicamente modificados debido a su alta
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sensibilidad, simplicidad, rapidez y bajo costo (Renjini & Girish, 2011; Parisa, S.
Dorraji, Fahimet Jalali, 2016 ).

La electroquimica estudia los fendmenos fisicos y quimicos de transferencia de
carga en la interfase electrodo-solucion. Las técnicas electroquimicas son
poderosas y versatiles, ofrecen alta sensibilidad, exactitud y precision, asi como un
amplio rango dinamico lineal, con instrumentacion relativamente de bajo costo.
Dichas técnicas se pueden clasificar dependiendo de la sefial de excitacion que se
suministra al electrodo de trabajo: cuando un potencial es aplicado (método
potenciostatico), la corriente resultante es la sefial analitica y la técnica
electroanalitica se considera como un método voltamétrico a potencial controlado;
cuando se aplica una corriente, el potencial resultante es la sefal analitica y la
técnica se considera como un método galvanostéatico (Menosalina, 2004).

Las distintas técnicas voltamétricas que existen se diferencian entre si en la funcion
de potencial que se aplica al electrodo sélido de trabajo. Entre las técnicas
voltamétricas se encuentran cronoamperometria, voltametria de barrido lineal,
voltametria ciclica, voltametria de pulso normal, voltametria de pulso diferencial,
voltametria de onda cuadrada y voltametria de preconcentracion y redisolucion.

En la voltametria de barrido lineal se varia el potencial del electrodo de trabajo a
una velocidad constante, los parametros més importantes son el potencial pico (Ep)
y la intensidad de corriente pico (lp) (Ortiz, Martinez, & Hernandez, 2006). En la
voltametria ciclica se aplica al electrodo de trabajo una sefial de excitacion
triangular. Se lleva a cabo un barrido de potencial desde un valor inicial (Ej) donde
no hay electrolisis y diferente de E° hasta un valor, denominado potencial de cambio
o de inversion, Ec en el que se invierte la direccion del barrido. El margen de
potenciales elegidos debe ser aquel en el que tenga lugar la oxidacion o la reduccion
del analito. Las voltametrias ciclicas multiples permiten determinar el desarrollo
Nernstiano o no-Nernstiano de un acoplamiento redox, el nimero de electrones
transferidos en una reaccion, los potenciales formales, el mecanismo de reaccion y
determinar si el sistema es reversible (Adelaide & Ferreira, n.d.).

En voltametria de pulso normal la forma de la onda de potencial consta de una serie
de pulsos de amplitud creciente, con el potencial retornando al valor inicial después
de cada pulso. En la voltametria de pulso diferencial la sefial de excitacion consiste
en una serie de pulsos a manera de escalera, donde el potencial de base aumenta
gradualmente en pequefios intervalos entre 10 y 100 mV (ancho de pulso = AEs),
la amplitud de pulso AEp se mantiene constante con respecto al potencial de base.
La corriente resultante se mide justo antes de la aplicacion del pulso (1) y al final de
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la aplicacion del mismo, de esta manera al graficar la diferencia de corrientes
obtenidas (l1 — I2) en funcidn del potencial aplicado (usualmente el potencial en 1),
se obtienen respuestas tipicas como la mostrada en la tabla 1, donde la intensidad
maxima de corriente (Ip) es proporcional a la concentracion de la especie
reaccionante (Ortiz et al., 2006).

La voltametria de onda cuadrada utiliza la forma de onda mostrada en la tabla 1,
consiste en una onda cuadrada superpuesta a una de tipo escalera. La corriente es
medida durante intervalos de tiempo muy cortos en la parte final de la onda positiva,
al tiempo ti1, y en la parte final de la onda negativa, al tiempo ti2, de cada onda
cuadrada. La diferencia entre las intensidades de corriente, ii-i2, Se registra en
funcién del potencial en escalén y el voltamograma obtenido es un pico simétrico
similar al obtenido en la voltametria de pulso diferencial. Esta técnica es mas
sensible que la voltametria de pulso diferencial pues permite discriminar mejor la
corriente faradaica de la corriente capacitiva (Carb6, n.d.).

Por ultimo, la voltametria de preconcentracién y redisolucion se basa en la
aplicacion de un potencial constante lo suficientemente negativo como para
depositar un metal sobre el electrodo (etapa de acumulacién o electrodeposicion),
seguida de una etapa de determinacion por aplicacion de un barrido de potencial en
sentido positivo en el que se registra la altura del pico de redisolucion (stripping)
correspondiente a la oxidacién del depdsito metélico previamente formado (Carbd,
n.d.).

Para caracterizar el sistema electroquimico bajo estudio se emplea voltametria
ciclicay en estudios de cuantificacién las voltametrias de pulso diferencial y de onda
cuadrada ofrecen mayor sensibilidad con limites de deteccidén bajos. La tabla 1
ensefia de manera resumida la sefial de excitacién y la respuesta electroquimica
(voltamograma, grafica corriente vs potencial).
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Tabla 1 Sefial de excitacion y respuesta electroquimica al aplicar una técnica
voltamétrica en particular (Bard & Faulkner, 2001)

Técnica Sefial de excitacion Sefial de respuesta
Voltametria E -
de barrido
lineal
t E
E. | i
Voltametria )
ciclica = .
{] . -j‘ E E, E; E E,
E
F 9 il A
Voltametria E t
de pulso ed [
normal
—/ >
I Hemi
5
Voltametria 3
de pulso : il
diferencial
Potencial
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sample
Time:
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redisolucion - o \
Tiempo/s

Para realizar estas técnicas se emplea una celda con tres tipos de electrodos:
electrodo de referencia, contraelectrodo y electrodo de trabajo. EIl electrodo de
referencia es usado para controlar el potencial en el electrodo de trabajo, su
potencial de semicelda debe ser conocido, constante y completamente insensible a
la composicion de la disolucion en estudio; ademas debe ser reversible y obedecer
la ecuacion de Nernst (ecuacion 1), los mas comunmente usados son el de Plata-
Cloruro de Plata (Ag/AgCl) y el electrodo saturado de calomel. El contraelectrodo o
electrodo auxiliar se usa para que la corriente que se origina en la celda
electroquimica pase a través de éste y el electrodo de trabajo, y no por el electrodo
de referencia evitando su polarizacién (Menosalina, 2004). En el electrodo de
trabajo es donde ocurre la reaccion electroquimica de interés, es decir, donde el
analito es oxidado o reducido. Los mas empleados son el de carbono vitreo,
pirolitico rugoso, fibra de carbono, platino, mercurio y oro.

. RT_[Red]
Beet = Ecer = 3 M0

(1)
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Un &rea activa de investigacion en electroquimica es el desarrollo de electrodos de
trabajo quimicamente modificados para mejorar la deteccion de moléculas
organicas o compuestos farmaceéuticos. Las modificaciones incluyen la aplicacion
irreversible de sustancias adsorbentes con las funcionalidades deseadas, la union
covalente de componentes a la superficie y el revestimiento del electrodo con
peliculas de polimeros conductores (Skoog & West, 2014). Los electrodos
modificados tienen muchas aplicaciones potenciales. Una de ellas es en la
electrocatalisis, se han buscado electrodos capaces de reducir el oxigeno a agua
para que sean usados en pilas de combustible y baterias. Otra aplicacién esté en la
produccion de dispositivos electrocromicos que cambian de color en la oxidaciéon y
en la reduccion; estos dispositivos pueden ser usados en pantallas inteligentes.
Finalmente, el uso analitico mas importante para tales electrodos es su uso como
sensores analiticos que estan preparados para ser selectivos para una especie 0
grupo funcional en particular (Bard & Zoski, 2012).

La modificacion con la pelicula polimérica se realiza depositandola en la superficie
del electrodo por electropolimerizacion, las ventajas de esta técnica incluyen que el
proceso de fabricacion es facil, se aumenta la capacidad electroquimica catalitica y
mejora la estabilidad fisica del electrodo. Mejora la transferencia de electrones sobre
la superficie del electrodo de trabajo lo que refleja mayores corrientes de respuesta,
tiene alta selectividad y sensibilidad debido a la homogeneidad de la pelicula en la
deposicion electroquimica (Can, Yilmaz, Saglikoglu, Sadikoglu, & Menek, 2015).
Cuando se habla de polimeros conductores, en realidad se trata de polimeros
oxidados, esta oxidacion supone la generacion de radical-cationes o dicationes a lo
largo de la cadena polimérica (polarones o bipolarones).

En una electropolimerizacién, el monémero, disuelto en un solvente apropiado que
contiene la sal de dopaje aniénica deseada (Figura 2), se oxida en la superficie de
un electrodo mediante la aplicacion de un potencial de oxidacion. La eleccion del
solvente y electrélito es de particular importancia en electroquimica ya que deben
ser estables al potencial de oxidacién del monémero y deben proporcionar un medio
conductor de iones. Los solventes organicos como acetonitrilo o el carbonato de
propileno tienen ventanas de potenciales muy grandes y permitividades relativas
altas que permiten una buena disociacion del electrolito y por tanto buena
conductividad i6nica. Dado que el pirrol tiene un potencial de oxidacion
relativamente bajo, la electropolimerizacion puede llevarse a cabo en electrolitos
acuosos. Como resultado de la oxidacion inicial, se forma el cation radical del
monomero y reacciona con otros mondémeros presentes en solucion para formar
productos oligdmeros y luego el polimero (Sabouraud, Sadki, & Brodie, 2000).
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La electropolimerizacién se logra generalmente mediante métodos potenciostaticos
(potencial controlado) o galvanostaticos (corriente controlada). La voltametria ciclica
se ha utilizado principalmente para obtener informacion cualitativa sobre los
procesos redox implicados en las etapas iniciales de la reaccion de polimerizacion
y para examinar el comportamiento electroquimico de la pelicula de polimero
después de la electrodeposicion (Bard & Faulkner, 2001).

electrodo de
referencia

POTENCIAL DE
POLIMERIZACION

[MONOMERO]

/m(mouw:
/ TEMPERATURA
| i
’ Pt [T H
TIEMPO DE
POLIMERIZACION
MONOMERO
SAL
N\ DISOLVENTE /

Figura 2 Esquema de una celda electroquimica para electropolimerizacion

En nuestro caso, la electropolimerizacidén se realizara por medio de la técnica de
cronocoulombimetria, en la cual se mide la carga (coulombs) en funcién del tiempo
(crono). En la figura 3a, se muestra la forma de la sefial aplicada, y en la figura 3b
se muestra la respuesta del sistema. La corriente que fluye por el electrodo de
trabajo es integrada para cada tiempo obteniendo asi la carga (Bott & Heineman,
2013).

) /

-~
v

0
a) b) c) :

Figura 3 Cronocoulombimetria a) Sefal de excitacion escalén de potencial. b) Sefal
de respuesta del sistema c) Comportamiento de la carga a través del tiempo
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Existen diversos mecanismos de electropolimerizacion de pirrol, sin embargo, el
mecanismo propuesto por Diaz es el mas aceptado; en el esquema 1 se muestra la
reaccion global (Sabouraud et al., 2000):

B

[I? +2J ti ]

X =NH, NR, NAr

T
np+

X i Wi x
et A + + * s + 2+ u
ﬁ A A B (2n +2)H" + (2n +2 + np)e

Esquema 1

El nimero de electrones donados por cada molécula se encuentra entre 2 y 2,7,
donde 2 electrones sirven en la formacion de la pelicula y la carga en exceso es
consumida por la oxidacion del polimero. Este niumero estd normalmente de
acuerdo con el numero de aniones encontrados en el polimero por andlisis

elemental.
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2.3 Objetivos

2.3.1 Objetivo general

Definir y optimizar los parametros voltamétricos para la construccion de un electrodo
quimicamente modificado para la cuantificacion de Aciclovir

2.3.2 Objetivos especificos:

2.3.2.1 Identificar el electrodo de trabajo que brinde la mejor respuesta
(corriente) para la cuantificacion reproducible de Aciclovir

2.3.2.2 Determinar la concentracion de electrolito de soporte y el pH que
proporcionen una respuesta Optima, reversible, sensible con un rango lineal
amplio.

2.3.2.3 Validar la metodologia para la cuantificacion de Aciclovir optimizada en
preparaciones farmaceéuticas comerciales
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2.4 Metodologia propuesta

2.4.1 Identificacion del electrodo de trabajo.

Para la identificacion del electrodo de trabajo, se realizé voltametria ciclica, a dos
soluciones diferentes, empleando 3 electrodos de trabajo: oro, platino y carbono
vitreo. La primera solucién fue buffer acetato pH 4.66, y la segunda Aciclovir 1.00
mM en buffer acetato pH 4.66.

Se trabaj6 con un electrodo de referencia de plata/cloruro de plata, y un electrodo
auxiliar de platino.

En la figura 4 se muestra la celda voltamétrica empleada para en los ensayos. Las
conexiones son: el cable verde corresponde al electrodo de trabajo; el cable rojo
con el contraelectrodo y el cable blanco con el electrodo de referencia. También se
puede observar el equipo empleado, Potenciostato CHI660E

f Electrodo de referencia

3 Contraelectrodo

Electrodo de trabajo

Figura 4 Estacion de trabajo

2.4.2 Determinacion de la frecuencia y la amplitud en voltametria de onda
cuadraday pH del medio.

Para la determinacion de la frecuencia y la amplitud de trabajo adecuadas en
voltametria de onda cuadrada se utilizé una solucion 1.00 mM de Aciclovir en buffer
acetato pH 4.66, primero con diferentes valores de frecuencia, manteniendo la
amplitud constante, y viceversa. En la tabla 2 se muestran los valores utilizados y
las corrientes medidas. Se realizé una grafica de intensidad de corriente contra
frecuencia o amplitud para observar cual valor presenta la mayor respuesta.
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Tabla 2 Valores de frecuencia y amplitud empleados en voltametria de onda

cuadrada
Frecuencia | Amplitud
(Hz) V)
5
10
20
30
Determinacién de 40
la 50 0.040
mejor frecuencia
60
70
80
90
0.015
0.020
0.025
0.030
Determlnamor_\ de 50 0.035
la mejor amplitud
0.040
0.045
0.050
0.100

Para estudiar el efecto del pH en la oxidacion de aciclovir, se prepararon soluciones
del analito 1.00 mM en buffer acetato a 6 valores diferentes de pH: 4.00, 4.50, 4.66,
5.00, 5.50 y 6.00. Empleando voltametria de onda cuadrada se midié la corriente de
cada solucién y ésta se graficd contra su respectivo valor de pH y asi selecciono el
pH que produjo la mayor respuesta de corriente.
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2.4.3 Modificacién del electrodo

Se realizaron dos tipos de modificaciones, una con plantilla (template) de aciclovir y
la otra sin plantilla. Para modificar el electrodo con la pelicula polimérica de pirrol
con plantilla se preparé 10.0 mL de solucién 0,10M de perclorato de litio, 0.020 M
de pirrol, 3.0 mM de aciclovir y con 200 yL de agua, diluyendo con acetonitrilo. Esta
se desgasifico por 5 minutos con nitrdgeno y se electropolimerizé usando la técnica
de cronocoulombimetria, en la figura 5a se observan los pardmetros empleados. El
sistema se llevé hasta una carga promedio de 35.0 uC/cm?. La sobreoxidacion de
la pelicula de pirrol se realizé en una solucién de hidroxido de sodio 0.10 M (Figura
5b). Este procedimiento se repitid hasta que la respuesta por voltametria ciclica de
ferricianuro 0.10 M en KCI se suprimié. Lo cual indica que el polimero, PPy, deja de
ser conductor y se convierte en un polimero de intercambio idnico, OPPy.

Para la modificacion sin plantilla, se realiz6 el procedimiento anterior, pero sin
aciclovir en la solucion.

‘ a b
IME M) 0 INIE V) oo IO
Final E (V) ..o, 0.75 |8 Bl (s 0.95

Number of Steps ........... O Number of Steps .......... [
| PuseWidth(sec).....[T Pulse Width sec)......[08
Sample Interval (sec] .... [6%625— | Sample Interval (sec) ... {m—
Quiet Time (sec) ............ h Quiet Time (sec) ........... ﬁ

Sensitivity (C or AN) ... [1.e003 | Sensitivity (CorAN) ... |1.e003 ~

Figura 5 Parametros para a) Polimerizacion b) Sobreoxidacion

2.4.4 Determinacion de laconcentracion del electrolito de soporte, de aciclovir
y de pirrol para la electropolimerizacion

Para determinar la concentracién de trabajo que brindaba las mejores respuestas
para la polimerizacion de Py, se prepararon soluciones con diferentes
concentraciones de electrolito de soporte, manteniendo constante la de pirrol y la
de aciclovir. Estas soluciones fueron electropolimerizadas y sobreoxidadas. El
mismo procedimiento se siguié para pirrol y aciclovir. En la tabla 3 se ensefian los
valores empleados.
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Con el electrodo modificado con OPPy con plantilla y por medio de voltametria de
onda cuadrada, se midio la corriente anddica a una solucién 50.0 uM de aciclovir en
buffer acetato pH 4.50. Se grafico la corriente contra concentracion y se determino
en donde se presenta la mayor respuesta.

Tabla 3. Valores empleados para la polimerizacién

L, L, Concentracion
Concentracion Concentracion
de pirrol (mM) de aciclovir (mM) de perclorato de
P litio (M)
2.0
3.0
Determinacion 4.0
mejor 5.0
L 5.0 0.10
concentracion de 6.0
pirrol 10.0
20.0
30.0
Determinacion 3.0
mejor
concentracion de 20.0 5.0 0.10
aciclovir
Determinacion 0.050
; 0.10
mejor. 20.0 3.0
concentraciéon de
. 0.20
perclorato de litio

2.4.5 Limpieza del electrodo

El electrodo de trabajo se limpié siguiendo dos procedimientos: el primero es el
método mecanico, en el cual el electrodo se limpié con una malla de nylon y en una
de felpa por dos minutos en cada una. A cada malla se adicioné alimina (micro
polishing powder) de 0.025um. Posteriormente, el electrodo de trabajo se llevo al
bafio ultrasonido y se limpié con isopropanol y luego con agua doblemente destilada
por tres minutos, en cada caso.
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El segundo método es el electroquimico, se realiza usando voltametria ciclica
(Figura 6) a una solucion de buffer fosfato 0.10 M pH 7.0. En la figura 7 se observa
como debe ser la sefial de respuesta en el electrolito para garantizar que la
superficie del electrodo esté limpia.

L= 2
High E V) e z
Lot E 4] oo 2
Final E (V] coooooorer oo o

Iritial Scan Polarity......... ’m
Scan Rate Wiz ... ’EI27
Sweep Segments ... "Ilili
Sample Interval [V ... 0.001

Guiet Time [zec] ............ ’27
Senstivity [ ... el ~|

Current / 1e-3A

08 04 0 04 0.8 -1.2 -1.6 -2.0

Potential / V
Figura 7 Voltamograma ciclico de limpieza voltamétrica del electrodo de trabajo.
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2.4.6 Cuantificacion de Aciclovir en preparaciones farmacéuticas comerciales

El procedimiento para cuantificar aciclovir en tabletas comerciales de este farmaco
de 200 mg, se realiza empleando dos procedimientos diferentes: En el primero se
empled el método de adicion multiple de estandar. En el segundo procedimiento, se
construy6 una curva de calibracidon con patrones de aciclovir a concentraciones de
5.0 uM, 10.0 pM, 50.0 uM, 100.0 pM, 200.0 uM, 500.0 uM y 1.00 mM.

2.4.6.1 Limite de deteccion y de -cuantificacion, linealidad, repetibilidad y
reproducibilidad

La linealidad se evalla con la curva de calibracion realizada a partir de soluciones
patron de aciclovir a diferentes concentraciones: 5.0 yM, 10.0 yM, 50.0 uM, 0.100
mM, 0.200 mM, 0.500 mM y 1.00 mM

Para el limite de deteccion se emplea la ecuacién (2), donde s es la desviacion
estandar del blanco y b es la pendiente de la curva de calibracién

LOD = 3 2
Para el limite de cuantificacion se emplea la ecuacion (3).
10s
LoQ =—-(3)

Para la repetibilidad se ensay0 una preparacion comercial de Aciclovir a diferentes
horas en un mismo dia. La reproducibilidad fue determinada midiendo la corriente
de oxidacion de aciclovir en la muestra durante 7 dias.

2.4.7 Calculo area del electrodo

Para la determinacion del area del electrodo, se realizd voltametria ciclica a una
solucion de ferricianuro 0.10 M a diferentes velocidades de barrido. Posteriormente,
se grafico la corriente resultante contra la raiz cuadrada de la velocidad. De acuerdo
con la ecuacion de Randles-Sevcick (Ecuacion 4), de la pendiente se obtiene el area
del electrodo (ecuaciones 5 y 6), teniendo en cuenta que el coeficiente de difusién
del ferricianuro es 7,63x10® cm?s™* y el nimero de electrones es 1 (Brajter et al.,
1996).
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1
i, = 2,69 x 105n%24D,/2C;v"2 (4

1
m = 2,69 x 105n”/24D,/2¢; (5)

m
A= .
2,69 x 105n™/2D,'2¢;

(6)

Donde i, es la corriente de oxidacion de ferricianuro, n el nimero de electrones
transferidos, A el area del electrodo de trabajo en cm?, Do el coeficiente de difusion

2 ., .. . .
en €M°/¢. C; la concentracion de ferricianuro en mOl/Cm3, v la velocidad de barrido

en V/S y m la pendiente de la grafica.
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2.5 Resultados y discusién

2.5.1 Identificacién y caracterizacién del electrodo de trabajo.

En la figura 8 se muestra el voltamograma ciclico realizado con el electrodo plano
de oro. El azul corresponde a la sefial del buffer acetato de sodio pH 4.66; mientras
gue la sefal roja corresponde a una solucion 0.10 M de aciclovir en esta misma
solucion buffer. Debido a que los potenciales pico anddico y pico catédico se
solapan y que la solucion buffer exhibe sefales voltamétricas, el electrodo de Au no
es adecuado para trabajar con soluciones de aciclovir en este medio.

32
28-
24°
20-
16 -
12
08
041
04
04
08-
421
16-
20—t

16 14 12 10 08 06 04 02

Current / 1e-8A

Potential / V
Figura 8 Voltamograma ciclico con electrodo de oro. La curva azul corresponde a
la solucion del buffer acetato, mientras que la roja es la solucion de aciclovir

El segundo electrodo de trabajo que se ensayé fue el de platino. Los picos anddico
y catddico del buffer acetato y de la solucion de aciclovir aparecen en la misma
region en el voltamograma ciclico (Figura 9). Se considerd por tanto descartar el
electrodo de Pt en este trabajo investigativo.
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Figura 9 Voltamograma ciclico con platino como electrodo de trabajo. La curva
azul corresponde a la solucién de buffer de acetato, mientras que la roja es la
solucién de aciclovir en buffer de acetato.

Se realiz6 igualmente voltametria ciclica con el electrodo de carbono vitreo. La
solucion reguladora de acetato no mostro sefal ciclovoltamétrica (color azul)
mientras que la solucion de aciclovir en este medio si exhibié un pico de oxidacién
alrededor de 1.0 V vs el electrodo de Ag/AgCl, KCI (sat) (color rojo), como se ilustra
en la figura 10, en este caso no existe una interferencia entre el buffer acetato, con
la sefial del aciclovir.
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Current / 1e-5A
A

R I S A——
16 14 12 10 08 06 04

Potential / V
Figura 10 Voltamograma ciclico empleando como electrodo de trabajo carbono
vitreo. La curva azul corresponde a la solucion buffer de acetato, mientras que la
sefal roja corresponde a la solucién de aciclovir

En la figura 10 (rojo) se muestran voltamogramas ciclicos sucesivos de una solucion
0.10 M de aciclovir en buffer acetato (pH 4,66). En el barrido de +0.4 a +1.5 V vs
Ag/AgCl se observa un pico de oxidaciéon (el andlisis va en sentido positivo del
potencial), bien definido (O1) a 1.0V. En el barrido negativo, no aparece el pico de
reduccion correspondiente, implicando que el proceso es irreversible.

En el proceso de oxidaciéon de aciclovir se ve involucrado la transferencia de dos
electrones y dos protones, tal como se muestra en el esquema 2.
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OH OH
Esquema 2 Oxidacién del aciclovir propuesta por Shahrokhian et al.

2.5.2 Caracterizacion del proceso electrodico

Se realizaron estudios de la velocidad de barrido para evaluar si el proceso en el
electrodo de trabajo estaba controlado por difusién, o por adsorcion o si habia una
contribucién de ambos procesos. Se ensayaron dos pruebas para evaluar lo
anterior. Una de ellas es que existe una relacién lineal entre la corriente maxima o
pico y la velocidad de barrido. Se determind la relacion entre 5.0 y 125 mV/s (Gréfica
1la). Dado que el coeficiente de correlacion obtenido es muy cercano a uno (0,9977),
se entiende que el proceso esta controlado por difusion. Otro criterio es que una
grafica del logaritmo de la corriente pico versus el logaritmo de la velocidad de
barrido debe dar una pendiente muy cercana a 0.5 (Grafica 1b). Los resultados
experimentales dieron una pendiente de 0.523, indicativo de un proceso controlado
por difusion (Sadikoglu et al., 2011).
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Grafica 1 a) corriente contra raiz cuadrada de la velocidad de barrido. b) Logaritmo
de la corriente contra logaritmo de la velocidad de barrido
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En la figura 11 se muestra una serie de voltamogramas ciclicos de Fe(CN)e*> en KCI
0.10 M a diferentes velocidades de barrido para determinar el area superficial
efectiva del electrodo de carbono vitreo. Empleando la pendiente de la grafica 2 y
la ecuacion 6, se calculé el area del electrodo el cual dio un valor de 0.0673 cm?

Current/ le-3A

— CVferricianuro0.20Vs-1
— CVferricianuro0.05Vs-1.
— CVferricianuro0.10Vs-1.
— CVferricianuro0.15Vs-1
— CVferricianuro0.075Vs-

-1.0

0.50

0.40

Corriente (A)

0.30

0.20 0.10 0 010 -0.20

Potential / V
Figura 11 Voltamogramas ciclicos de ferricianuro a diferentes velocidades de

0.0011 5
0.00104
0.0009 -
0.0008
0.0007 -

0.0006 4

0.0005

barrido.

1
Corriente = u,uu5‘{u':} + 0,0005

R? =0,9954

0.00

0.05 0.10 0.5

Velocidad de barrido (V/s)*1/2

Gréafica 2 Determinacion del area efectiva del electrodo de carbono vitreo
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m
A=

- 1
2,69 x 105n”/2D,/2C;

(6)

4= 0,005 +0,001969

2,69 x 105(1)*/2(7,63 x 10-6)'/2(0,1 x 10~3 + 0,00016)
= 0,0673 + 0,0089cm?  (6)

2.5.3 Determinacién de las condiciones 6ptimas para la cuantificacion

Con el fin de establecer las condiciones experimentales mas apropiadas para la
determinacion de aciclovir, se estudiaron las variables que ejercen el mayor efecto
en la corriente pico de oxidacion, como son pH, tipo y concentracién del electrolito
de soporte, amplitud y frecuencia en voltametria de onda cuadrada, para la solucién
de aciclovir 1.0 mM en buffer acetato.

La respuesta voltamétrica se vio influenciada fuertemente por el pH. La corriente
anodica fue maxima a pH 4.50, en buffer acetato 0.10 M. Aumentos mayores de pH
causaron una disminucion de la corriente pico. (Grafica 3). Este pH fue seleccionado
para realizar los analisis de aciclovir.

5.0x10-5,
4.0x10-5-
3.0x1054

2.0x10-54

Corriente (A)

1.0x10-54

e L] L] L] L] L] L]
3.5 4.0 4.5 5.0 5.5 6.0 6.5

pH
Gréfica 3 Determinacion pH
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Para mejorar la intensidad de la sefial analitica de corriente, se evaluaron los
parametros que causan un cambio en la misma, debido a la variacibn momentanea
de las especies electroactivas presentes en la superficie del electrodo (Bard &
Faulkner, 2001). Estos son la frecuencia y la amplitud empleadas en voltametria de
onda cuadrada. En la grafica 4a se muestra que la mejor frecuencia fue 50 Hz y en
la grafica 4b se observa que la mejor amplitud fue 0.040 V

6.0x10-5-

4.0x10-54

Corriente (A)

2.0x10-5-
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6.0x10-54

4.0x10-54

Corriente {(A)

2.0x10-54

0.00 0.05 0.10
Amplitud (V)

Grafica 4 Determinacion de las variables para cuantificacion de aciclovir por
voltametria de onda cuadrada
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2.5.4 Seleccion de las condiciones experimentales para electropolimerizar
pirrol

Con el propésito de obtener una superficie modificada y estable del polimero en la
superficie del electrodo de trabajo, fue necesario evaluar tres parametros: la
concentracién de pirrol que permiti6 una mayor corriente anédica de respuesta
(Gréfica 5a) y ésta fue 0.020 M; la concentracion éptima de aciclovir fue 3.0 mM y
la concentracion del electrolito de soporte (perclorato de litio) fue de 0.10 M, aqui
se redujo al minimo la resistencia de la solucién y por tanto se gener6 la mayor
corriente pico (Grafica 5b).

a  0.000008-
0.000006-

0.000004+

Corriente (A)
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0.000000 T T
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(on
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Corriente {A)
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0.000004 T T T T 1
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[Perclorato de litio] (M)

Grafica 5. Determinacion de las mejores condiciones para electropolimerizacion
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Para asegurarse gue se realizé una correcta polimerizacion, es decir, que no existen
partes de la superficie del electrodo sin polimero conductor, se aseguro que la carga
de deposicion siempre llegara a 35uC/cm?, esto corresponde a la formacion de una
monocapa (la cobertura de monocapa se define como 0.15 a 0.3 nmol/cm?) teniendo
en cuenta que en la polimerizacién se involucran 2.25 electrones (Brajter et al.,
1996). Ademas, se realiz6 voltametria ciclica a una solucién de ferricianuro, para
asegurarse que con la deposicion de la pelicula de polipirrol y con la sobreoxidacion,
la respuesta disminuyd gradualmente (Figura 12), se necesitd6 un promedio de 4
ciclos para completar la supresion de la respuesta. Este mismo comportamiento se
observa con la sobreoxidacion de PPy sin plantilla.
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Figura 12 Voltametria ciclica para ferricianuro después de polimerizar
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2.5.5 Comparacion entre electrodo desnudo, modificado con plantilla (MIP) y
sin plantilla (NMIP)

En la figura 13 se observa el voltamograma realizado con el electrodo de trabajo
desnudo, es decir, sin modificaciones a una solucion 10.0 yM de aciclovir. Al
compararlo con el voltamograma de la figura 14, realizado con una solucién 5.0 yM,
se observa un pico con una corriente que se pudo cuantificar. Ademas, la corriente
aumenté en 44.9 yA como se muestra en la figura 15, y los picos mejoraron también
con la modificacién con la plantilla de aciclovir.
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Figura 13 Voltamograma electrodo desnudo, solucién de aciclovir 10.0 uM
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Figura 14 Voltamograma electrodo modificado con template de aciclovir 5.0 yM
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Figura 15 Comparacion entre electrodo desnudo y modificado con plantilla. La
figura azul corresponde al electrodo desnudo, la roja es del electrodo modificado
con plantilla. Las soluciones corresponden a 1.00 mM de aciclovir. La corriente
aumento en un 100% aproximadamente

Por otro lado, para confirmar que al polimerizar se esta formando la huella molecular
del aciclovir, se realiz6 una modificacion sin template. Como se ve en la figura 16,
al realizar voltametria de onda cuadrada con el electrodo modificado sin huella
(voltamograma azul), no se registra ninguna sefial, porque el aciclovir no puede
entrar y hacer contacto con la superficie del electrodo, caso contrario a lo que ocurre
con la plantilla (voltamograma rojo).
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Figura 16 Comparacién entre electrodo modificado con y sin plantilla. La figura
azul corresponde al electrodo modificado sin plantilla, la roja es del electrodo
modificado con plantilla. La solucion corresponde es aciclovir 1.00 mM.

La formacién de la huella molecular es lo que permite que el método sea selectivo,
en la figura 17 se muestra el esquema molecular de la electropolimerizacion y de la
sobreoxidacion. Es selectivo debido a que en la huella molecular se conservan las
interacciones que se generaron con el aciclovir, al sobreoxidar, este se elimina, pero
las interacciones se conservan, y solamente otra molécula de aciclovir puede
interactuar de la misma manera.
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Figura 17 Esquema electropolimerizacioén-sobreoxidacion
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Una ventaja de los electrodos recubiertos con pelicula de polipirrol es que son
significativamente mas estables que el desnudo. Los electrodos con la pelicula
pueden usarse para al menos 40 mediciones sin mostrar signos de pérdida de
pelicula mientras la precision de la respuesta permanece constante, esto se puede
comprobar debido a que el potencial de cada medida se mantiene constante en un
rango de 1.000 a 1.300 V.
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2.5.6 Limite de deteccion y de cuantificacion, linealidad, repetibilidad y
reproducibilidad

En la gréfica 6 se observa la curva de calibracion 5.0 uM, 10.0 yM, 50.0 uM, 100.0
MM, 200.0 uM, 500.0 uM y 1.00 mM, la desviacion entre los 3 puntos fue tan baja,
gue no se observan en la gréafica. Con esta curva fue posible calcular que el limite
de cuantificacion, es decir la minima concentracion de aciclovir que pudo ser
cuantificada, fue 4.29 x 10> mg/mL y que la concentracién minima de aciclovir que
puede ser detectada con fiabilidad por este método analitico, es decir, el limite de
deteccion es 1.29 x 10° mg/mL. La linealidad se cumple en todos los puntos de la
curva que se emplearon para el analisis.

504

Corriente = 0,034 (concentracion) + 4, 6598

R? = 0,9928
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0 500 1000
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Grafica 6 Curva de calibracion

El método cumple el criterio de repetibilidad, dado que en un mismo dia se
realizaron varias mediciones a una muestra; la corriente y el potencial pico no
variaron significativamente con el tiempo (Tabla 4), lo que demuestra que el
electrodo modificado es estable en el tiempo. La reproducibilidad se comprobé por
5 dias en el cual se observaba el mismo patrén anterior (Tabla 5).
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Tabla 4 Resultados repetibilidad

Hora Corriente | Potencial
(HA) W)
8:00 am 0.1386 1.061
10:00 am 0.1414 1.063
12:30 pm 0.1318 1.061
3:00 pm 0.1339 1.064
7:00 pm 0.1312 1.060

Tabla 5 Resultados reproducibilidad

Dia Corriente | Potencial
(HA) V)

1 0.1386 1.063

2 0.1500 1.063

3 0.1296 1.059

4 0.1254 1.058

5 0.1152 1.060

2.5.6 Cuantificacion de Aciclovir en preparaciones farmacéuticas comerciales

Se construyo una curva de calibracion para determinar la concentracion de aciclovir
en una preparacion comercial, ver la grafica 6 y ésta fue de 208 + 4.23 mg de
aciclovir por tableta, que corresponde a un error del 4.0% (Cada tableta contiene
200 mg de aciclovir). De igual modo se determiné aciclovir por el método de adicién
multiple de estandar (gréfica 7). Por este método el valor fue de 206 + 4.214 mg,
con un porcentaje de error de 3.0%. Para realizar los célculos se emplearon los
resultados de la tabla 6 y la corriente promedio de la muestra fue de 1.3877 x 10™°4
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Tabla 6 Resultados peso tabletas

Tabl_etas_de Peso (g)
aciclovir
1 0.3186
2 0.3184
3 0.3186
4 0.3185
5 0.3187
Promedio 0.3186
Desviacion | 0.000102

6.0=10"
Corriente = 6, 2743{concentracion) + 21,756
—_ R?=0,9917
E 4.0x10"+
2
-
2
-
L 2.0x10'-
O
0 T T 1
0 2 4 6

Volumen adicionado de estandar (mL)
Gréfica 7 Curva de calibracion por adicion maltiple de estandar.

Cabe resaltar, que estos resultados estan en el rango de lo permitido por la
farmacopea, no reportan valores inferiores al 90.0% ni valores superiores al 110.0%
de la cantidad declarada de aciclovir, es decir, 200 mg (USP, 2013).

El valor obtenido por el método voltamétrico se comparo con el método por HPLC
reportado en la USP. El procedimiento cromatografico emplea guanina como
estandar interno y dio como resultado 195 mg de aciclovir en la tableta comercial,
lo cual corresponde a un error del 2.5% que es comparable con el error obtenido
por el método voltamétrico. La fase movil empleada fue acido acético 0.02 M:
metanol HPLC en una proporcion 95:5, y con una columna cromatografica Cis
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2.6 Conclusiones

Se ha implementado un método voltamétrico exacto, simple, reproducible, sensible
y de bajo costo para cuantificar aciclovir (ACY). Los parametros empleados fueron
un electrodo de carbono vitreo modificado con polipirrol sobreoxidado y con plantilla
de ACY. Como electrdlito de soporte para la cuantificacién se us6 una solucién
buffer de acetato de pH 4.50. Se polimerizd con la técnica de cronocoulombimetria
empleando una solucion de pirrol 0.020 M, agua 250 pL, perclorato de litio 0.1 M,
acetonitrilo y aciclovir 0.003 M como plantilla y sobreoxid6 con la misma técnica en
una solucion de hidréxido de sodio 0.10 M. Los valores obtenidos de corriente
anddica después de la modificacion permitieron alcanzar un limite de cuantificacion
de 4.29 x 10°° mg/mL y un limite de deteccién de 1.29 x 10°° mg/mL. El sensor se
aplicé a una formulacién farmacéutica, el promedio obtenido fue de 206 + 4.214 mg
con un porcentaje de error relativo de 3.0%, comparado con la proclama del
medicamento de 200 mg

La linealidad del método esta en el rango de 1.122 x 10 - 2.243 x 10 mg/mL y
presenta un coeficiente de correlacion de 0.9988. Los resultados son satisfactorios
y el método voltamétrico es adecuado para cuantificar aciclovir en preparaciones
comerciales usando GCE/OPPy + plantilla.
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2.7 Recomendaciones

En futuros trabajos se sugiere validar completamente esta metodologia ademas de
implementarla no sélo a preparaciones farmacéuticas, sino también a muestras
bioldgicas como plasma sanguineo u orina. Adicionalmente, se puede utilizar otros
polimeros conductores como poly(3,4-ethylenedioxythiophene) (PEDOT) buscando
mejorar el limite de cuantificacién. Se puede también ensayar otro tipo de electrodo
de trabajo, los ultramicroelectrodos que poseen unas ventajas inherentes debido a
su tamafio.
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