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RESUMEN

Hoy en dia, la badsqueda y el desarrollo de sensores y biosensores en el area médica, esta
tomando mucha importancia debido a la presencia de nuevas enfermedades y de los indices,
cada vez mayores, en enfermedades ya conocidas. La importancia de estos recae en que
suelen ser o se dirigen a ser faciles de usar, a precios mas accesibles y con mejores resultados
que los métodos comunes. Existen enfermedades, como es el caso de la enfermedad renal
cronica (ERC), que se catalogan como silenciosas, debido a que no suelen presentar sintomas
0 signos, sino hasta etapas avanzadas e irreversibles, de ahi la importancia de desarrollar
biosensores seguros y confiables que permitan tanto la prevencion, como el control y el
seguimiento de cualquier tipo de enfermedad. Aunado a ello, el uso de la nanotecnologia ha
permitido desarrollar este tipo de sistemas de evaluacion y control con mejores resultados en
cuanto a que puede conducir a un mayor rendimiento del biosensor, lo que se incluye una
mayor sensibilidad y un bajo limite de deteccion de varios 6rdenes de magnitud, mostrando
una mayor actividad quimica, resistencia mecanica, propiedades electrocataliticas y
difusividad mejorada, todo lo anterior gracias a las propiedades fisicoquimicas de los

nanomateriales, que a su vez los hacen bastante Utiles para la inmovilizacion.

En este trabajo se desarrollé un biosensor colorimétrico de cuatro sistemas de reconocimiento
principales (tipo A) usando enzimas para la evaluacion de analitos relacionados con la ERC,
y otro sistema basado en cambios de pH (tipo B). Para cada sistema de reconocimiento tipo
A se us6 una misma estructura general la cual fue funcionalizar nanoesferas de quitosano con
una enzima especifica y un agente cromogénico afin a las reacciones que se generarian entre
enzima-analito, y para el sistema tipo B es lo mismo omitiendo solamente la funcionalizacién
con una enzima. De manera general los resultados fueron satisfactorios obteniendo a partir
de las curvas de calibracion de las pruebas colorimétricas, coeficientes de determinacion por
arriba de 0.92 en el total de las pruebas, y limites de deteccion bastante aceptables y
competentes. Ademas, de la prueba de interferentes se obtuvo que no hay moléculas que
estén generando sefiales inhibidoras o potenciadoras a las sefiales de interés.

Palabras clave: Biosensor, nanotecnologia, enzima, colorimetria, enfermedad renal crénica.
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SUMMARY

Nowadays, the search for and development of sensors and biosensors in the medical area is
gaining importance due to the presence of new diseases and the increasing rates of already
known diseases. The importance of these lies in the fact that they are usually or are intended
to be easy to use, at more accessible prices and with better results than common methods.
There are diseases, such as chronic kidney disease (CKD), which are classified as silent,
because they do not usually present symptoms or signs until advanced and irreversible stages,
hence the importance of developing safe and reliable biosensors that allow both prevention
and control and monitoring of any type of disease. In addition, the use of nanotechnology has
allowed the development of this type of evaluation and control systems with better results in
that it can lead to greater biosensor performance, including greater sensitivity and a low
detection limit of several orders of magnitude, showing greater chemical activity, mechanical
resistance, electrocatalytic properties and improved diffusivity, all thanks to the
physicochemical properties of nanomaterials, which in turn make them quite useful for

immobilization.

In this work we developed a colorimetric biosensor with four main recognition systems (type
A) using enzymes for the evaluation of analytes related to CKD, and another system based
on pH changes (type B). For each type A recognition system the same general structure was
used which was to functionalize chitosan nanospheres with a specific enzyme and a
chromogenic agent related to the reactions that would be generated between enzyme-analyte,
and for the type B system it is the same omitting only the functionalization with an enzyme.
In general, the results were satisfactory, obtaining from the calibration curves of the
colorimetric tests, determination coefficients greater than 0.92 for each of the tests, and quite
acceptable and competent detection limits. In addition, the interferent test showed that there
are no molecules that are generating inhibitory or potentiating signals to the signals of

interest.

Keywords: Biosensor, nanotechnology, enzyme, colorimetry, chronic kidney disease.
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1. INTRODUCCION

Los trastornos del ciclo de la urea (TCU) resultan de alteraciones en las funciones
bioquimicas y fisioldgicas del metabolismo, que afectan la excrecion del exceso de nitrégeno
en los mamiferos, es decir, resultan de deficiencias hereditarias en alguna de las seis enzimas
o de los dos amino&cidos transportadores en la ruta del ciclo de la urea. Los pacientes con
TCU pueden presentarse casi a cualquier edad, sin embargo, hay ciertas etapas durante el
crecimiento en las cuales hay mayor probabilidad de desarrollar sintomas debido al estrés
metabolico, y estas son: el periodo neonatal (que es la mas comun, llegando a representar el
60 % de los casos) a consecuencia de déficits enzimaticos completos, durante la infancia
tardia a causa de la disminucién de anticuerpos maternos y el consiguiente desarrollo de
infecciones, y en la pubertad debido al cambio en la tasa de crecimiento y factores

psicosociales que pueden producir una descompensacion (Crespo, 2018; Leonard, 2006).

Los sintomas iniciales tipicos son: mala alimentacion, vOmitos, peérdida de la
termorregulacion con una disminucion de la temperatura central y somnolencia. Los sintomas
pueden progresar llegando a edema cerebral y signos relacionados de letargo, anorexia,
vision borrosa, hiperventilaciébn o hipoventilacion, hipotermia, convulsiones, posturas
neuroldgicas e incluso llegar a un estado de coma o muerte, todo acompariado de un patrén
de electroencefalograma (EEG) encefalopético (onda lenta) y atrofia cerebral no inespecifica
(Ah Mew et al., 2003; Leonard et al., 2002; Barmore et al., 2021). En adultos los pacientes
comunmente presentan una enfermedad neuroldgica mas evidente, seguidos de alteraciones
hepaticas, gastrointestinales y psiquiatricas, y el cuadro sintomatico puede presentarse con
migrafa cronica, ataxia, disartria, vOmitos recurrentes, anorexia, trastornos psiquiatricos
como hiperactividad, alteracion del estado del &nimo, agresividad, encefalopatia, catatonia,

y alucinaciones visuales (Crespo, 2018; Ortega, 2018; Leonard, 2006).

Recientemente, el monitoreo de biofluidos ha posicionado a la orina como un candidato no
invasivo para el diagndéstico clinico ya que contiene diversa informacién fisiologica. Los
procedimientos ideales del analisis de orina son considerados como simples, réapidos,
sensibles con mucha independencia técnica, y principalmente practicos. Sin embargo, las
tecnologias para este tipo de analisis llegan a ser muy tediosas por la cantidad de pasos

secuenciales necesarios para poder obtener una respuesta, por lo cual no es favorable, por
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ejemplo, para pacientes con incontinencia urinaria 0 que no pueden controlar

conscientemente la miccion (He et al., 2020).

En la actualidad, los biosensores desempefian un papel crucial en la sociedad, ya que se
utilizan para detectar drogas, contaminantes, microorganismos patégenos y para el
diagnostico y monitoreo de marcadores de enfermedades en fluidos corporales como sangre,
orina, saliva y sudor, entre otros (Bhalla et al., 2016). De igual manera, gracias a la gran
popularidad que han ganado los dispositivos portatiles, pueden emplearse para evaluar las
condiciones de salud y el estado fisico de la poblacion, permimtiendo monitorear factores
clave como lo es la frecuencia cardiaca, presion arterial, seguimiento de calorias, conteo de
pasos, etc. (Koh et al., 2016). En los Gltimos afios, los métodos de analisis colorimétricos han
ganado gran importancia ya que mejoran la operacionalizacion de los biosensores
(Encyclopedia, 2021). Implica el sustituir las respuestas subjetivas como “azul claro”,
“purpura oscuro”, “oro brillante”, por un sistema numérico objetivo, es decir, una
especificacion numérica precisa de un color determinado, por ejemplo, un valor del sistema
RGB (Red, Green, Blue) (Gilchrist et al., 2017).

La adopcion generalizada de los teléfonos inteligentes entre casi todos los grupos de edad e
ingresos, constituye una oportunidad para desarrollar aplicaciones mdviles de salud y
accesorios para estos dispositivos, 1o que puede contribuir a reducir costos y mejorar la
accesibilidad a los servicios de salud (Oncescu, et al., 2013). De igual manera, los avances
en la tecnologia avanzada y sofisticada de las cAmaras de los teléfonos inteligentes, junto con
el desarrollo de biosensores colorimétricos, han generado nuevas opciones para leer y medir
los niveles de diversos biomarcadores en distintos fluidos biologicos mediante el analisis de
color, utilizando procesos colorimétricos de las reacciones quimicas donde detecta
Opticamente analitos en muestras de sangre, sudor, saliva, etc. (Cornell Universit, 2013). Las
técnicas de bioanalisis tradicionales, tales como la cromatografia liquida de alta resolucion
(HPLC), la espectroscopia UV- vis, la cromatografia liquida- espectrometria de masas, entre
otras, se han utilizado ampliamente para determinar diversos analitos, sin embargo no

siempre existe una deteccion confiable a bajas concentraciones.

Ademas, este tipo de equipos son muy caros y de operacion compleja, teniendo la necesidad

de ser manipulados por personal capacitado o especializado, afiadiendo que la deteccion toma
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mucho tiempo (Liu et al., 2020). Por ello, el desarrollo de blosensores es prometedor para
mejorar el proceso de analisis y se presenta como una gran alternativa ya que se busca que
puedan monitorear en el punto de atencion en dispositivos portatiles, ademas de que reduce
el tiempo de deteccion, la cantidad de muestra, costos, teniendo una gran selectividad para

deteccion de biomarcadores (Haleem et al., 2021; Koh et al., 2016).

Debido a su precisién analitica, seria ingenuo creer que la investigacion de biosensores se
limita a un solo nicho, y se pude ver claramente porque ha llevado a un rapido crecimiento
en el desarrollo e investigacion de estos, en las Gltimas décadas (Bhalla et al., 2016). Ademas,
la introduccion de esta tecnologia ha tenido un impacto significativo en la sociedad,
facilitando a los centros sanitarios el proceso clinico para problemas de dafio renal, e incluso
disefiados para ser una herramienta de analisis fiable y sencilla sin necesidad de
conocimientos multiples y profesionales, por ende, puede ser operado en todo momento y en
cualquier lugar por los propios pacientes con problemas de dafio renal, evitando los procesos
de analisis clinicos convencionales que generalmente tienen altos costos, son de operacién
compleja, son de largo tiempo de respuesta, y con una mayor probabilidad de resultados
falsos-positivos (Bhalla et al., 2016; Haleem et al., 2021). Por ello, la deteccién y monitoreo
en tiempo real de la creatinina y urea es de gran importancia para el control, prevencién y
diagndstico de ciertos trastornos generados por problemas de dafio renal, como los TCU que
pueden provocar hasta el deceso si no es detectado a tiempo (Ah Mew et al., 2003; Cornell
Universit, 2013).

Es por ello que en este trabajo se revisaran los aspectos enzimaticos y bioguimicos de los
biomarcadores especificos asociados a problemas de enfermedad renal, para desarrollar un
dispositivo de biosensado multiple basado en cinta, utilizando ensayos bioquimicos
colorimétricos que permitan medir los niveles de urea y creatinina con interés clinico en
pacientes con enfermedad renal. De igual manera, se involucrara técnicas de telemedicina,
objetivo que se persigue mediante la creacién de una aplicacion para smartphones que
combine el procesamiento de imagenes con la utilizacion de dichos dispositivos, que nos
permita registrar los cambios en los ensayos colorimétricos y, por ende, los cambios del
triplete RGB de la prueba que nos permitira la lectura colorimétrica enzimatica para

determinar las concentraciones de creatinina y urea en rangos que son fisiol6gicamente
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relevantes. Este conjunto de un sistema de biosensores basado en teléfonos inteligentés puede
generar oportunidades potenciales para la deteccion y monitoreo clinico no invasivo de

enfermedades renales.
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2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

La enfermedad renal cronica (ERC) es altamente prevalente en todo el mundo, afectando mas
del 10 % de la poblacion mundial, con un impacto notable la poblacion de adultos mayores,
llegando a afectar a méas del 50 % de aquellos mayores a 70 afios (Mora-Gutiérrez et al.,
2017; Levey et al., 2015; Ellam et al., 2016). EI problema se torna alin mas de especial
cuidado ya que en muchos paises, principalmente aquellos desarrollados, el nimero de
personas mayores esta creciendo debido a la reduccién de la mortalidad y el incremento de

la poblacidn de la generacion de baby boomers (Maw et al., 2013).

El andlisis de urea junto con el de creatinina, se utiliza principalmente para estimar la funcién
renal en diversas situaciones, ayudar a diagnosticar enfermedades renales y controlar la
condicion de pacientes tanto con disfuncion renal cronica como aguda (Lab Tests, 2021).
Desde un punto de vista fisioldgico, la insuficiencia renal se caracteriza por una reduccién
en la filtracién de la sangre o mejor conocida como la Tasa de Filtracion Glomerular (TFG),
lo que se manifiesta clinicamente con niveles elevados de creatinina y urea en el suero (Lopez
et al., 2012). Los rangos de concentraciones de urea en adultos mayores a 60 afios
convencionalmente son de 8-23 mg/dL, mientras que en adultos jévenes van de 17-45 mg/dL,
por otro lado, los valores de la creatinina abarcan de 0.6-1.3 mg/dL, similar a los valores de
personas jovenes gque van de 0.5-1.13 mg/dL (Medline Plus, 2021; Lab Tests, 2021; Savia, S.
f.; MC, 2023; Garg, 2024). La mejor manera en la practica clinica para evaluar la funcion
renal es mediante la estimacion de la TFG, haciendo uso de formulas que se basan en los
niveles de creatinina sérica (Dehesa, 2008). En la actualidad, el diagnostico de la enfermedad
renal se puede realizarse mediante: analisis de sangre, analisis de orina, pruebas por
imagenes, e incluso la extraccion de una muestra de tejido renal para su analisis, lo cual puede
llegar a ser un procedimiento bastante invasivo y consumir mucho tiempo (Mayo Clinic,
2021b).

De ese modo, el aumento gradual de la morbilidad, los costos elevados de los tratamientos,
la limitada disponibilidad de servicios y los presupuestos de salud insuficientes en muchos
paises en via de desarrollo, entre otros factores, tienen un impacto significativo en términos
humanos, éticos, econémicos, sociales e incluso politicos al abordar este desafio de salud

(Gamez Jiménez et al., 2013). Lo que ha motivado a aumentar los esfuerzos por una
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deteccion precoz de los marcadores, mucho mas precisa, a menores costos y con una mejor
coordinacion entre distintas especialidades, como es el caso del aprovechamiento de lo que
puede ofrecernos la nanotecnologia y los biosensores.
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3. JUSTIFICACION

Hablando de biosensores especificamente, los nanomateriales juegan un rol bastante
importante en esta area, principalmente se ha estudiado una aplicacion especifica que es la
inmovilizacion de enzimas. La inmovilizacion de enzimas en nanomateriales puede aumentar
su actividad y conferirles resistencia frente a agentes como proteasas 0 solventes organicos
(Ache, 2018). Los nanomateriales son de gran importancia ya que tienen la capacidad de
incrementar la relacion de area de superficie a volumen, lo que incrementa la estabilidad de
la enzima inmovilizada e incrementa el desempefio enzimatico (Fatima et al., 2021). Es decir,
el uso de nanomateriales puede conducir a un mayor rendimiento del biosensor, lo que se
incluye una mayor sensibilidad y un bajo limite de deteccion de varios 6rdenes de magnitud,
mostrando una mayor actividad quimica, resistencia mecanica, propiedades electrocataliticas
y difusividad mejorada, todo esto es posible gracias a las propiedades fisicoquimicas con las
que cuentan los nanomateriales, que a su vez los hacen bastante Utiles para la inmovilizacion
(Ayesha Fazal Nawaz et al., 2021; Malhotra et al., 2018). De manera general, todas las
ventajas de las enzimas inmovilizadas sobre particulas del tamafio de una micra se heredan
cuando se utilizan nanomateriales como soportes solidos (Munishwar et al., 2011). Entre las
ventajas de utilizar enzimas inmovilizadas se encuentran: el aumento de la estabilidad de la
enzima frente a variaciones de pH y temperatura, la posibilidad de recuperar y reutilizar las
enzimas, enantioselectividad mejorada, aplicaciones sencillas de procesos enzimaticos
continuos, operacion del reactor mas sencilla, bajo costo del producto, separacién del
producto, y una catalisis respetuosa con el medio ambiente (Arroyo, 1998; Arabaci et al.,
2020).

La colorimetria es una técnica utilizada en los laboratorios de Bioquimica que proporciona
informacion cualitativa y cuantitativa sobre las sustancias disueltas. La deteccion de
biomarcadores por medio de métodos colorimétricos es otra forma de analisis biologico de
fluidos in situ no invasivo. Dichos métodos permiten una evaluacién semicuantitativa, rapida,
econdémica y confiable de biomarcadores en diversos biofluidos como el sudor, orina, saliva
0 sangre (Shen et al., 2012). En el desarrollo de biosensores se esta incorporando cada vez
mas el uso de enzimas, teniendo en cuenta parametros y caracteristicas de rendimiento

especificas para su mejora, como el costo, el limite de deteccidn, el tiempo de respuesta, y la
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vida atil (Lad et al., 2008). Gracias a un amplio conocimiento sobre la nueva tecnologla
emergente de biosensores de proxima generacion, los biosensores de analisis portatiles y la
telemedicina tendran un gran impacto en un campo que se encuentra en un rapido desarrollo.
Esto se debe a sus caracteristicas como la capacidad e deteccion en tiempo real, que son no
invasivas y que suelen ser de bajo costo (Kim et al., 2015; Gao et al., 2016). Por ello, estan
surgiendo nuevas tecnologias que podrian adaptarse a los biosensores portatiles para ampliar
sus capacidades de realizar un seguimiento fisioldgico en tiempo real y con resultados
confiables. El uso de biosensores portatiles para monitorizar el estado fisioldgico de los
pacientes en tiempo real es fundamental para proporcionar informacion detallada sobre su
salud, rendimiento deportivo, funcion cardiovascular, entre otros y, proporcionar una mejor
calidad de vida (Ye et al., 2020).

Es vital considerar que la tecnologia actualmente desarrollada no parece ser adecuada para
que un solo biosensor permita detectar creatinina y urea en orina, sangre o sudor humanos
sin antes diluir, y es por eso que las pruebas se realizan en laboratorios. La literatura indica
que medir los niveles de creatinina y urea en sangre u orina humana es clinicamente crucial,
ya que estos valores reflejan parcialmente que tan bien o que tan mal se encuentran la funcion
renal y muscular (Tietz et al., 1994). Con el conjunto de un sistema de biosensores de multi-
sensado basado en reacciones enzimaticas, el uso de nanomateriales y gracias a la tecnologia
de camara avanzada y sofisticada de los teléfonos inteligentes, han surgido nuevas
alternativas para leer los niveles de diferentes biomarcadores mediante el analisis de color
utilizando procesos colorimétricos donde detecta opticamente los biomarcadores en una gota
de sangre, sudor, saliva u orina (Malhotra et al., 2018). Estas tecnologias aln se encuentran
en su pleno auge, por ende, aun existen dificultades, pero es una tecnologia prometedora.
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4. ANTECEDENTES

4.1. Dafo renal

Los rifiones son 6rganos del tamafio de un pufio, situados debajo de las costillas inferiores en
la parte posterior del cuerpo, justo por encima de la cintura (National Kidney Fundation,
2015; Nefralia, s. f.). Estos 6rganos realizan numerosas funciones esenciales para mantener
el equilibrio interno. A través de los procesos de reabsorcion y secrecion, producen orina, lo
que permite a los rifiones eliminar sustancias de desecho, y estabilizar el volumen y las
propiedades fisicoquimicas del liquido extracelular (Consejo General de Colegios Oficiales
de Farmaceéuticos, 2017; KidsHealth, 2023).

Fig. 1. Representacion de los rifiones desde la vista posterior (Imagen creada a partir del software Anatomia —
Atlas 3D | Catfih Animation Studio S.r.L.).

Una de las principales funciones de los rifiones se debe a su abundante irrigacion sanguinea,
necesaria para su papel de purificacion, de ahi que se les considere como un filtro sanguineo,
que a su vez permite conservar lo que el cuerpo necesita y eliminando lo que no. Esto se da
gracias a la existencia de ovillos microscopicos denominados glomérulos. También se
encargan de regular el equilibrio hidrico del cuerpo, asegurandose de mantener la cantidad
adecuada de liquido; cantidades insuficientes o excesivas pueden ocasionar complicaciones.
Y finalmente pero no menos importante, se encargan de la produccién de hormonas,
precisamente de tres de suma importancia, de las que tenemos aquellas que se encargan de
sefializar de generacion de glébulos rojos, las relacionadas con el control de la presion arterial
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y las que facilitan la utilizacion de la vitamina D por parte del organismo (National Kidney

Fundation, 2015; Consejo General de Colegios Oficiales de Farmaceuticos, 2017).

Glandula

Nefrona suprarrenal

Pélvis
renal
Arteria renal

Cortes de las

piramides

Vena renal
Piramides
(médula) Seno renal

Rinon (derecho)

Fig. 2. Anatomia del rifién. Corte transversal del rifion derecho que muestra los componentes de este (Imagen
creada en BioRender a partir de imagenes tomadas del software Anatomia — Atlas 3D | Catfih Animation
Studio S.r.L.).

Dentro de la estructura del rifion, es importante resaltar la unidad estructural y funcional del
parénquima renal llamada nefrona, que a su vez esta constituida por los siguientes elementos:
glomérulo, tabulo proximal, aparato yuxtaglomerular, tabulo distal, asa de Henle, y tubo
colector. Entre estos elementos, uno destacable es el glomérulo, cuya funcién principal es
actuar como un tamiz (o filtro) para el plasma sanguineo, reteniendo dentro del torrente
sanguineo moléculas grandes como proteinas y filtrando al sistema tubular las pequefias
(Consejo General de Colegios Oficiales de Farmacéuticos, 2017).
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Fig. 3. Representacion de la nefrona y sus partes (Imagen creada en BioRender a partir de imagenes del
software Anatomia — Atlas 3D | Catfih Animation Studio S.r.l.).

El cuerpo de un adulto promedio contiene aproximadamente de 3.8 litros a 5.7 litros de sangre
en circulacion, la cual es filtrada por los rifiones alrededor de 40 veces al dia, es decir, en
condiciones normales, el rifion sano filtra aproximadamente entre 170-190 litros de plasma
en 24 horas, lo que a su vez supone que aproximadamente cada media hora filtran la sangre
total del cuerpo, considerando de igual manera que el valor de referencia del aclaramiento
plasmatico en varones sanos es de 130 mL/min/1.73m?, y de 120 mL/min/1.73m? en mujeres
sanas. Ademas, el 99 % del volumen total de plasma filtrado es reabsorbido y retorna a la
circulacién general, mientras que solo el 1 % restante se convierte en orina, de modo que se
expulsan por la vejiga entre 1-2 litros diarios de orina (KidsHealth, 2023; Itziar, 2009;
National Kidney Fundation, 2015; Consejo General de Colegios Oficiales de Farmacéuticos,
2017; Nefralia, s. f.; Equlibriorenal, s. f.).

Algunos médicos usan el término insuficiencia renal, enfermedad renal y falla renal
indistintamente, aunque si hay diferencias principalmente con respecto a la etapa del dafio
renal. También, otros médicos usan falla renal para referirse a las etapas finales de la
enfermedad renal cronica (ERC), o por sus siglas en inglés: Chronic Kidney Disease (CKD)
(Edwards, 2023; Gillette, 2023). La insuficiencia renal es principalmente la inhabilidad,
parcial o total, de los rifiones para filtrar la sangre de manera apropiada. Es decir, se refiere
a cuando los rifiones estan funcionando pobremente, esto ocurre cuando la funcién renal se

reduce a menos del 15 % de su nivel normal, y necesitan de tratamiento o de un diagndstico
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ad|C|onaI (Consejo General de Colegios Oficiales de Farmacéuticos, 2017 Edwards 2023;
NIDDK, 2018). Hay dos categorias de insuficiencia renal: la insuficiencia renal aguda (IRA),
o dafio renal agudo (DRA), y la insuficiencia renal crénica (IRC), o enfermedad renal crénica
(ERC) (Edwards, 2023).

La insuficiencia renal aguda (IRA) se define como un conjunto de sintomas clinicos que se
caracterizan por un deterioro repentino, generalmente reversible, de la funcién renal. Este
deterioro puede llevar a una descompensacion en la homeostasis del cuerpo y a la retencion
de productos finales del metabolismo nitrogenado, como la urea y la creatinina, ademas de
alteraciones en el equilibrio de liquidos, electrolitos y acido-base (Andreu-Periz et al., 2003).
La insuficiencia renal aguda puede surgir por diversas razones, incluyendo una rapida
disminucion en la filtracion glomerular (FG), lo que impide al rifion eliminar los productos
nitrogenados y mantener el equilibrio de liquidos y electrolitos. Esto conlleva a un aumento
en los niveles de urea y creatinina en la sangre, acompafiado o no de oliguria. Ademas, se
manifiesta mediante alteraciones en el flujo de la orina (Diaz de Le6n-Ponce MA et al., 2017;
Gainza de los Rios, 2020). El término insuficiencia renal aguda se utiliza cuando los niveles
de creatinina en suero aumentan > 0.5 mg/dL (o mas de un 50 %) en comparacion con los
valores basales previamente establecidos, o cuando la TFG disminuye en un 50 % o0 mas

(Consejo General de Colegios Oficiales de Farmacéuticos, 2017).

La insuficiencia renal aguda presenta una alta tasa de morbilidad y mortalidad, con una
mortalidad que puede superar el 50 por ciento. A pesar de los avances en el tratamiento de
los pacientes agudos, esta tasa apenas ha experimentado cambios significativos en los ltimos
afios. Basandose en el mecanismo subyacente, se pueden clasificar en tres categorias
principales: insuficiencia renal aguda prerrenal o funcional, causada por una reduccion en el
flujo sanguineo al rifidn; insuficiencia renal aguda renal u orgénica, que resulta de lesiones
intrinsecas en el tejido renal o sus vasos; e insuficiencia renal aguda posrenal u obstructiva,

en la que hay dificultades para eliminar la orina (Andreu-Periz et al. 2003).

La IRA prerrenal o funcional, que representa hasta el 60 % de los casos, se caracteriza por
un fallo en la funcidn renal en un rifién que se encuentra estructuralmente intacto. Este fallo
es resultado de una reduccion en el gasto cardiaco o de una disminucién en el volumen de

liquidos corporales (hipovolemia), lo que conduce a una disminucion en la TFG como
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respuesta fisioldgica a la disminucién en la perfusion del rifion (hlpoperfusmn) La orina
producida en esta situacion se encuentra con una mayor concentracion en solutos de desecho
como urea, creatinina, fosfatos y amonio, lo que resulta en una osmolalidad elevada. Sin
embargo, no se lograra eliminar completamente todas las sustancias de desecho, lo que dara
lugar a una retencion de productos nitrogenados, también conocida como azotemia (Gainza
de los Rios, 2020; Andreu-Periz et al. 2003; Diaz de Ledn-Ponce MA et al., 2017).

La IRA renal u organica constituye aproximadamente el 35 % de todos los casos de
insuficiencia renal. En esta situacion, se produce una lesion en diferentes niveles del tejido
renal, que puede afectar los tubulos, los glomérulos, los vasos sanguineos, o el intersticio.
Como caracteristica, la orina presenta una baja osmolaridad (menor que 250 mOsm/Kg) y
una fraccién de excrecién de iones de sodio (Na*) mayores que 40 mEg/L. (Andreu-Periz et
al. 2003; Gainza de los Rios, 2020; Consejo General de Colegios Oficiales de Farmacéuticos,
2017).

Por ultimo, la insuficiencia renal aguda posrenal u obstructiva, que es la menos comun y
representa solo el 5 % de los casos. Aunque los rifiones inicialmente pueden funcionar
correctamente en términos de filtracion, reabsorcidn y secrecion, una obstruccién en el flujo
de la orina, que puede ocurrir en la uretra, la vejiga o el area retroperitoneal, eventualmente
afecta estas funciones. Si la obstruccion es bilateral (o unilateral en un solo rifion funcional),
puede resultar en anuria, definida como la produccion de menos de 100 mL de orina al dia.
En este escenario, se denomina fracaso renal agudo obstructivo o posrenal. Sin embargo, este
tipo de insuficiencia renal aguda tiende a ser altamente reversible, y la funcién renal
generalmente se restablece rapidamente una vez que se corrige la causa subyacente o se
facilita el flujo de orina, ya sea mediante sondaje, cateterizacion o cirugia (Andreu-Periz et
al. 2003; Gainza de los Rios, 2020).

Como ya se abord6 brevemente, existen diferentes causas que producen algun tipo de IRA,
por reduccion del flujo sanguineo hacia los rifiones, por lesiones directas a los rifiones y por
obstruccion del sistema de drenado de orina (Mayo Clinic, 2022; AKF, 2022).

En las formas leves de IRA podria no haber signos ni sintomas, no obstante, a medida que la
afeccion se agrava, pueden presentarse ciertos sintomas como disminucion en la frecuencia

de la miccion (diuresis), retencion de liquidos que se manifiesta como hinchazon en las

()
L)



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERE'Tf\RO ‘ |NGEN]E RV\
FACULTAD DE INGENIERIA JEN ngﬁo% '

piernas, tobillos o pies, debilidad o fatiga, confusion, nauseas, dolor en eI pecho
convulsiones o incluso coma en casos mas graves (Edwards, 2023; AKF, 2022; Mayo Clinic,
2022). Dentro de los factores de riesgos para desarrollar IRA tenemos: el estar hospitalizado
(sobre todo por una enfermedad grave), tener 65 afios 0 méas (edad avanzada), tener
enfermedades cardiacas, tener antecedentes de enfermedades renales, presion arterial alta
severa y no tratada, diabetes, enfermedades hepaéticas, estar muy deshidratado o no retener el
agua en el organismo, y algunos tipos de cancer y sus tratamientos (AKF, 2022; Mayo Clinic,
2022).

En cuanto a la insuficiencia renal crénica (IRC o ERC), se caracteriza, segun la KDIGO
(Kidney Disease Improving Global Outcomes), por anormalidades en la estructura o funcién
del rifidn que persisten durante mas de tres meses y tienen repercusiones en la salud (Official
Journal of the International Society of Nephrology, 2013; Stevens et al., 2013). Aunque la
IRA y la IRC son dos entidades distintas, existe una relacion entre ellas. La IRA puede
desencadenar o empeorar la ERC, mientras que la ERC puede aumentar el riesgo de
desarrollar IRA. La presencia de IRA puede acelerar la progresion de la ERC y aumentar el
riesgo de complicaciones graves, como enfermedades cardiovasculares y mortalidad (Chawla
etal., 2014; Siew et al., 2015).

En este caso, con respecto a la ERC, la pérdida de las funciones se da de manera gradual, en
comparacioén con la IRA, es decir, se da de manera lenta y por etapas. También se sabe que
en las etapas tempranas es dificil notar algin sintoma o signo, y no es sino hasta las etapas
avanzadas cuando se dan cuenta de que la afeccidn esta ahi y ya esta avanzada (Andrew
Bentall, 2021; OPS, s. f.; National Kidney Fundation, 2015). Esta estrechamente vinculada
con la pérdida progresiva y generalmente irreversible de la TFG, lo que resulta en una serie
de sintomas y signos conocidos como uremia. En su fase terminal (estadio 5 o ERCT), el
paciente necesita terapia de reemplazo renal (TRR) o dialisis (hemodialisis o dialisis
peritoneal), ya que de no recibir tratamiento, puede llevar a la muerte (Torres Zamudio, 2003;

Espinosa-Cuevas, 2016; Gémez-Carracedo et al., 2006).

La enfermedad renal cronica se divide en 5 etapas, cada una representando un deterioro
progresivo en la funcién renal en comparacion con la etapa anterior. Estas etapas se utilizan

para evaluar el nivel de funcion renal, el cual se determina mediante una prueba Ilamada tasa
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de flltracmn glomerular (TFG), de ahi la importancia de la TFG (Natlonal Kldney Fundatlon
2015). La TFG es el principal indicador de la funcién renal en personas tanto sanas como
enfermas, ya que proporciona una excelente medida de la capacidad de filtrado del rifion. Se
define como el volumen de fluido filtrado por unidad de tiempo, generalmente medido en
mililitros sobre minuto (mL/min). En individuos sanos, sus valores fisioldgicos suelen estar
entre 90 + 14 mL/min/m? en varones y de 60 + 10 mL/min/m? en mujeres, y se calcula que
existe una disminucion de 10 mL/min/1.73m? por cada década a partir de los 40 afios,
llegando a ser la mitad a los 80 afios (Consejo General de Colegios Oficiales de
Farmacéuticos, 2017; Itziar, 2009).

La forma clasica de medir la TFG es mediante la prueba de aclaramiento de creatinina, la
cual compara muestras de sangre y orina recolectadas durante 24 horas. La concentracién de
creatininaen el plasma es un buen indicador de la TFG porque su aclaramiento es aproximado
y su tasa de excrecion se mantiene relativamente constante. Sus valores fisioldgicos normales
son de 117 + 20 mL/min en varones y de 108 + 20 mL/min en mujeres. De modo que cuando
existe una reduccion del aclaramiento de creatinina estimado < 60 mL/min/1.73 m? se dice
que existe ERC (Gomez-Carracedo et al., 2006; Consejo General de Colegios Oficiales de

Farmacéuticos, 2017).

Como ya se habia mencionado, los estadios o etapas de la ERC se clasifican o establecen de
acuerdo con la funcién renal medida por la TFG, de modo que tenemos (Gémez-Carracedo
et al., 2006; National Kidney Fundation, 2015; Stevens et al., 2013):

e Etapa 1 TFG > 90 mL/min/1.73m? Dafio renal con FG normal.

e FEtapa2 TFG 60-89 mL/min/1.73m?: Dafio renal con FG ligeramente disminuido, leve
pérdida de la funcion renal. En esta etapa, al igual que en la anterior, se pueden
detectar microalbuminuria/proteinuria, alteraciones en el sedimento urinario y

anomalias en las pruebas de imagen

e FEtapa 3 TFG 30-59 mL/min/1.73m? FG moderadamente disminuido. Pérdida
moderada de la funcion renal. Puede estar acompafiada de las siguientes alteraciones:
elevacion de urea y creatinina en sangre, problemas clinicos como hipertension o

anemia, anomalias de laboratorio como hiperlipidemia o hiperuricemia, leves
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alteraciones en el metabolismo fosfo-calcico y una reducmon en Ia capamdad de

concentracion urinaria (poliuria/nicturia).

e FEtapa4 TFG 15-29 mL/min/1.73m?: FG gravemente disminuido. Pérdida grave de la
funcién renal. Se produce una intensificacion de alteraciones clinicas, entre ellas
tenemos la anemia intensa refractaria, hipertensién acentuada, trastornos digestivos,

circulatorios y neuroldgicos.

e Etapa 5 TFG <15 mL/min/1.73m?: Fallo renal. Etapa en la que es necesario TRR 0
diélisis. Cursa con osteodistrofia renal y trastornos endocrinos y dermatoldgicos
sobreafiadidos a las alteraciones previas.

Algunas de las causas que pueden originar IRC podrian ser las mismas que causan la IRA,
sin embargo a continuacion se presentan las enfermedades, afecciones y factores de riesgo
identificados que causan ERC. Dentro de las enfermedades y afecciones destacan: diabetes
tipo 1 o tipo 2, glomerulonefritis, presion arterial alta, nefritis intersticial, enfermedad renal
poliquistica y otras enfermedades renales hereditarias, reflujo vesicoureteral, obstruccion
prolongada de las vias urinarias, infeccion renal recurrente, enfermedades autoinmunes,
malformaciones en el rifion y/o en el tracto urinario, obesidad, y dislipemia. Dentro de los
factores destacan: el ser mayor de 60 afios, el consumo excesivo de farmacos (sobretodo
antiinflamatorios no esteroideos), tabaquismo, trasplante renal, lesiones renales, masa renal
reducida, bajo peso al nacer, y nivel socioeconémico bajo (Medline Plus, 2021; NKF, 2022a;
Andrew Bentall, 2021; Gdmez-Carracedo et al., 2006).

En cuanto a su sintomatologia, también suele ser similar a la que se produce con IRA, al
principio pudiera no sentirse nada sino hasta que esta avanzada. En este caso puede incluir:
falta de apetito, picazén y resequedad en la piel, fatiga, dolor de cabeza, nduseas, pérdida de
peso, cambio de pigmentacion en la piel, dolor de huesos, hinchazon en extremidades,
calambres, mal aliento, hipo frecuente, sed excesiva, amenorrea, y problemas para
concentrarse (Medline Plus, 2021; NKF, 2023).

Si la enfermedad renal no se trata, puede provocar otras complicaciones secundarias, tales
como hipertensiéon arterial, enfermedades cardiacas y vasculares, anemia, trastornos

minerales y 6seos, dafo al sistema nervioso central (SNC), disminucion de la respuesta
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dad muscular,

lesiones permanentes, y eventualmente, la necesidad de dialisis o trasplante de rifion. En

casos extremos, puede llevar a la muerte (National Kidney Fundation, 2015; Mayo Clinic,

2022; Andrew Bentall, 2021).La ERC se asocia con una alta morbilidad y comorbilidad, ésta

Gltima relacionada principalmente con enfermedades cardiovasculares (CVD, por sus siglas

eninglés) por ejemplo el sindrome coronario agudo, accidente cerebrovascular, fallo cardiaco

0 muerte sUbita cardiaca, afectando la calidad de vida de los pacientes. Estudios han

demostrado un incremento en el riesgo de muerte y mortalidad cardiovascular en relacién a

la TFG; en aquellos con una TFG de 45-59 mL/min/1.73m?, el riesgo incrementa en un 43

%, y en aquellos con valores por debajo de 15 mL/min/1.73m? el riesgo incrementa en un
343 % (Official Journal of the International Society of Nephrology, 2013; Hill et al., 2016;
Robles-Osorio et al., 2015; Chavez-Gomez et al., 2017; Perales-Montilla et al., 2012).

Tabla 1. Principales similitudes y diferencias entre los dos tipos de insuficiencia renal: Insuficiencia Renal
Aguda (IRA) e Insuficiencia Renal Cronica (IRC).

Tipo de deterioro
renal

Reversible

Caracteristica mas
evidente

Grupos de
clasificacion/ etapas

Causas principales

Sintomas

IRA IRC 0 ERC
Brusco Gradual
Si No
Disminuciérllébrupta de la Disminucion de la TEG

3: Pre-renal, Renal, Pos-
renal

5: Normal, Ligeramente disminuido,
Moderadamente disminuido, Gravemente
disminuido, Fallo renal

o Reduccion de flujo
sanguineo hacia los rifiones

o Enfermedades y afecciones como diabetes,
hipertension, obesidad, glomerulonefritis, entre
otras

o Lesiones directas

o Factores como ser mayor de 60 afios, consumo en
exceso de farmacos, tabaquismo, bajo pero al
nacer, nivel socioeconémico

o Obstruccion del sistema
de drenado de orina

° Algunas causas podrian ser las mismas que
causan IRA

o En formas leves podrian
no existir

Si aumenta la severidad:
o Diuresis

° Retencion de liquidos

\

()
L)

° En etapas tempranas es dificil de notar

En etapas muy avanzadas:
o Falta de apetito

o Dolor de cabeza
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o Debilidad, cansancio, . .
o Picazon y resequedad en piel

fatiga
o Confusion o Pérdida de peso
o Nauseas ° Dolor de huesos
° Dolor en pecho o Mal aliento y sed excesiva
o Convulsiones o coma ° Hipo frecuente

° Pigmentacion en piel
° Hinchazén

o Calambres

o Nauseas

Para 2016 la prevalencia global media fue de 13.4 %, mayor al dato anterior que se tenia de
11.0 %. La prevalencia aumenta con la edad, llegando a afectar al 27.6 % de las personas
mayores de 60 afios y a cerca del 35 % en la poblacion de méas de 70 afos, tan solo en las
primeras etapas (Hill et al., 2016). Sin embargo, para 2017 la prevalencia se estimé en un 9.1
% a nivel mundial, alcanzando una cifra de casi 700 millones de individuos, lo que sugiere
que hay una cantidad mayor de individuos afectados en comparacion con aquellos que
padecen diabetes, enfermedad pulmonar obstructiva cronica, trastornos depresivos
osteoartritis, 0 asma. Ademas, la prevalencia fue 1.29 veces méas en mujeres que en hombres,
9.5 % y 7.3 % respectivamente (Bikbov et al., 2020; Carney E.F., 2020; Persaud, 2020;
Fundacién Femeba, 2020; Lorenzo-Sellares et al., 2022). Aunque la prevalencia reportada
en GBD (Global Burden of Diseases) de 2017 es menor que la global estimada del meta
analisis publicado en 2016 (13.4 %), se atribuye que la diferencia se debe a variaciones en
aproximaciones metodoldgicas y criterios de inclusion de datos. Por ejemplo, se sabe que en
las regiones con las cargas mas altas de ERC tienen de poco a nada de datos disponibles sobre
la incidencia y prevalencia, o que la mayoria de las fuentes de datos que informan la
prevalencia de la ERC no fatal son transversales y no repiten las mediciones de creatinina
séricay ACR en orina durante 3 meses, como sugieren las pautas KDIGO, para confirmar la
cronicidad de las anomalias. También, estudios sugieren que el uso de una medicion de TFG
disminuida para caracterizar la ERC podria sobrestimar la prevalencia en un 25 a 50 %
(Bikbov et al., 2020). La prevalencia global de personas con ERC en todas las franjas etarias
aumento un 29.3 % entre 1990 y 2017, sin embargo, la prevalencia ajustada por edad se
mantuvo constante en un 1.2 % (Fundacién Femeba, 2020; Bikbov et al., 2020). Ademas,
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debldo a enfermedades comunes como la hipertension arterial o la dlabetes mellltus se espera

que la prevalencia aumente al 35-40 % en los afios venideros (Lorenzo-Sellares et al., 2022).

Se ha notado un incremento exponencial de mortalidad en TFGs bajas. El riesgo se vuelve
significante con una TFG proxima a 60 mL/min/1.73m?, y es dos veces mayor cuando el
valor de TFG se aproxima entre 30-45 mL/min/1.73m?, comparado con los valores 6ptimos
(90-104 mL/min/1.73m?) independientemente de albuminuria y factores de confusion
(Matsushita et al., 2010). En 2017, la ERC causé 1.2 millones de muertes, y del total de
muertes cardiovasculares (CVD), 1.4 millones fueron atribuidas a insuficiencia renal, lo que
represento el 7.6 % de todas las muertes por CVD en ese afio. Ademas, las muertes entre
ERC y CVD atribuidas a problemas renales, representan el 4.6 % de la mortalidad total en
ese mismo afo. En el afio 1990, se ubicd como la decimoséptima causa principal de deceso,
y desde entonces la ERC ha incrementado su tasa global de mortalidad en un 41.5 %,
escalando en la clasificacion llegando a ocupar la decimosegunda posicion para 2017
(Bikbov et al., 2020; Carney E.F., 2020).

Es crucial prevenir, detectar tempranamente y gestionar adecuadamente la ERC para
disminuir su impacto en la sociedad. Los objetivos de desarrollo sostenible de las Naciones
Unidas tienen apuntan a reducir la mortalidad prematura causada por enfermedades no
transmisibles (como la ERC) en un tercio para 2030 y dichas estimaciones sugieren que
abordar la ERC seré una consideracion importante para alcanzar estos objetivos (Carney E.F.,
2020).
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Fig. 4. Distribucion de porcentajes de prevalencia y mortalidad de ERC para el afio 2017 a nivel mundial
(Imagen tomada del Institute for Health Metrics and Evaluation).

4.2.  Diagnostico para dafio renal

El retraso en el diagnostico de la ERC conlleva a tres consecuencias potenciales: muchos
pueden morir por complicaciones prevenibles de la ERC sin haber tenido un diagnostico
definitivo; muchos no habrén podido tomar medidas en las primeras etapas con el fin de
reducir el progreso de la ERC; y muchos de ellos no contarén con el tiempo adecuado de
preparacion y organizacion de sus familias para el inicio de la TRR, asi como con los
establecimientos de salud, lo que en Gltima instancia puede llevar a una mayor morbilidad y
mortalidad (Nogueira et al., 2019).

Para diagnosticar una enfermedad renal, el médico deberd comenzar interrogando acerca del
historial médico personal y familiar del paciente, de manera que obtenga informacion acerca
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de la presencia de presion arterial alta, la ingesta de medicamentos que puedan afectar la
funcién renal, la presencia de cambios en los habitos urinarios y si algun familiar ha
presentado dafio renal (Mayo Clinic, 2021b). Para el diagndstico de enfermedad renal, es
posible que también se necesiten ciertas pruebas y procedimientos para determinar qué tan
grave es (etapa) su enfermedad renal. Las pruebas pueden abarcar desde analisis de orina y
sangre, hasta pruebas de imagen y una biopsia renal (Mayo Clinic, 2021b; NIH, 2016; NHS,
2023).

Dentro de los examenes de sangre, destacan la determinacion de la TFG y el aclaramiento de
creatinina. La TFG se considera el indicador mas completo de la funcién renal en condiciones
de salud y enfermedad. Sin embargo, no puede medirse facilmente en la practica clinica; en
lugar de eso, es estimado a partir de ecuaciones que usan los niveles de creatinina sérica, y
otras variables como lo es la edad, raza, sexo, y el tamafio corporal. La ecuacion més aceptada
y utilizada por laboratorios clinicos es la MDRD (Modification of Diet in Renal Disease),
aunque se menciona también que la ecuacion CKD-EPI (Chronic Kidney Disease
Epidemiology Collaboration) se desempefia mejor que la ecuacion MDRD, especialmente
con una TFG mas alta, de manera que podria incluso reemplazarla para el uso clinico (Levey
etal., 2009). La creatinina es un subproducto del metabolismo muscular normal en el cuerpo.
Los rifiones son responsables de filtrar la creatinina de la sangre. Cuando los rifiones no
funcionan adecuadamente, la creatinina y otros desechos se acumulan en la sangre. Por lo
tanto, se utiliza la concentracion de creatinina en la sangre para estimar la TFG. A medida
que la enfermedad renal progresa, los niveles de creatinina en la sangre tienden a aumentar
(NIH, 2016).

Los rifiones sanos deberan filtrar mas de 90 mL/min/1.73m?, de manera que es posible que
se tenga ERC si su tasa es inferior a esta (NKF, 2022a; NHS, 2023). Los valores normales
de TFG promedio son de 130 y 120 mL/min/1.73m?2 en hombres jovenes y mujeres jovenes
saludables, respectivamente (Stevens et al., 2008). Dentro de los métodos de medicion de
TFG tenemos: los marcadores (directos) de filtracion exdgenos, incluidos la inulina, el
iotalamato (marcado con *2°I o sin marcar), el acido etilendiaminotetraacético de cromo 51
(>!Cr-EDTA), el 4cido dietilentriaminopentaacético de tecnecio-99 (**Tc-DTPA) y el iohexol

proporcionan una buena precision; se puede utilizar el aclaramiento urinario o plasmatico de
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marcadores de filtracion exdgenos para medir la TFG; el aclaramiento urinario de marcadores
de filtracion exdgenos es menos susceptible de error que el aclaramiento plasmatico
(Lorenzo-Sellares et al., 2022; Levey et al., 2005). Los valores normales de creatinina sérica
oscilan entre 0.8 y 1.3 mg/dL en hombres, y entre 0.6 y 1.0 mg/dL en mujeres. Variaciones
de = 0.3 mg/dL entre distintos laboratorios pueden ser consideradas cambios interensayos

aceptables (Lorenzo-Sellares et al., 2022).

En cuanto a los exdmenes de orina, podemos destacar las evaluaciones de proteinuria, y mas
especialmente los analisis para albuminuria. Se sabe que los adultos sanos eliminan menos o
igual a 150 mg/dia de proteinas y tipicamente menos de 30 mg/dia de albimina en la orina
(Milani et al., 2022; Lorenzo-Sellares et al., 2022). La albumina es la proteina urinaria
preferida, la incrementada excrecion de albimina en la orina es el primer signo de
enfermedad renal crénica, asociada con diabetes, otras afecciones glomerulares y la
nefroesclerosis hipertensiva. La albuminuria podria también acompafiar a enfermedades
tubulo-intersticiales, enfermedad renal poliquistica, y enfermedad renal en receptores de
trasplante renal (Levey et al., 2005). La medicion de albimina en la orina, se prefiere incluso
mas que la medicion de la proteina total, ésta Gltima es mas apropiada para identificar tanto
albuminuria como proteinuria de bajo peso molecular (Eknoyan et al., 2003). Se dice que
hay un incremento en la prevalencia de alouminuria del 7 % en edades de entre 20 y 30 afios,
y de un 30 % en edades de 70 o mayores (Stevens et al., 2008). Existen diferentes métodos
con los que se puede hacer el ensayo de albumina como: turbidimetria (menos sensible y
especifica para la aloumina que otros métodos); nefelometria; radioinmunoensayo (RIA);
ensayo inmunoabsorbente ligado a enzimas (ELISA); si lo anterior no esta disponible, se
puede usar una tira reactiva a base de anticuerpos; y la tira reactiva convencional en muestras
puntuales de orina es aceptable (Levey et al., 2005). Mediante la medicion conjunta de
creatinina y albumina en la muestra de orina, es posible calcular el cociente albumina o
proteinas totales/creatinina (ACR). Este test mide y compara la cantidad de albumina con la
cantidad de creatinina en la muestra de orina. Se usa para estimar cuanta albumina pasa en la
orina durante 24 horas. Un rifién dafiado permite el paso de albumina a la orina; entre menos
albumina en la orina, mejor (Lorenzo-Sellares et al., 2022; NIH, 2016; NHS, 2023). Los
valores de ACR mayores > 300 mg/g (> 200 mg/g en hombres y > 300 mg/g en mujeres)

corresponden a varias definiciones de macroalbuminuria o proteinuria clinica, la cual esta
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asociada con niveles mayores de riesgo para la progresion de enfermedad renal y CVD El
término albuminuria deberia sustituirse por los terminos microalbuminuria (mayor de 30
hasta 300 mg de albumina/g de creatinina) y macroalbuminuria (valores > 300 mg albumina/g
creatinina) (Eknoyan et al., 2003; Levey et al., 2005). Investigadores reportaron que una
puntuacion de riesgo basada en la ACR en orina, creatinina sérica, alboimina sérica y
hemoglobina mejord la prediccion del riesgo de progresion de la nefropatia a ESRD (End-
Stage Renal Disease; enfermedad renal crénica terminal) del 50 % para la albdmina sola a
mas del 80 % para la puntuacion de riesgo (Taal et al., 2006). Es crucial detectar los factores
que estan vinculados con el avance de la ERC para determinar su pronéstico. Estos factores
abarcan la causa subyacente de la enfermedad renal cronica, el nivel de la TFG, los niveles
de albuminuria, la edad, el género, la raza o el origen étnico, la presencia de hipertension
arterial, entre otros (Official Journal of the International Society of Nephrology, 2013). De
esa manera, los clinicos necesitaran identificar tanto la albuminuria como la TFG, y més en
los adultos mayores; el riesgo por mortalidad y complicaciones es mayor que por progresion
de la falla renal para los adultos mayores, y en muchos pacientes mayores, las intervenciones
mas importantes deberian de reducir los riesgo de enfermedad cardiovascular y evitar la
toxicidad del rifién y otros efectos adversos de medicamentos y procedimientos clinicos
(Stevens et al., 2008; Masson et al., 2015).

Otra opcidn es la biopsia renal. Este es un procedimiento bastante invasivo y no exento de
riesgo. Se recomienda cuando hay incertidumbre en el diagndstico de la enfermedad renal
primaria o en la evaluacion del grado de dafio tisular crénico (Lorenzo-Sellares et al., 2022).
La biopsia renal involucra la remocion de una muestra (o varias) de tejido renal, generalmente
usando una aguja, para enviar esa muestra a un laboratorio a ser examinada bajo el
microscopio (Mayo Clinic, 2021b; NHS, 2023). La toma de la muestra puede hacerse de dos
maneras: la primera y preferida llamada percutanea; en ésta una aguja es colocada a traveés
de la piel que se encuentra sobre el rifién y se guia al lugar correcto en el rifién, generalmente
con la ayuda de una ecografia, la otra forma es la biopsia abierta; aqui la muestra se toma
directamente del rifion durante una cirugia (Mayo Clinic, 2021b; NHS, 2023; NKF, 2022b).

Algunos otros métodos para el diagndstico de dafio renal pueden ser los analisis de imagen,

como el ultrasonido (o sonografia) con el fin de evaluar la estructura y el tamafio de los
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rifiones, la ecografia abdominal, radiografias simples de abdomen y de torax (y de huesos Si
procede); para despistaje de uropatia obstructiva o para el despistaje de patologia vascular,
la ecografia Doppler, la resonancia magnética, o bien una tomografia computarizada.
También debe de tomarse en cuenta la exploracion fisica, registrando el peso, la talla,
posibles malformaciones y trastornos de desarrollo. También es esencial medir la presion
arterial, evaluar el sistema cardiovascular y toracico, realizar un examen del fondo de ojo, y
palpar el abdomen en busca de masas o rifiones palpables al aplicar presion en la region
lumbar (Gainza de los Rios, 2020; Lorenzo-Sellares et al., 2022; Radiologyinfo, 2022). Otra
forma mas novedosa es con la incorporacién de los llamados nuevos marcadores de dafio
renal. Entre estos marcadores se incluyen la cistatina C y la beta-2 microglobulina. La
cistatina C es una proteina producida por todas las células nucleadas del cuerpo. Se filtra
libremente en el rifidn y se reabsorbe completamente en los tdbulos proximales. Su medicion
se realiza mediante inmuno-nefelometria y, a diferencia de la creatinina, no esta influenciada
por la masa muscular. Ademas, se correlaciona de manera mas precisa con el FG en casos de
filtrados elevados. El proposito es facilitar la deteccion temprana de enfermedades, permitir
la diferenciacidn entre distintas patologias y establecer una evaluacion prondstica adecuada
(Gainza de los Rios, 2020).
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Fig. 5. Métodos comunes para el diagnéstico del dafio renal.
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4.3. Dano renal en México

Lamentablemente, la ERC es un problema global, y México no esta exento de ello. De hecho,
México se encuentra entre los tres paises con mayores pérdidas en el sector salud debido a
esta enfermedad. Actualmente, la ERC se considera un problema de salud publica
significativo, con incidencias y prevalencias aumentando anualmente (Méndez-Durén et al.,
2010; Dehesa, 2008; Lozano et al., 2013).

Por desgracia en México no existe un registro nacional de ERC (Polanco-Flores et al., 2019).
Sin embargo, para 2008 México alcanz6 la tasa mas alta de incidencia de enfermedad renal
terminal a nivel mundial. Ademas, entre 1990 y 2010 se estimé que la mortalidad por ERC
en México aumentd en un 393 %, situdndose entre las principales causas de mortalidad y
morbilidad (Chavez-Gémez et al., 2017; Arreola et al., 2019).

Por esta razén, se ha incentivado al sistema de salud a intensificar sus esfuerzos en la
deteccion precoz de la ERC, lo que permite optimizar las opciones de tratamiento, retrasar
su progresion y reducir potencialmente las complicaciones secundarias sistémicas, tales
como anemia, insuficiencia renal aguda, hiperparatiroidismo secundario, infecciones,
enfermedades cardiovasculares, y deterioro fisico y cognitivo, entre otras (Mora-Gutiérrez et
al., 2017).

Para 2017, se informé que la prevalencia de la ERC en México era del 12.2 %, con una tasa
de mortalidad de 51.4 por cada 100,000 habitantes (INSP, 2020; James et al., 2018), y en
adultos mayores oscila de 23.45 a 35.7 %, en funcion de la metodologia utilizada. Bastante
contrastante si se compara con la prevalencia en la poblacién joven que es del 7.2 % (Otero
Gonzélez, 2011). Los gastos de esta patologia son abrumadores para cualquier sistema de
salud, tan solo en 2014, el gasto anual promedio en salud por persona se estim6 en 8,966
ddlares estadounidenses (USD) en la Secretaria de Salud, y en 9,091 USD en el Instituto
Mexicano del Seguro Social (IMSS), esta ultima se encarga de atender aproximadamente al
80 % de los pacientes con este problema (IMSS, 2007; Figueroa-Lara et al., 2016; INSP,
2020).
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Fig. 6. Distribucion de porcentajes de prevalencia y mortalidad de ERC en los estados de México, asi como la
distribucion de porcentajes por Estado y género para el afio 2019 (Imagen tomada del Institute for Health
Metrics and Evaluation).

De acuerdo al estudio comparativo del Sistema de Datos Renales de Estados Unidos
(USDRS) ningun pais registra niveles de incidencia tan altos como Meéxico, donde se
reportan mas de 500 enfermos por cada millén de habitantes. Segun la Fundacion Mexicana
del Rifidn, en México hay actualmente entre 8 y 9 millones de personas con insuficiencia
renal en etapas tempranas, aproximadamente 109,000 con insuficiencia renal cronica en el
estadio 5, y cerca de 60,000 en tratamiento sustitutivo de la funcién renal (dialisis peritoneal
o hemodialisis), de los cuales solo el 50 % tiene acceso a la Salud Publica. Actualmente, el
costo mensual de atender a un paciente en tratamiento de dialisis es de aproximadamente 800
USD, lo cual supera el ingreso promedio de los hogares en el pais. Por eso es preocupante el
futuro que se prevé para esta enfermedad ya que, debido a su incremento acelerado en cuanto
a su incidencia y prevalencia, y de acuerdo con estimaciones del Centro Nacional de
Excelencia Tecnoldgica en Salud (CENETEC), se prevé que para el afio 2025 habrd
aproximadamente 212 mil pacientes con insuficiencia renal en fase avanzada, de los cuales
160 mil podrian fallecer anualmente. De modo que estariamos hablando que las cifras
podrian duplicarse a causa de la epidemia de obesidad, de diabetes, y el envejecimiento de la

poblacion (Tamayo et al, 2016; Secretaria de Salud, 2017).
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Es importante saber que el envejecimiento se asocia con diversos grados de dlsmlnucmn de
la funcidn renal. Sin embargo, un 11 % de las personas sin enfermedades subyacentes como
diabetes mellitus o hipertension arterial desarrollan ERC, posiblemente debido al
envejecimiento natural del rifién (Otero Gonzalez, 2011). Ademas, el rifion humano llega a
medir alrededor de 12 cm de longitud y pesar 400 g en la cuarta década de vida, luego
experimenta una disminucion anual natural del 10 % en su masa renal, por lo que en adultos
mayores existe un mayor riesgo de tener complicaciones e incluso la muerte (Levey et al.,
2015, Otero Gonzélez, 2011).

4.4. Biomarcadores

El uso de biomarcadores en la evaluacién de riesgos de determinadas afecciones médicas ha
aumentado significativamente durante la Gltima década (Gil Hernandez, s. f.). De igual
manera, la utilizacién de biomarcadores en investigacion basica, clinica y practica médica ha
alcanzado tal nivel de frecuencia que su inclusion como criterios primarios de evaluacion en
ensayos clinicos es ampliamente aceptada sin apenas objeciones (Strimbu et al., 2010).
Existen varias definiciones con ligeros cambios de lo que son los biomarcadores dependiendo
del campo cientifico de donde se aborde (toxicologia, higiene ocupacional, medicina y
epidemiologia) y también distintas clasificaciones de los mismos (Corella et al., 2015;
Vaidya et al., 2010), por ejemplo, en el campo de la toxicologia puede ser clasificado en
diferentes subgrupos de acuerdo a su uso, ademas de que un simple biomarcador puede ser
incluido en varios grupos (Patel et al., 2023). Los biomarcadores son particularmente
relevantes en el andlisis de enfermedades progresivas, en las cuales los sintomas no se hacen
evidentes hasta después de un extenso periodo de exposicion, de igual manera, nos pueden
servir para la identificacion de peligros, y para asociar una respuesta con la probabilidad de
un resultado de enfermedad (Gil Hernandez, s. f.; WHO, 1993).

El concepto de biomarcador, derivado de "marcador biol6gico", abarca una extensa categoria
de sefiales médicas, es decir, indicadores objetivos del estado de salud que pueden ser
observados externamente al paciente, y que se pueden medir de manera precisa y
reproducible. Estas sefiales médicas se distinguen de los sintomas medicos, que son las
percepciones de salud o enfermedad experimentadas por los propios pacientes (Strimbu et

al., 2010). Un biomarcador también podria considerarse como un fendmeno que ocurre
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dentro de un sistema bioldgico y que se interpreta como un indicador deI estado de salud del
riesgo de una enfermedad, o de la esperanza de vida (Arango V., 2012). El Grupo de Trabajo
de Definiciones de Biomarcadores de los Institutos Nacionales de Salud (NIH) y la
Administracion de Alimentos y Medicamentos (FDA) han definido el biomarcador como
“una caracteristica que se mide y evalua objetivamente como un indicador de procesos
bioldgicos normales, procesos patogénicos o respuestas farmacoldgicas a un agente
terapéutico o intervencion” (Gupta, 2014; Strimbu et al., 2010; Califf, 2018; Vaidya et al.,
2010; Sahu, 2022).

De manera general podemos decir que un es simplemente una molécula bioldgica que se
detecta en la sangre, u otro fluido biolégico, asi como en tejidos, cuya existencia indica un
proceso bioldgico normal o anormal, una condicién o una enfermedad, o bien como respuesta
a una intervencion determinada. Los biomarcadores son, por tanto, caracteristicas objetivas
y cuantificables de los procesos bioldgicos. También se puede encontrar con los nombres de
marcador biolégico, marcador molecular, y/o molécula distintiva (Corella et al., 2015; NIH,
s. f.; Strimbu et al., 2010).

El analisis de tejidos y fluidos corporales en busca de productos quimicos, metabolitos de
productos quimicos, enzimas y otras sustancias bioguimicas se ha utilizado para documentar
la interaccion de los productos quimicos con los sistemas bioldgicos. Es por ello que la
medida de esas sustancias, ahora referidas como biomarcadores, son reconocidas como
proveedores de datos que vinculan la exposicion a algin producto quimico con la dosis
interna y son relevantes para el proceso de evaluacion de riesgos (WHO, 1993). En una
amplia cantidad de esfuerzos de descubrimiento de biomarcadores, los biofluidos tales como
el suero, plasma, lagrimas o la orina han sido la muestra elegida por varias razones. La
primera de ellas es que es mucho mas sencillo obtener biofluidos que muestras de tejidos.
Por ejemplo, la recoleccidon de orina es casi completamente invasiva, y las muestras de sangre
son generalmente extraidas como parte de un examen fisico de rutina. Los biomarcadores no
invasivos son biomarcadores en los que los métodos de medicidn no penetran en el cuerpo o
son minimamente intrusivos. Generalmente se prefieren los métodos no invasivos a los
invasivos, dada su capacidad para reducir el riesgo de complicaciones, la facilidad de

realizarlos y la comodidad del paciente. Por otro lado, la recoleccion de muestras de tejido
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requiere de procedimientos muy invasivos que pueden incluir aneste3|a general o local,
ademas, lo vuelve impractico para una enfermedad que puede afectar solo a una pequefia
parte de la poblacion, y que se debe de adquirir la muestra anualmente (o en periodos mas
cortos) (Veenstra, 2010; Sahu, 2022).

Desde un punto de vista farmacéutico, tomando en cuenta la importancia y el uso del
biomarcador, tenemos las siguientes clases y definiciones de biomarcadores (Bleavins et al.,
2010):

e Validacion de objetivos: biomarcadores que evaltan la relevancia y el potencial de
gue un objetivo determinado se convierta en objeto de manipulacion que modificara
la enfermedad para proporcionar beneficios terapéuticos claros al tiempo que asegura

un indice terapéutico suficiente de seguridad y tolerabilidad.

e Biomarcadores de interaccion compuesto-objetivo: biomarcadores que definen los
parametros discretos de la interaccion compuesto (o biologica) con el objetivo

molecular.

e Biomarcadores farmacodindmicos: biomarcadores que predicen las consecuencias de
la interaccion del compuesto (bioldgico) con el objetivo. Los biomarcadores
farmacodindmicos incluyen eventos que son deseables desde el punto de vista

terapéutico y eventos adversos basados en el mecanismo de accion.

e Biomarcadores predictivos: un biomarcador predictivo se caracteriza por el
descubrimiento de que la deteccion o variacion en el biomarcador indica que es méas
probable que un individuo o conjunto de individuos experimenten un resultado
positivo o negativo debido a la exposicion a un producto médico o agente ambiental
(Califf, 2018).

e Biomarcadores de enfermedad: biomarcadores que se correlacionan estadisticamente
con el fenotipo de la enfermedad (sindrome) para el que se desarrollan los
tratamientos. La correlacion de niveles (en la circulacion, otros fluidos o tejidos) o
patrones de expresion (gen, proteina) en células o tejidos de sangre periférica debe
significar el inicio, la progresién, la regresion, la remision o la recaida de la

enfermedad.
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Biomarcadores de diagnostico: Un biomarcador de dlagnostlco detecta 0 vallda la
existencia de una enfermedad o condicion especifica de interés, o distingue a un

individuo con un subtipo particular de la enfermedad (Califf, 2018).

Biomarcadores de monitoreo: cuando un biomarcador se puede cuantificar
repetidamente para analizar el estado de una enfermedad o condicion médica en busca
de indicios de exposicidon a un producto médico o a un agente ambiental, o para
detectar un efecto de un producto médico o agente bioldgico, es un biomarcador de
monitoreo (Califf, 2018).

Otros: Seleccién de pacientes; biomarcadores que se utilizan para la seleccion de
pacientes para estudios clinicos, especificamente estudios de prueba de concepto o
ensayos clinicos de fase Il de confirmacion que se requieren para el registro de
medicamentos. Disefio de ensayos adaptativos; los objetivos de los ensayos de disefio
adaptativo son establecer un proceso integrado para planificar, disefiar e implementar
programas clinicos que aprovechen los disefios innovadores y permitan el aprendizaje
en tiempo real. EI método se basa en el desarrollo clinico de farmacos guiado por

simulacion.

Otra de las clasificaciones de los biomarcadores es desde el punto de vista toxicologico,

dentro de los cuales nos encontramos los de exposicion, efecto o susceptibilidad (Arango V.,
2012; Patel et al., 2023; WHO, 1993; Gil Hernandez, s. f.; Gupta, 2014):

Biomarcador de exposicion: Examina en un organismo la deteccion de una sustancia
externa, un metabolito o el resultado de la interaccion entre un agente xenobiético
(compuestos naturales o sintéticos del entorno que el organismo metaboliza y

acumula) y una molécula o célula objetivo.

Biomarcador de efecto: Evalua la modificacion bioquimica, fisiologica o conductual
ocurrida en el organismo que, segin su magnitud, puede vincularse con una
enfermedad. Puede ser usado para evaluar la respuesta del organismo a la medicacion,

tratamiento o agentes externos.

Biomarcadores de susceptibilidad: Es un marcador de la capacidad innata o adquirida

de un organismo para reaccionar ante la exposicion a una sustancia extrafia. Son
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herramientas para evaluar la sensibilidad individual a los efectos de un xenobiético o

conjunto de compuestos toxicos.

Los biomarcadores tienen muchas otras aplicaciones importantes en la deteccion de
enfermedades y el seguimiento del estado de salud. Estas aplicaciones incluyen lo siguiente:
(i) como herramienta diagndstica para detectar a los pacientes con una enfermedad o
condicion inusual (por ejemplo, niveles altos de glucosa en la sangre para diagnosticar
diabetes mellitus); (ii) como un instrumento para determinar la etapa de la enfermedad (por
ejemplo, mediciones del antigeno carcinoembrionario-125 para diferentes tipos de cancer) o
para evaluar la extension de la enfermedad (por ejemplo, la concentracién de antigeno
prostatico especifico en la sangre, que se utiliza para indicar la extension del crecimiento del
tumor y la presencia de metastasis); (iii) como un predictor del curso de la enfermedad (por
ejemplo, medicion del tamafio del tumor en ciertos tipos de cancer); y (iv) para predecir y
monitorear la respuesta clinica a un tratamiento (por ejemplo, concentraciones de colesterol

en sangre para evaluar el riesgo de enfermedad cardiaca) (Gupta, 2014).

Los biomarcadores exitosos generalmente tienen alta precision, especificidad, sensibilidad,
importancia biolégica o plausibilidad clinica y se pueden obtener de manera facil y segura,
para que sean Utiles como herramientas predictivas y de vigilancia (Patel et al., 2023; Gupta,
2014).

4.5.  Creatinina en dafio renal

Los biomarcadores de funcion renal pueden ser utilizados para estimar la severidad y la
naturaleza del dafio renal. Dentro de estos, y especificamente hablando de dafio renal, se
incluye a la creatinina sérica (SCr) (Sakhuja, 2021). De modo que los marcadores
bioquimicos primarios para el diagnéstico y evaluacion de las etapas de la ERC son la SCry
la TFG estimada (Dimeski et al., 2022). La utilidad clinica de las concentraciones de
creatinina sérica se centra en su relacion con la TFG (Perrone et al., 1992). La TFG sigue
siendo el marcador ideal de aproximacion de la funcién renal global, desafortunadamente su
medicion no suele ser facil en la mayoria de las clinicas o entornos de investigacion, ademas
suelen tomar mucho tiempo, y por lo tanto, es usualmente estimada a partir de ecuaciones
gue toman en cuenta marcadores de filtracion enddgena, tales como la SCr (Lopez-Giacoman
et al., 2015; Rimes-Stigare et al., 2018; Huidobro et al., 2018; Ostermann et al., 2020). De
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ahi que se hayan desarrollado formulas que utilizan el nivel sérico de creatlnlna Junto con
otros factores especificos del paciente, como la edad, el sexo y la etnia, para estimar la TFG.
Existen muchas formulas para estimar la TFG basada en creatinina, como la Cockroft-Gult,
MDRD (Modification of Diet in Renal Disease), la CKD-EPI (Chronic Kidney Disease
Epidemiology Collaboration) y la FAS (Full Age Spectrum) (Huidobro et al., 2018).

Como es sabido, la enfermedad renal cronica a menudo no presenta sintomas en sus etapas
iniciales, lo que significa que la deteccidon temprana depende en gran medida de los métodos
utilizados para evaluar la TFG. En la practica clinica habitual, la TFG se evalia mediante la
medicion de la concentracion de creatinina en suero y el aclaramiento (o clearance) de
creatinina en una muestra de orina recolectada durante 24 horas, aunque estos métodos
pueden presentar desafios tanto antes como durante el anélisis (Gonzalez-Gonzalez et al.,
2014). La TFG es utilizada para determinar la cantidad de sangre pasando a través de los
rifiones por minuto, y su cantidad puede ser indicativo de funcion renal. La TFG estimada
minimiza el efecto de edad y sexo comparada a un nivel de creatinina solitario, y asi, es uno
de los mejores indicadores de la funcion renal en ERC (Dimeski et al., 2022). Contar con una
evaluacion de la funcion renal es fundamental en el &mbito clinico, ya que posibilita la
identificacion y la clasificacion de la enfermedad renal crdnica, la adecuada dosificacion de
farmacos, la evaluacion de la viabilidad de ciertos procedimientos radiol6gicos, la
determinacion de la idoneidad para la donacion de rifion y la toma de decisiones sobre el
inicio de TRR (Huidobro et al., 2018).

En situaciones normales, la eliminacion de creatinina fuera de los rifiones es minima, pero a
medida que la TFG disminuye, se observa un incremento en su excrecion a través del
intestino. Ademas, es importante considerar que la relacion entre creatinina y TFG es
exponencial mas que lineal, esto puede resultar en una subestimacion de la relevancia de
pequefias fluctuaciones cuando los niveles de creatinina son bajos y una sobreestimacion de
la importancia de grandes fluctuaciones cuando los niveles son altos (Huidobro et al., 2018;
Siew et al., 2011).

La creatinina se produce de forma enddgena a partir de la creatina y el creatinfosfato como
parte de los procesos metabolicos musculares. Es el producto final del metabolismo de la

creatina en los musculos, y la cantidad de creatinina en la orina o en el suero esté influenciada
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por la masa muscular y su eliminacién renal. El rifion la elimina medlante Ia f||traC|on
glomerular, excretandola como un residuo en la orina (Perazzi et al., 2011; Dimeski et al.,
2022; Mayo Clinic, 2023). Es un compuesto metabdlico no enzimético que se produce de
manera constante desde el tejido muscular esquelético, representando aproximadamente el 2
% diario de la reserva total de creatina. Este proceso es irreversible y la creatinina resultante
es filtrada libremente en los glomérulos renales, sin ser reabsorbida por los tubulos renales.
Debido a estas caracteristicas, la creatinina se considera un indicador enddgeno util para
detectar la insuficiencia renal (Huidobro et al., 2018; Dimeski et al., 2022). Asimismo, la
creatinina también puede derivarse de la ingesta cotidiana de carne. En situaciones de
equilibrio, la cantidad excretada es igual a la cantidad producida, lo que significa que los
niveles de creatinina sérica (SCr) varian de forma inversa al filtrado glomerular (FG) (Jabary
et al., 2006).

La molécula en si se considera pequefia, ya que cuenta con una masa molecular de apenas
113 Dalton y un radio molecular de 30 nm, haciendo que cumpla con la mayoria, pero no
todos, de los requerimientos para un marcador de filtracion perfecto. No esta ligada a
proteinas plasmaticas, lo que permite que sea filtrada libremente a través del glomérulo, no
es metabolizada por el rifién y es fisiolégicamente inerte. Ya se mencion0 que no se
reabsorbe, pero si se secreta por el tibulo proximal en un porcentaje variable y significativo
de un 5-20 % de la excrecion total, y que aumenta a medida que progresa la insuficiencia
renal hasta un 50 % como mecanismo compensatorio (Perrone et al., 1992; Huidobro et al.,
2018; Lopez-Giacoman et al., 2015; Lombi et al., 2016). Una disminucién del FG causa solo
un ligero aumento en la creatinina plasmatica debido a la mayor excrecion tubular. Por lo
tanto, un leve aumento de la creatinina no significa necesariamente que el FG sea normal.
Sin embargo, cuando la creatinina supera los 2 mg/dL, la capacidad de secrecién se satura y
refleja mas fielmente el FG (Jabary et al., 2006; Rule et al., 2004).
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Fig. 7. Estructura quimica de la molécula de creatinina.

La cantidad de creatinina en sangre debe mantenerse relativamente constante. Un nivel
elevado puede indicar una funcion renal deficiente. La creatinina sérica se mide en
miligramos de creatinina por decilitro de sangre (mg/dL) o en micromoles de creatinina por
litro de sangre (umol/L). El rango normal de SCr es: para hombre adultos de 0.74-1.35 mg/dL
(0 65.4-119.3 pmol/L), y para mujeres de 0.59-1.04 mg/dL (o 52.2-91.9 umol/L) (Mayo
Clinic, 2023; Lab Center, 2001). Los rangos normales de creatinina en orina son de: 10-20
mg/Kg/24 h (o 88-177 pmol/Kg/24 h) para hombres, y de 8-18 mg/Kg/24 h (o 71-177
umol/Kg/24 h) para mujeres (Lab Center, 2001).

Los ensayos de creatinina ahora son trazables a métodos de referencia, y la TFG estimada
ahora se informa de forma rutinaria en mas del 75 % de los laboratorios clinicos en los
Estados Unidos. Debido a que la SCr es cominmente medida, los reportes de TFG estimada
han permitido la deteccién de la ERC y ha dejado incrementar las referencias para los
nefrélogos (Levey et al., 2012). Uno de los requerimientos para usar las ecuaciones
estimativas basadas en SCr es la funcion estable del rifion (Lopez-Giacoman et al., 2015).
Las ecuaciones son mas precisas para la estimacion de la TFG que la medicion de SCr solo
(Levey et al., 2012).

Los métodos de medicion se pueden dividir en dos: los quimicos y los enzimaticos. Los
quimicos son basados principalmente en picrato alcalino, que fue descrito por Jaffe, y asi, los
métodos que usan este principio son llamados métodos de Jaffe. Los métodos enzimaticos
implican someter la creatinina a varios procesos enzimaticos que resultan en la formacion de
perdxido de hidrogeno. Este perdxido reacciona con la peroxidasa para producir un color rojo

intenso, que tiene una absorbancia maxima a una longitud de onda de 510 nm (Dimeski et
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al., 2022; Huidobro et al., 2018). En ambos métodos existe una formacmn de color
(principalmente rojizo), este color es proporcional a la cantidad de creatinina presente en la
muestra (Huidobro et al., 2018).

La creatinina se puede medir facilmente en suero, plasma u orina, el método estandar para su
medicion usa la reaccién o metodo de Jaffe, en la cual la creatinina reacciona directamente
con ion picrato (acido picrico) bajo condiciones alcalinas para formar un complejo equimolar
(picrato-creatinina) del cual un color rojo-anaranjado es facilmente detectado y cuantificado
entre 490-520 nm. La mayor desventaja es que en sujetos normales tanto como el 20 % del
color en suero o plasma surge de otras sustancias (interferentes) diferentes a la creatinina
(Perrone et al., 1992; Dimeski et al., 2022; Perazzi et al., 2011). Existen entonces los
llamados interferentes positivos (pseudocromadgenos) que entregan un valor de medicion de
creatinina mas elevado que el real, y los negativos que entregan valores de medicion de
creatinina menores al real. Dentro de los positivos podremos encontrar dos categorias:
sustancias tales como la glucosa, acido ascorbico, y acido Urico los cuales lentamente reducen
el picrato alcalino; y sustancias tales como acetoacetato, piruvato, otros cetoacidos y
proteinas, los cuales reaccionan con el picrato alcalino para formar complejos coloreados. Y
por otro lado, los interferentes negativos, tales como la bilirrubina, hemoglobina F, y la
dopamina (Perrone et al., 1992; Dimeski et al., 2022; Huidobro et al., 2018; Perazzi et al.,
2011).

Los métodos enzimaticos han incrementado su uso en laboratorios debido a que llegan a ser
mas econdmicos para mejorar la precision, sin embargo no son inmunes a las interferencias,
a pesar de que no son susceptibles a pseudocromdgenos (siendo asi méas especificos), si
pueden ser influenciados por niveles elevados de bilirrubina. Los métodos enzimaticos
generalmente son dispositivos de uso en el lugar de cuidado (point-of-care, POC), y existen
tres métodos enzimaticos cominmente usados: creatininasa (creatinina amidohidrolasa), que
es el menos usado debido a su mala cinética, sensibilidad reducida, y poca precision;
creatininasa y creatinasa que son un poco mas usados, y para sobrellevar la interferencias por
acido ascorbico, se incluye ascorbato oxidasa; y finalmente el método de creatinina
desaminasa (creatinina iminohidrolasa) que puede verse afectada por el amoniaco endégeno

en pequefas cantidades (Dimeski et al., 2022; Huidobro et al., 2018; Perazzi et al., 2011).
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La |mp0rtanC|a de medir el aclaramiento de creatinina (también conomda como |nd|ce de
depuracidn de creatinina (IDC) o clearance), no es solo mejorar la evaluacion de la funcién
renal, sino también identificar de manera temprana a pacientes que podrian ser considerados
normales mediante la medicién de la SCr (Jabary et al., 2006; Perazzi et al., 2011). Su célculo
se fundamenta en su filtracién libre y nula reabsorcién, partiendo de que la cantidad absoluta
excretada deberia de ser constante entre individuos con la misma produccién de creatinina y
funcion renal estable. La principal restriccion radica en que, como se ha mencionado
previamente, la creatinina se excreta en el tubulo proximal, lo que lleva a una
sobreestimacion de la verdadera TFG (Mayo Clinic, 2023; Huidobro et al., 2018).

Como ya se habia mencionado, hay diversas formulas para estimar la TFG a partir de
creatinina. La Cockroft-Gault estima el clearance de la creatinina y no la TFG, lo que en si
es un defecto, ya que, como ya se ha mencionado, el clearance sobreestima la TFG real. En
cuanto a la MDRD, se tiene la MDRD de 4 y 6 variables, ambas con mejores rendimientos
que la férmula de Cockrof-Gault, en relacion al estandar de oro. La limitacion de esta férmula
es que fue desarrollada exclusivamente en pacientes con enfermedad renal, por lo que su
rendimiento en pacientes con TFG normal es menor y por ello no podria ser apropiada para
determinar la prevalencia de ERC (Rule et al., 2004; Huidobro et al., 2018). Por otro lado,
en la CKD-EPI todas las creatininas fueron medidas por método enzimético y se incluyé
pacientes con y sin enfermedad renal, mostrando mejor rendimiento que la MDRD para
valores de TFG > 60 mL/min/1.73 m?y similar en pacientes con TFG < 60 mL/min/1.73 m?.
Y finalmente pero no menos importante, la FAS la cual nacié como un intento de usar una
ecuacion para los diferentes grupos etarios, con mejores resultados en ciertos rangos
comparada con la CKD-EPI (Huidobro et al., 2018; Perazzi et al., 2011).

Es importante recalcar y aclarar que hoy en dia el método estandar de oro o de referencia
para la medicion de creatinina, a partir del cual se miden la mayoria de los demas métodos
es la espectrometria de masas por dilucion de is6topos (IDMS, por sus siglas en inglés:
Isotope dilution-mass spectrometry). Todos los métodos de Jaffe asi como los enzimaticos,
estan estandarizados contra el método IDMS (Dimeski et al., 2022). Otros métodos de

referencia son: la cromatografia gaseosa acoplada a IDMS, cromatografia liquida acoplada a
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IDMS vy la cromatografia liquida de alta performance (HPLC), aunque este ultlmo no se

ocupa mucho en la practica diaria (Perazzi et al., 2011).

Existen restricciones en su aplicacion para evaluar la funcion renal, las cuales incluyen edad,
sexo, raza, uso de ciertos medicamentos y masa corporal, por ello es importante reconocer
que la medicion de la SCr no proporciona una indicacién precisa y uniforme de la funcion
renal en todos los individuos, ya que estd influenciada por una variedad de factores
(Gonzélez-Gonzalez et al., 2014; Dimeski et al., 2022; Huidobro et al., 2018). Otras
limitantes serian que es posible que la SCr no se eleve antes de que se haya perdido una
funcion renal sustancial debido a la reserva renal, que la produccion de creatinina esta
disminuida en casos de septicemia, y que la hipervolemia, que es comun en pacientes en
estado critico, puede conducir a niveles de creatinina falsamente bajos (Sakhuja, 2021).
Ademas, se ha reportado que la SCr tiene un rol muy limitado como biomarcador de funcién

renal en pacientes en TRR (Ostermann et al., 2020).

Otra forma de interpretar el recuento de creatinina en la orina es a través del cociente
albamina-creatinina (ACR), que muestra la proporcion de albdmina presente en una muestra
de orina en comparacion con la cantidad de creatinina. Los resultados se expresan en
miligramos de albimina por gramo de creatinina, siendo los valores normales para rifiones
sanos los siguientes: menos de 17 mg/g para hombres mayores y, menos de 25 mg/g para
mujeres adultas. Un resultado mas alto de lo normal puede ser signo de dafio renal (Mayo
Clinic, 2023).

4.6. Creatina en dafio renal

La creatina (acido a-metil-guanidina-acético), se trata de un acido organico nitrogenado, y
se forma enddgenamente mediante reacciones que implican los aminodcidos arginina, glicina
y metionina, las cuales se realizan en los rifiones (en menor medida) y el higado.
Exdgenamente es obtenido a partir de la carne y/o como un suplemento dietético (Antonio et
al., 2021; Vega et al., 2019; Baldin et al., 2021). Como suplemento dietético, es uno de los
maés populares, con un amplio espectro de sus potenciales aplicaciones. La creatina es un
actor central del sistema de fosfagenos, que es crucial para la bioenergética celular,
especialmente en tejidos con demandas de energia altas y fluctuantes (Longobardi et al.,

2023). Es condicionalmente un nutriente esencial, y mas en etapas avanzadas de ERC en las
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que se suele demandar mas, que esta fuertemente involucrado en el metabollsmo energetlco
humano. Sirve como buffer energético espacial y temporal para muchos Organos con
necesidades energéticas altas, incluyendo el cerebro, musculo esquelético, rifion e higado
(Ostojic, 2021; Post et al., 2019; Rodriguez-Avalos, 2019).

OH
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Fig. 8. Estructura quimica de la molécula de creatina.

Los atletas, culturistas y atletas profesionales suelen utilizar los suplementos de creatina
como sustancia ergogénica. Entendiendo que una ayuda ergogénica es una técnica o practica
que sirve para aumentar la capacidad de rendimiento, la eficiencia para realizar un trabajo, la
capacidad de recuperacion del ejercicio y/o la calidad del entrenamiento, promoviendo asi
mayores adaptaciones al entrenamiento (Kreider, 2003; Vega et al., 2019; Baldin et al.,
2021). La suplementacion con creatina produce efectos ergogénicos al aumentar los niveles
de creatina y fosfocreatina en los musculos, lo que facilita una mayor velocidad en la
resintesis de ATP (Rodriguez-Avalos, 2019). Para la sintesis de creatina enddgena se
requieren dos pasos. El primero es una funcion metabdlica del rifién facilitado por la enzima
arginina:glicina amidinotransferasa (AGAT), la cual convierte la arginina y glicina en
guanidinoacetato. El segundo paso es facilitado por la enzima guanidinoacetato N-
metiltransferasa (GAMT) en el higado, el cual convierte el guanidinoacetato en creatina por
un paso de metilacion (Post et al., 2019).

Su administracién oral, popularizada desde 1992, puede tener diversos beneficios y/o
aplicaciones como: incrementar el contenido de creatina muscular, con evidencia coherente
mostrando que la suplementacion de creatina puede beneficiar el rendimiento en ciertos
deportes, y mejorar algunos sintomas clinicos, por ejemplo en enfermedades reumaticas,
perturbacion metabolica, miopatias, enfermedades neurodegenerativas, enfermedad

pulmonar obstructiva crénica, e insuficiencia cardiaca congestiva. También, puede aumentar
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la capamdad de resistencia al entrenamiento de alta intensidad, podrla tener benef|C|os en
perfiles lipidicos, anormalidades musculo esqueléticas, incrementar la fuerza, el rendimiento
de sprint, aumentar la masa muscular, menos fatiga durante entrenos, posible mejora en la
capacidad aerdbica (Azevedo et al., 2022; Longobardi et al., 2023; Edmunds et al., 2001,
Kreider, 2003; Baldin et al., 2021; Rodriguez-Avalos, 2019). Dentro de la dosis diaria
recomendada, la suplementacion de creatina generalmente no parece tener efectos negativos
significativos. Sin embargo, hay casos aislados en los que se han reportado efectos adversos
como aumento de peso, trastornos gastrointestinales, nauseas, dolores de cabeza,
deshidratacion, calambres musculares, y alteraciones en la funcion renal y hepética
(Rodriguez-Avalos, 2019). Sin embargo, los potenciales efectos adversos de la creatina,

particularmente en rifiones, aun son materia de debate (Longobardi et al., 2023).

Las tres formas de creatina mas utilizadas son creatina monohidratada (Cr-MH), la creatina
etil-éster (Cr-EE), y la creatina alcalina. De las cuales la forma de suplemento mas explorada
es la creatina monohidratada (Cr-MH) ya que como creatina libre no suele ser muy estable,
y de la Cr-MH se han demostrado varios beneficios ergogénicos. Otras formas existentes son
micronizada, etilico, y fosfato, y pueden existir en diversas presentaciones como polvos,
geles, liquidos y barras (Azevedo et al., 2022; Baldin et al., 2021; Rodriguez-Avalos, 2019;
Vegaet al., 2019).

El contenido de creatina en un adulto de 70 kg es aproximadamente de 120-140 g. El higado
produce aproximadamente 2 gramos de creatina al dia, mientras que la ingesta diaria
promedio a través de una dieta normal que incluye carne es de alrededor de 1 gramo (Vega
etal., 2019; Ostojic, 2021; Post et al., 2019). Es casi imposible obtener altas dosis de creatina
a partir de los alimentos; cada 250 g de carne cruda contienen apenas 1 g de creatina (Baldin
et al., 2021). EI 95 % de la creatina almacenada en el cuerpo se encuentra en los musculos,
y el 5 % restante distribuido entre rifién, higado, cerebro y testiculos. La creatina almacenada
en el musculo estd en aproximadamente 40 % como creatina, y el resto se encuentra como
fosfocreatina. De igual manera se sabe que entre el 1-3 % del contenido total de creatina
(ambas formas de presentacion) se transforman de manera no enzimatica, esponténea,
constante e irreversible en creatinina al dia (Post et al., 2019; Vega et al., 2019; Edmunds et
al., 2001; Baldin et al., 2021). En el musculo esquelético, el ATP (adenosin trifosfato)
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reacciona con la creatina mediante la participacion de laenzima creatlnklnasa (0 creatlnlnasa)
formandose ADP (adenosin difosfato) y fosfocreatina. La fosfocreatina, que no puede
abandonar el musculo, sirve como un deposito de energia para futuras necesidades. Cuando
se utiliza ATP o cuando el pH en el muasculo disminuye, ocurre una reaccion inversa,
regenerando el ATP a partir de la transferencia del grupo fosfato de la fosfocreatina al ADP.
Esto sucede cuando las reservas internas de ATP se agotan y la glicdlisis aun no ha podido
regenerar ATP dentro de la célula muscular, durante los primeros 10 segundos de ejercicios

de corta duracién y alta intensidad (Vega et al., 2019; Edmunds et al., 2001).

A lo largo de los afios han existido preguntas y conceptos erréneos que involucran la
suplementacion de la creatina, algunas de ellas son: a) ¢crea o no retencién de agua?, b)
¢causa dafio o disfuncion renal? , c) ¢es benéfica o no para adultos?, d) ¢es efectiva solo para
hombres?, e) ¢puede simular una enfermedad renal?, f) ¢existe algun deterioro de la funcion
renal por exposicién prolongada?, g) ¢se puede usar en enfermos o con patologias renales o
con riesgo de ellas?, o bien, h) ¢existen comunicaciones de toxicidad renal por el uso de
creatina en sujetos sanos?, las cuales han sido resueltas con la recoleccion de informacion de
diferentes autores y casos reportados vaciados en los trabajos de por ejemplo Antonio y
colaboradores, de Vega y colaboradores, y de Kim y colaboradores (Antonio et al., 2021,
Vega et al., 2019; Kim et al., 2011). De manera que, como respuestas se consolidaron las
siguientes: para la pregunta a) se concluy6 que, aunque existe evidencia que sugiere que la
suplementacidn con creatina incrementa la retencion de agua a corto plazo, principalmente
debido a un aumento en el volumen intracelular, varios estudios indican que no altera el
contenido de agua corporal (intra o extracelular) en relacién con la masa muscular durante
periodos prolongados. Por lo tanto, es posible que la suplementacion con creatina no cause
retencion de liquidos. Respecto a la respuesta b), investigaciones experimentales y
controladas indican que la suplementacion con creatina, cuando se toma en dosis
recomendadas, no provoca dafio ni disfuncién renal en individuos saludables. Para la
respuesta c) existe una cantidad creciente de evidencias que muestran que la suplementacion
con creatina, particularmente cuando se combina con ejercicio, proporciona beneficios
musculoesqueléticos y de rendimiento en adultos mayores. Para la respuesta d) igual existe
evidencia acumulada de que su uso tiene potencial de ser una intervencion terapéutica

multifactorial a lo largo de la vida de las mujeres, con poco o nulo efecto secundario (Antonio
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et al., 2021) Para la respuesta e) la respuesta concreta es si, esto debldo a que como ya se
menciond la creatina se degrada a creatinina, elevando asi sus niveles séricos, pudiendo
inducir a la sospecha de una nefropatia. Para la f) la respuesta concreta que se da es no. Para
la g) mencionan que hay escasa evidencia disponible al respecto, por lo que no hay una
posicidn concreta, aunque se recomienda no utilizarlos en sujetos con nefropatias cronicas o
que ingieren drogas nefrotoxicas. Y para la h) la respuesta concreta es si, dado que existen
algunas comunicaciones de disfuncién renal que se han atribuido al uso de suplementos con
creatina (Vega et al., 2019).

La informacion en la que se basan estas respuestas, son estudios con evidencias hechas a
partir de modelos en animales, de casos de estudio, e incluso de estudios controlados en
humanos, como también lo presenta y fundamenta en su trabajo Longobardi, esto con el fin
de evitar sesgos en los resultados. Debe resaltarse que ningln estudio reporta un efecto
ergolitico (negativo) estadisticamente significativo de la suplementacion con creatina.
Aquellos estudios que han reportado los beneficios de la suplementacion con creatina como
insignificantes, generalmente tienen bajo poder estadistico, ya que no han incorporado
controles experimentales apropiados (Kreider, 2003). Ademas, desde 2004, un panel
cientificos de la Agencia Europea de Seguridad Alimentaria (EFSA) informé que la
seguridad y biodisponibilidad de la creatina, monohidrato de creatina, en alimentos para usos
nutricionales particulares, no es motivo de preocupacion, siempre que exista un adecuado

control de pureza de esta fuente de creatina (Kim et al., 2011).

A pesar de los avances que se han hecho en los afios recientes, existen algunas fuentes de
sesgo y errores asociados con los métodos de TFG estimada, que pueden empeorar su
precision, por ejemplo el fumar, inflamaciones, medicacion, masa muscular o dieta, lo cual
limita su capacidad de evaluar exactamente la funcion renal en ciertos grupos. Tal es el caso
de aquellos individuos que toman suplementacion de creatina. Como ya se menciond, la SCr
es el parametro mas comunmente usado para evaluar la funcion renal, y es a su vez el
producto final del metabolismo de la creatina (Longobardi et al., 2023). Por otro lado,
también hay que tomar en cuenta el caso de los vegetarianos y 10s veganos, quienes presentan
bajos niveles de SCr y por consecuente clearances de creatinina mas bajos, esto debido a su

baja ingesta dietética de creatina. En el caso de los vegetarianos (veganos) aparentemente
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tienen que sintetizar toda la creatina necesaria para las funciones del organlsmo 0 casi toda
(lacto-ovo vegetarianos). Ese mantenimiento de las reservas de creatina se ve comprometido
en esas circunstancias por el hecho que se ha demostrado que los vegetarianos tienen niveles
de creatina muscular mas bajos que los no vegetarianos (Post et al., 2019; Longobardi et al.,
2023).

4.7.  Urea en dafio renal

La urea fue el primer biomarcador empleado para evaluar la funcién renal, reconocida como
la principal fuente circulante de compuestos nitrogenados y un indicador significativo del
catabolismo (metabolismo destructivo) tisular en personas sanas. La produccién de urea en
el higado depende en parte del amoniaco derivado del amonio generado en los rifiones. Esta
interaccidn es crucial, ya que tanto la urea sérica como la tasa de excrecion de amonio regulan
las funciones renales de concentracién de la orina y equilibrio acido-base, respectivamente
(Rosero-Oniate et al., 2023; Cruz Llanos et al., 2021).

La urea, también llamada carbamida, es una molécula pequefia que es soluble en agua, con
un peso molecular de apenas 60 g/mol (Vanholder et al., 2017; Britannica, 2022; Higgins,
2016). Se filtra libremente a través de los glomérulos renales, pero no secretada, de modo
que entre mayor sea el decremento en el flujo de orina, mas urea sera reabsorbida (Seki et
al., 2019; Zotta et al., 2009). La formaciéon de urea ocurre en el higado de animales
ureotélicos (mamiferos y anfibios), donde los grupos amino de los a-aminoacidos se integran
en el ciclo de la urea (Seki et al., 2019; Zotta et al., 2009). La urea es el principal producto
final del metabolismo de las proteinas en los mamiferos y se excreta principalmente a través
de la orina, reflejando asi el estado nutricional y la ingesta de proteinas (Zotta et al., 2009;
Lopez et al., 2012; Vanholder et al., 2017; Pinheiro, 2022; Higgins, 2016).
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Fig. 9. Estructura quimica de la molécula de urea.

La ruta completa de produccion y eliminacion de urea es la siguiente: el higado genera
amoniaco (que contiene nitrdgeno) al descomponer las proteinas utilizadas por las células del
cuerpo; el nitrégeno se combina con elementos como hidrégeno, carbono y oxigeno, para
formar urea; la urea viaja desde el higado a través del torrente sanguineo hasta los rifiones;
los rifiones sanos filtran la urea y eliminan otros productos de desecho de la sangre; y
finalmente, estos desechos se expulsan del cuerpo a través de la orina. (Mayo Clinic, 2021a).
Debido a que se trata de un proceso continuo, suele haber una cantidad pequefia pero

constante de nitrogeno ureico presente en la sangre (LabTest, 2021).

La urea representa aproximadamente la mitad de los solutos en la orina de personas con una
dieta proteica tipica y constituye entre el 90 y 95 % de la excrecion total de nitrdgeno.
También puede ser eliminada en menor proporcion a traves del sudor y el intestino, ademas
de estar presente en la bilis y la leche. El rifion puede excretar grandes cantidades de urea en
un volumen pequefio de orina mientras conserva eficazmente el agua (Malkina, 2023; Zotta
et al., 2009; Britannica, 2022; Higgins, 2016). La urea tiene una toxicidad moderada (LOpez
et al., 2012; Vanholder et al., 2017). Las personas en las etapas iniciales de la ERC muestran
un aumento leve y sostenido de la urea sérica, debido a un incremento del 50 % en la
reabsorcion tubular de urea, lo cual esté relacionado con la disminucion del flujo tubular
renal (Cruz Llanos et al., 2021). Ademas, la eliminacién de urea como factor que contribuye
al deterioro de la nefrona residual podria explicar las observaciones de que una dieta baja en
proteinas ralentiza la progresion de la ERC (Zotta et al., 2009). También puede existir una
disminucion de la concentracién sérica de urea, aungque es menos comun y usualmente menos
significativa que su aumento. Esta situacion se puede dar debido a un decremento en la
produccion de urea, incremento en la excrecion urinaria, 0 una combinacién de ambas. O
bien, debido a una baja dieta proteica, el embarazo, sobrehidratacion, dafio hepatico avanzado

y por defectos inherentes en las enzimas del ciclo de la urea (Higgins, 2016).
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Su excrecion esta determinada no so6lo por el FG sino también por la reabsormon tubular por
lo tanto, tiene una funcion crucial en la produccién de orina concentrada y en el equilibrio
del agua corporal. Diversos factores pueden afectar el manejo de la urea tanto en la IRA como
en la ERC (Higgins, 2016; Zotta et al., 2009). Fisiolégicamente, conforme se disminuye el
numero de nefronas y se reduce la TFG, los solutos que se eliminan principalmente por FG,
como la urea y la creatinina, se incrementan en el suero (Lopez et al., 2012; Zotta et al.,
2009). Los resultados de los andlisis de nitrégeno ureico en sangre se miden en miligramos
por decilitro (mg/dL) en los Estados Unidos y en milimoles por litro (mmol/L)
internacionalmente (Mayo Clinic, 2021a). La excrecion diaria de productos nitrogenados en
condiciones normales es de 300-600 mmoles de urea, 8-16 mmoles de creatinina y 25-50
mmoles de amonio (Zotta et al., 2009). Puesto que el BUN (nitrogeno ureico en sangre) solo
refleja el contenido de nitrégeno en urea (y éste cuenta con un peso molecular de 28 g/mol),
y la medicion de urea refleja la totalidad de la molécula (60 g/mol), la urea es
aproximadamente el doble (60/28 = 2.14) que la BUN. Es decir un BUN de 10 mg/dL, seria
equivalente a una urea de 21.4 mg/dL. En ese sentido existe también un factor de conversion
de BUN en mg/dL a urea en mmol/L, cuyo valor es de 0.357 (Higgins, 2016). Los valores,
bajo condiciones normales, de BUN varian entre 6.1-20.2 mg/dL, lo que corresponde a
concentraciones de urea de 13-43 mg/dL o 2.2-7.2 mmol/L (Vanholder et al., 2017; Mayo
Clinic, 2021a; LabTest, 2021; Cleveland Clinic, 2022).

Para diagnosticar el dafio renal agudo, generalmente se basa en la medicion de nitrégeno
ureico en la sangre (BUN por sus siglas en ingles: Blood Urea Nitrogen) y SCr, del cual los
niveles son inversamente correlacionados con el decaimiento de la funcidn renal. Tanto la
BUN como la SCr no son muy sensibles o especificas para el diagnéstico de dafio renal
debido a que suelen verse afectados por diversos factores renales y no renales que son
independientes del dafio renal o de la funcion renal. Especificamente BUN es dependiente de
esos factores no renales tales como: produccion y manejo tubular renal, ingesta proteica,
estado catabdlico, edad, sangrado gastrointestinal superior, deshidratacion, fallo cardiaco, y
terapia con altas dosis de esteroides (Edelstein et al., 2008; Pérez-Sanchez et al., 2019; Seki
et al., 2019; Mayo Clinic, 2021a; Malkina, 2023; Higgins, 2016).
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El |nd|ce urémico (IU) es una cifra que relaciona los niveles séricos de urea y creatlnlna
reflejando en condiciones de homeostasis el estado nutricional y la funcién renal de una
persona sana. Este indice muestra una correlacion negativa significativa con el agua corporal
total (ACT), indicando que a niveles altos de IU hay una disminucién de ACT. Ademas,
presenta una correlacion significativa con el sodio sérico, lo cual refleja la interaccion entre
la urea y el sodio séricos, ambos cruciales en la regulacién de los mecanismos de
concentracion y diluciéon de la orina (Cruz Llanos et al., 2021). Por otro lado, como
modalidad terapéutica se utiliza la bien conocida hemodilisis, esta a su vez puede ser
evaluada en cuanto a la calidad de la dialisis, en la que se estima el porcentaje de reduccién
de urea (PRU) que debe de ser mayor a 65 % para considerarla eficiente y de calidad (Lopez
etal., 2012).

La relacion entre la urea y la creatinina ha sido investigada en diversas poblaciones,
demostrando que valores elevados de esta relacion estan asociados con una mayor mortalidad
tanto a corto como a largo plazo. Este uso combinado de clearance de urea y clearance de
creatinina fue demostrado por Lubowitz y colaboradores, quienes evidenciaron que en
pacientes con ERC, el aclaramiento de inulina debajo de los 20 mL/min estaba estrechamente
relacionado al aclaramiento medio de la creatinina y urea. (Cruz Llanos et al., 2021). En un
paciente estable, los niveles séricos de urea y creatinina reflejarian de manera mas precisa la
TFG, ya que el flujo urinario estaria equilibrado y la excrecion urinaria y la creatinina sérica
se ajustarian mutuamente. Por lo tanto, la relacion entre la urea y la creatinina séricas podria

indicar de manera acertada la funcion renal (Cruz Llanos et al., 2021).

El criterio para un biomarcador de dafio renal ideal deberia de incluir lo siguiente: una
molécula que sea facil de medir en sangre u orina, que sea estable en fluidos corporales, y
que sea especificamente hecha por el rifién, especialmente si es producida en el sitio del dafio
(por ejemplo los tubulos proximales) (Edelstein et al., 2008). A pesar de que la urea no es un
marcador ideal de toxicidad urémica, es el marcador que mejor refleja el estado urémico del
paciente, ya que sus niveles séricos se correlacionan con la supervivencia. Dentro de las
ventajas que ofrece respecto a otros solutos que la avalan como una sustancia marcador
excelente (por lo menos para cuantificar dialisis) son: se encuentra en niveles elevados en

sangre, es de facil medicidn, su concentracion sérica se ha correlacionado con la intensidad
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de la sintomatologia urémica, su distribucion es muy uniforme en eI organlsmo y es el

principal producto nitrogenado del catabolismo proteico (Lopez et al., 2012).
4.8. Biosensores

Un biosensor, anteriormente conocido como sensor bio-selectivo, pertenece a un subgrupo
de sensores quimicos, y se define como un dispositivo de analisis que incorpora un elemento
de deteccion bioldgica o biomimético, asociado a un sistema de transduccion (Diezma et al.,
2018; Corton, 2000; Gonzélez-Rumayor et al., 2005; Martin-Pacho, 2015; Jiménez C. et al.,
2009; Castro-Ortiz et al., 2007). La IUPAC (International Union of Pure and Applied
Chemistry) define un biosensor como un dispositivo que usa reacciones bioquimicas
especificas mediadas por enzimas aisladas, inmunosistemas, tejidos, organelos o aquellas
células que detectan compuestos quimicos usualmente por sefiales eléctricas, térmicas u
Opticas, discretas o de caracter continuo, proporcionales a la cantidad (concentracién) de
analito presente (Prickril et al., 2017; Ortega 2006). A grosso modo se puede decir que es
un dispositivo autonomo e integrado, capaz de proporcionar informacion analitica
cuantitativa o semicuantitativa especifica, empleando un elemento de reconocimiento
bioldgico (receptor bioquimico) en contacto directo con un elemento de transduccion
(Manquiera, 2010; Castro-Ortiz et al., 2007). Todos los biosensores se basan en un sistema
de dos componentes: un elemento de reconocimiento bioldgico que facilita la union
especifica o la reaccion bioguimica con el analito diana; y una unidad de conversién de la
sefial conocido como transductor (Prickril et al., 2017). El principio de deteccion de un
biosensor se fundamenta en la interaccion especifica entre el compuesto o microorganismo
objetivo y el elemento de reconocimiento (Gonzalez-Rumayor et al., 2005). En la actualidad,
el avance de los biosensores abarca diversas areas de investigacion que se centran en tres
aspectos principales: las metodologias y herramientas para su fabricacién, los elementos de

reconocimiento molecular, y la concepcion basica del dispositivo (Ortega 2006).
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Fig. 10. Esquema basico de los componentes de un biosensor (Imagen generada en BioRender.com).

Los biosensores pueden clasificarse en funcion de: el mecanismo de interaccion que se
establece entre el elemento de reconocimiento y el analito, teniendo biocataliticos y por
bioafinidad; el método utilizado para detectar dicha interaccién, entre ellos directa o
indirecta; la naturaleza del elemento de reconocimiento, dentro de los cuales tenemos las
enzimas, organulos, tejidos o células, receptor biolégico, anticuerpo, acidos nucleicos, PIM
(Polimeros de Impresion Molecular), PNA (acidos nucleicos peptidicos) y aptameros; y por
sistema de transduccion entre los cuales tenemos: electroquimicos, opticos, piezoeléctricos,
termométricos, magnéticos y nanomecanicos (Ortega 2006; Gonzalez-Rumayor et al., 2005;
Jiménez C. et al., 2009). De modo general se pueden dividir los biosensores en dos grupos,
los de deteccidn directa y los de deteccion indirecta. En los primeros la interaccion bioldgica
es directamente medida y se da por cambios Opticos, mecanicos o en propiedades eléctricas,
y en los segundos las mediciones dependen de elementos secundarios (a menudo cataliticos
0 mediadores electrdnicos), tales como las enzimas o marcadores fluorescentes (Prickril et
al., 2017; Martin-Pacho, 2015). Hay numerosos tipos de biosensores en ambas categorias, y
la eleccion de un detector adecuado es complejo y basado en diversos factores, estos incluyen
la naturaleza de la aplicacion, tipo de molécula marcada o caracteristicas del compuesto a
analizar, sensibilidad requerida, numero de canales (o area), conocimientos técnicos, y
velocidad de deteccion (Prickril et al., 2017; Gonzélez-Rumayor et al., 2005). Es importante
resaltar que las caracteristicas fisicoquimicas del analito de interés son cruciales para
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seleccionar el material biolégico o biomimético, mientras que el tlpo de elemento de

reconocimiento define el sistema transductor (Jimenez C. et al., 2009).

Los biosensores cuentan con algunas ventajas potenciales respecto a otros métodos de
biodeteccion debido a su amplia gama de caracteristicas incluyendo: el incremento en la
velocidad de ensayo y flexibilidad, andlisis rapidos y/o en tiempo real, capacidades de
deteccion en el lugar de atencion, analisis de flujo continuo, miniaturizables, con capacidad
de control y automatizacion facil, especificidad, alta sensibilidad, alta selectividad, alta
fiabilidad, reproducibilidad, tiempo de vida largo, bajo costo, portéatiles, pretratamiento de la
muestra innecesario, pocos requerimientos operativo y de almacenamiento, manejo sencillo,
y con capacidad de multi-analisis (Prickril et al., 2017; Ortega 2006; Gonzalez-Rumayor et
al., 2005; Jiménez C. et al., 2009; Castro-Ortiz et al., 2007). Un analisis rapido y en tiempo
real puede proveer informacion interactiva inmediata para los proveedores del cuidado de la
salud que puede ser incorporado dentro de la planeacién del cuidado del paciente. Ademas,
los biosensores permiten analisis de objetivos maltiples, automatizacion, y costos de testeo
reducidos (Prickril et al., 2017).

El elemento de reconocimiento bioldgico de un biosensor se puede clasificar en dos clases
principales: biocatalizadores, como las enzimas, tejidos, células, microorganismos y
organulos subcelulares, que al llevar a cabo reacciones de catalisis con el analito generan un
producto detectable y medible; y bioligandos como anticuerpos, acidos nucleicos, lectinas,
PNAs, PIMs, aptameros, receptores y canales ionicos (Diezma et al., 2018; Ortega 2006).
Algunos materiales basicos empleados son: fibras Opticas, electrodos, nanotubos y
nanocables (Ortega 2006; Castro-Ortiz et al., 2007). Los elementos bioldgicos fundamentales
empleados en la tecnologia de biosensores incluyen los pares de enzima/sustrato,
anticuerpo/antigeno y acidos nucleicos/secuencias complementarias. La selectividad del
componente de deteccidn bioldgica ofrece la posibilidad de desarrollar dispositivos altamente

especificos para analizar en tiempo real mezclas compleja (Diezma et al., 2018).

Los transductores tradicionales son de tipo electroquimico, éptico y térmico. Los biosensores
de dltima generacion integran los principios de medicion tradicionales con transductores

piezoeléctricos y magnéticos (Diezma et al., 2018; Castro-Ortiz et al., 2007)
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Los transductores electroquimicos aprovechan las propiedades electroanalltlcas que surgen
0 se modifican por la interaccion entre el analito y el sistema de reconocimiento. Estos
transductores transforman la sefial generada por esta interaccion en una sefial eléctrica,
ofreciendo informacion cuantitativa o semicuantitativa. Para un funcionamiento 6ptimo, es
crucial que el elemento de reconocimiento (ER) y el sistema de transduccion (ST) estén en
contacto directo. De acuerdo a este tipo de ST existen cuatro tipos de biosensores:
potenciométricos (cambios en el potencial del electrodo), amperométricos (cambios en la
corriente eléctrica generada o consumida), conducimétricos e impedimétricos (cambios en
la conductividad y resistencia eléctrica o impedancia), y de carga idnica o de efecto de campo
(cambios en la densidad de carga en un transistor ISFET; lon Sensitive Field Effect
Transistor) (Ortega 2006; Gonzalez-Rumayor et al., 2005; Jiménez C. et al., 2009; Gonzalo-
Ruiz, 2006).

En cuanto a los transductores 6pticos, éstos se fundamentan en la deteccion de alteraciones
en las propiedades de una radiacion electromagnética, como la luz, como resultado de la
interaccion fisica o quimica entre el analito y el elemento de reconocimiento (ER) del
biosensor. Esta interaccion puede provocar cambios en las caracteristicas de absorcion,
emision, dispersion, polarizacion, refraccion o reflexion de la radiacion cuando incide sobre
la superficie que alberga el ER. Entre estos sistemas de transduccion se incluyen los sensores
de fibra dptica (optrodos), los de resonancia de plasmones superficiales (SPR), los sensores
de onda evanescente, los interferometros, los de resonancia de espejos, y los de reflexion
interna total de fluorescencia (Ortega 2006; Gonzalez-Rumayor et al., 2005; Jiménez C. et
al., 2009; Gonzalo-Ruiz, 2006; Mehrotra, 2016). La mayoria de los biosensores Opticos estan
disefiados para medir fluorescencia, sin embargo, también pueden medir cambios

colorimétricos y densitométricos al igual que quimioluminiscencia (Prickril et al., 2017)

Por otro lado, los transductores masicos incluyen a los ST que detectan pequefios cambios de
masa producidos entre la superficie sensora, debidos a la interaccién analito-sistema de
reconocimiento. Se denominan también piezoeléctricos, gravimétricos o acusticos, dado que
en su disefio se utilizan cristales piezoeléctricos que entran en resonancia cuando se aplica
una corriente eléctrica alterna. La frecuencia de oscilacion viene determinada por la masa del

cristal, que varia cuando se produce la interaccion entre el ER y el analito, y da lugar a una

()
L %)



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERE'Tf\RO ‘ |NGEN]E RV\
FACULTAD DE INGENIERIA JEN ngﬁo% '

variacion en la frecuencia de oscilacion. Dentro de estos tenemos a Ios denomlnados SAW
(Surface Acoustic Wave) donde la resonancia ocurre solo en la superficie del cristal, al
tratarse de ondas transversales superficiales. El otro modo corresponde a los tipo BAW (Bulk
Acoustic Wave) que son ondas de volumen que atraviesan el cristal y por tanto la resonancia
ocurre en toda la masa del mismo (Ortega 2006; Gonzalez-Rumayor et al., 2005; Jiménez C.
et al., 2009; Gonzalo-Ruiz, 2006; Mehrotra, 2016).

Los transductores termométricos se fundamentan en el principio de que la mayoria de las
reacciones bioquimicas, en mayor o menor medida, son exotérmicas. La calorimetria
proporciona un método de deteccion para numerosos analitos, especialmente aquellos que
implican catalisis enzimatica, ya que estas reacciones conllevan cambios considerables en la
entalpia molar. No obstante, presentan desafios, como posibles pérdidas de calor por
conduccidn, irradiacion, o conveccion (Ortega 2006; Gonzalez-Rumayor et al., 2005;
Jiménez C. et al., 2009; Gonzalo-Ruiz, 2006).

Por su parte los transductores magnéticos utilizan fundamentalmente dos instrumentos, los
magnetometros y los microscopios basados en el dispositivo SQUID (Superconducting
Quantum Interference Device), mediante un proceso puramente cuantico puede usarse para
medir variaciones caso infinitesimales en los campos magnéticos (Ortega 2006; Mehrotra,
2016).

Y finalmente los transductores nanomecéanicos, donde su estructura esta fabricada mediante
nanotecnologia, simulando ménsulas o trampolines en miniatura, las cuales experimentan
una deflexion en su extremo como consecuencia de la incorporacion del analito de interés,
permitiendo medidas de gran sensibilidad de menos de un angstrom de variacion en su
curvatura con respecto a la posicion inicial. La identificacién del analito puede realizarse
utilizando diferentes métodos, como dirigir un haz de luz laser hacia el extremo de la
estructura. Esto permite evaluar el grado de desviacion del dispositivo mediante cambios en
la reflexion del laser, lo que influird en el rendimiento de un fotodiodo alineado con él. La
interaccion entre el analito y el ER produce un cambio diferencial en la tensién superficial
del liquido sobre el cual se sumerge una micropalanca (regularmente de silicio) sufriendo

una respuesta de tipo nanomecanico que consiste en ese cambio de la deflexion y/o de la
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frecuencia de resonancia (Ortega 2006; Gonzalez-Rumayor et al., 2005>;A 'j‘iménesz.‘ et al.,
2009).

Tabla 2. Aspectos basicos destacables para la comprension del funcionamiento de los biosensores

Mecanismo de Biocataliticos
interaccion ER-An Por bioafinidad
Deteccidn de la Directa
interaccion Indirecta
Enzimas
Orgénulos
Tejidos o células
Elemento de Anticuerpos
reconocimiento Acidos nucleicos

Polimeros de Impresion Molecular (PIM)
Acidos Nucleicos Peptidicos (PNA)
Aptameros
Electroquimicos
Opticos

Sistema de Piezoeléctricos
transduccion Termomeétricos
Magnéticos
Nanomecanicos
ER = elemento de reconocimiento, An = analito

Dentro de los métodos de fabricacion o construccion de los biosensores se incluyen
tecnologias hdmedas, como la fotolitografia, galvanizado y grabado al aguafuerte, o
tecnologias secas como el grabado convencional, el serigrafiado (screen-printing) y la
electrodeposicidn anddica. Es esencial que el elemento biolégico de cualquier biosensor se
integre en el dispositivo de manera que su actividad esté asegurada. Por lo tanto, la manera
en que se inmoviliza el componente bioldgico es crucial para el desarrollo efectivo del
biosensor. Se pueden recurrir a varias alternativas, entre las que podemos distinguir métodos
fisicos y quimicos. Dentro de los métodos de inmovilizacion fisica podemos encontrar la
adsorcion, microencapsulacion, y el atrapamiento, y dentro de los métodos de inmovilizacion
quimica podemos encontrar la inmovilizacion por medio de enlace covalente y
entrecruzamiento (cross-linking), y a través de una capa intermedia (Ortega 2006; Gonzalez-
Rumayor et al., 2005; Gonzalo-Ruiz, 2006). Nuevas técnicas de inmovilizacion se estan
trabajando como los son la tecnologia sol-gel, las peliculas polimerizada por plasma, las
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monocapas autoensambladas, las membranas de bicapas lipidicas y las partlculas magnetlcas

bacterianas (Gonzalez-Rumayor et al., 2005).

El desarrollo de sistemas integrados que empleen un conjunto de biosensores para crear
autoanalizadores altamente especificos demanda mejoras o la creacion de nuevas tecnologias
tanto en los sensores (receptores y transductores) como en las técnicas de fabricacion
automatizada. Estas mejoras buscan eliminar la variabilidad entre lotes y adaptar los
dispositivos para su produccion en masa comercial. Ademas, es crucial integrar estos
sistemas con métodos adecuados de extraccion de muestras (Diezma et al., 2018). Nuevas
tecnologias de biosensado y modalidades se han desarrollado, incluyendo el uso de
nanomateriales para biosensores, nuevas metodologias de fluidos y fabricacion, biosensores
basados en fibra dptica, sensores basados en cddigo genético, y transistores de efecto de
campo y el uso de biosensores basados en dispositivos de comunicacion movil (Prickril et
al., 2017). Las principales aplicaciones de los biosensores se han desarrollado en los tltimos
afios con especial referencia a tres areas: ambiental, agroalimentaria y clinica (Ortega 2006;
Gonzalo-Ruiz, 2006). Aunque también existe un interés grande en el campo quimico,
farmaceéutico, cosméticas, militar, biodefensa, biologia vegetal, entre otras (Gonzalez-
Rumayor et al., 2005; Jiménez C. et al., 2009; Mehrotra, 2016).

4.9. Biosensores colorimétricos

Los biosensores colorimétricos exhiben unas cuantas ventajas en comparacion con otros
biosensores tradicionales como los electroquimicos, fluorescentes, y dpticos, tales como la
determinacion a simple vista y su deteccion rapida (en tiempo real), sin la necesidad de
instrumentos complicados y con un bajo precio, simplicidad, y alto sentido practico, lo que
ha atraido mucho la atencion en los ultimos afios (Zhu et al., 2021; Song et al., 2011; Dai et
al., 2018; Senthamizhan et al., 2020). Desde que los cambios de color se pueden leer a simple
vista (analisis cualitativo), el biosensado colorimétrico no requiere instrumentacion
sofisticada o entrenamiento tedioso, y puede aplicarse al analisis de campo y al diagnostico
en el lugar de atencion, aunque también se puede hacer el analisis cuantitativo con el uso de
softwares y procesamiento (Song et al., 2011; Dai et al., 2018; Zhao et al., 2020; Luka et al.,
2021). Por ello, los biosensores colorimétricos han sido ampliamente usados para la rapida

deteccion de varios analitos tales como ADN, proteina, virus, pequefias moléculas, cationes
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metéalicos, iones de metales 6xidos, oligonucledétidos, entre otros (Zhu et aI 2021 Yu etal.,
2019).

. - —
- 1z ez

Muestra Complejo Tiempo de Cambio de
cromogénico respuesta color analizable

Fig. 11. Esquema basico general de un biosensor colorimétrico. EI complejo cromogeénico incluye al elemento
de reconocimiento bioldgico (Imagen generada en BioRender.com).

La colorimetria es un método comun usado en la deteccion bioquimica. Se basa en la reaccién
cromogénica de los compuestos coloreados, de ese modo es que la colorimetria se puede
utilizar para medir la concentracion de los objetivos comparando o midiendo la profundidad
de color de las sustancias coloreadas, es decir, la intensidad del cambio de color esta
directamente relacionada con la concentracién del analito en la muestra, y se puede detectar
visualmente de manera cualitativa (Qian et al., 2022; Zhou et al., 2014; Luka et al., 2021).
El reto clave para el biosensado colorimétrico esta en transformar los eventos de deteccion
en cambios de color. Para este fin, un nimero considerable de materiales inteligentes se han
desarrollado, incluyendo nanoparticulas de oro, nanoparticulas magnéticas, nanotubos de
carbono, nanoparticulas magnéticas, 6xido de grafeno y polimeros conjugados (Song et al.,
2011; Zhao et al., 2020).

Para alcanzar las funciones colorimétricas y la selectividad especifica de los sensores
colorimétricos fabricados, nanomateriales funcionales o pruebas dpticas son usualmente
requeridas. Basados en el tipo de material o reactivos usados para la fabricacion de los
sensores colorimétricos, varios mecanismos de deteccion colorimétrica son actualmente bien
conocidos, tal como: la resonancia de plasmon superficial (SPR); reaccion cromogénica por
catalisis mediante enzimas naturales, enzimas mimicas, enzimas artificiales 0 nanozimas;
ajuste encendido-apagado fluorescente, union receptor-ligando; o el cambio de color de
cristales fotonicos bajo simulacion, (Zhu et al., 2021; Qian et al., 2022; Nath et al., 2004;

Zhou et al., 2014). Con respecto a los materiales, existe también una amplia variedad de
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ellos, por ejemplo, algunas nanoparticulas de metales nobles como el oro (Au) plata (Ag) y
cobre (Cu) (Zhu et al., 2021; Zhao et al., 2020; Yu et al., 2019).

La SPR es la caracteristica Gnica de las nanoestructuras metalicas, y los cambios de SPR
causados por la agregacion y descomposicion de las nanoestructuras metalicas pueden
realizar la fabricacion de sensores colorimétricos. Algunas nanoparticulas metalicas tales
como las nanoparticulas de oro (AuNPs) y las nanoparticulas de plata (AgNPs) pueden
mostrar un fuerte color en la region visible, principalmente debido a la resonancia de
plasmones superficiales locales (LSPR). El sensado colorimétrico usando nanomateriales
SPR usualmente se basa en los cambios de diferentes propiedades Opticas cuando las
nanoparticulas (NPs) estan agregadas y dispersas (Zhu et al., 2021; Zhao et al., 2020; Nath
et al., 2004).

En cuanto al sensado colorimétrico basado en la catalisis enzimatica o mediada por
nanozimas, de acuerdo a los diferentes tipos de enzimas, la reaccion catalitica enzimatica
comun puede dividirse en enzimas naturales y enzimas mimicas. Los sensores colorimétricos
mediados por enzimas y por enzimas mimicas estan usualmente basados en los cambios de
color causados por la catalisis de la enzima y de la enzima biomimética. Las enzimas
artificiales y las nanozimas muestran algunas ventajas remarcables, que incluyen una
actividad catalitica simple y excelente, protocolos de sintesis controlables, estabilidad
medioambiental ultra alta, de facil modificacion, bajo costo y produccion a gran escala (Zhu
et al., 2021; Qian et al., 2022; Jeon et al., 2022).

Los biosensores colorimétricos basados en el cambio de fluorescencia basan sus principios
en las propiedades de fluorescencia de algunas tintas organicas, polimeros fluorescentes, y
nanomateriales fluorescentes (como los nanoclusteres, puntos cuanticos, y puntos de
carbono). Como resultado, se fabrican los sensores colorimétricos con comportamientos de
conmutacién de fluorescencia inducida por analitos. Segun el comportamiento del interruptor
de extincién de fluorescencia, la deteccidn colorimétrica generalmente se puede usar con los
siguientes comportamientos: al agregar el analito de la fluorescencia del colorante de
extincion, el cromdéforo de fluorescencia se puede cambiar de encendido a apagado. En
segundo lugar, el cambio de apagado a encendido puede hacerse por la emisién inducida de
un polimero fluorescente (Zhu et al., 2021; Zhao et al., 2020; Senthamizhan et al., 2020).
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Para los sensores basados en la unién ligando-receptor, la |nteraCC|on entre Ilgandos y
receptores como indicadores (fluoroforo y cromoforo) y analitos (catién/anion) puede
cambiar el espectro de emision del indicador y proveer una respuesta colorimétrica a

diferentes concentraciones del analito (Zhu et al., 2021).

Finalmente, los sensores basados en cristales fotonicos (PCs). Los PCs son un tipo de
material con un cambio periddico en el indice de refraccion, que tiene la caracteristica de una
banda prohibida fotonica (PBG), que pude dificultar el paso de algunas longitudes de onda
en la PBG. Por lo que, los PCs han sido usados en fibras Opticas, pantallas, sensores y otros
campos. En el campo del sensado colorimétrico también pueden usarse debido a sus
estructuras unicas y cambio de color. El principio de deteccidn de los sensores colorimétricos
basados en PCs es producir materiales de decoloracion que influyan en el cambio del entorno
en funcién del cambio de color de la estructura de la PCs. El sensor colorimétrico puede

transformar el cambio en el entorno en un cambio visual de color (Zhu et al., 2021).

Las caracteristicas fisicoquimicas de los materiales los hacen candidatos prometedores para
el biosensado colorimétrico (Dossier, 2022; Zhao et al., 2020), por ejemplo las AuNPs
muestran un tamafio Unico, forma, y composicién dependientes de propiedades dpticas. La
agregacion o redispersion de las NPs resulta en cambios de color de la solucion coloidal. Las
AUNPs aparecen en un color rojo porque las NPs tienen una absorcion oOptica cerca de los
520 nm debido a la resonancia de plasmon superficial. Cuando el tamafio de las NPs
aumentan, la luz no puede polarizar las NPs homogéneamente, y modos de orden altos
dominan a baja energia, esto causa un desplazamiento al rojo y un ensanchamiento en la
banda de plasmon superficial, por lo que se agregan y existe un cambio de rojo a parpura,
cambio que se puede observar a simple vista (Song et al., 2011; Zhao et al., 2020; Luka et
al., 2021). Las AuNPS también son funcionalizadas para aprovechar el cambio de color
causado por el efecto de la SPR. Se pueden funcionalizar con anticuerpos, péptidos, con

polietilenglicol (PEG) y acido sialico, e incluso en forma de nanorods (Zhao et al., 2020).
4.10. Biosensores colorimétricos microfluidicos

Los avances en microfluidica han facilitado el disefio y desarrollo de dispositivos
miniaturizados para controlar, coordinar, y modificar micro volimenes de fluido mediante

microcanales que van desde 10-100 micras, aunque actualmente también se aceptan
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mlcrocanales de 100 nm a 500 um. La microfluidica es un area de f|UjO de f|UIdO Iammar a
microescala para un mejor transporte de calor y masa que ha creado importantes plataformas
en el diagndstico biomédico. Es una forma de tecnologia que desarrolla biosensores
miniaturizaos usando mecanica de fluidos, combinando quimica, biogquimica, ingenieria,
fisica, microtecnologia y biotecnologia. Debido a la gran relacién superficie/volumen, los
dispositivos basados en microfluidica pueden operar el manejo de fluidos en microcanales,
encargados de llevar la muestra a los sitios de reaccion (eventualmente camaras de sensado),
reduciendo significativamente el volumen de reaccion (Kulkarni et al., 2022; Loo et al.,
2023; Limbut et al., 2023; Prakash et al., 2012; Ren et al., 2020). Este tipo de sensores (micro
y nanofluidicos) usualmente manipulan volimenes pequefios (microlitos o nanolitros) de
fluidos dando lugar a un método dptico de deteccion (Prakash et al., 2012; Ren et al., 2020).
Se puede definir a la microfluidica como el estudio de flujos que son simples o complejos,
mono o multifasicos, los cuales estan circulando en microsistemas artificiales. El objetivo
final es que sean capaces de detectar moléculas bioldgicas, y transportar, mezclar y

caracterizar una muestra sin procesar, todo en un mismo dispositivo (Tabeling, 2005).

El proceso de la microfluidica incluye: actuacion de un fluido de un volumen particular a una
ubicacion especifica; separacion de los componentes en el fluido de diferentes propiedades,
por ejemplo, viscosidad, densidad, etcétera; mezcla de varios tipos de fluidos de manera
temporal y espacial controlada, provocando biorreacciones de manera controlada (Loo et al.,
2023). La microfluidica ofrece varias ventajas: la habilidad de usar pequefias cantidades de
muestra y reactivos, bajo costo, corto tiempo de analisis, transparencia operativa,
controlabilidad, fiabilidad, precision, estabilidad, eficiencia espacial, multifuncionalidad, y
capacidad de automatizacion. La tecnologia es ideal para simplificar los procesos de analisis
complicados en un dispositivo pequefio, haciendo portable este tipo de dispositivos. Ademas,
ha sido intensamente desarrollada para propdésitos de diagnoéstico, ofreciendo examenes
rapidos, precisos, sensibles, baratos, y de plataformas automatizadas (Trinh, 2022; Kulkarni
et al., 2022; Tabeling, 2005; Loo et al., 2023; Limbut et al., 2023; Ren et al., 2020;
Rajasulochana et al., 2022).
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Cambio de color en las zonas
de reaccién por interacciom
con ¢l complejo cromogénico.

Dispositivo microfluidico. Sus
microcanales y zonas de
reaccion,

Deposito del biofluido con analito(s) de
interés, distribuidos por los microcanales
hacia las zonas de reaccion.

Fig. 12. Esquema del principio basico de los biosensores microfluidicos colorimétricos.

La deteccion colorimétrica en dispositivos microfluidicos se basa en dos métodos mas usados
y simples que se conocen hoy en dia que son: las tintas moleculares y enzimaticas. En las
zonas de reaccidn, una reaccién quimica o enzimatica entre el analito objetivo en la muestra
y los reactivos previamente inmovilizados, se lleva a cabo. Estos reactivos pueden ser
enzimas, indicadores &cido-base o tintas (Yetisen et al., 2013). Estos dispositivos aprovechan
las ventajas tanto de la técnica colorimétrica como de la microfluidica, pueden producir
rapidamente resultados visibles los cuales son faciles de observar a simple vista, son
practicos, altamente especificos y compatibles, y pueden hacer una deteccion cuantitativa por
espectrometria o aplicaciones moviles de imagen en smartphones, lo que recientemente los
ha hecho muy atractivos (Man et al., 2021; Mao et al., 2017; Rajasulochana et al., 2022).
Basandose en la concentracion del analito, la intensidad de los cambios de color pueden ser
grabados y cuantificados mediante el uso de camaras digitales, un escaner, entre otros
(Kusbaz et al., 2019).

Existen también los chips microfluidicos, los cuales también suelen ser conocidos como lab-
on-a-chip (LOC) sistemas de analisis total miniaturizado (u-TAS), el cual es muy importante
dentro de los biosensores debido a sus grandes méritos de bajo consumo de muestra y
reactivos, deteccion en tiempo real, tiempo de deteccion reducido y plataforma analitica
miniaturizada (Man et al., 2021; Tabeling, 2005; Prakash et al., 2012). Se pueden considerar
como pequefios reactores que pueden llevar a cabo ensayos analiticos mediante el

confinamiento y el control del fluido dentro de sus canales (Trinh, 2022).
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La mlcroflwdlca impresa puede fabricarse desde 2D hasta 4D, dependlendo de la
complejidad del biosensado de la reaccion. Por ejemplo, inmunoensayos que requieren
interaccion simple entre las moléculas objetivo y los elementos de reconocimiento para la
lectura visual se pueden realizar en 2D, como una tira de papel de flujo lateral. Para
reacciones que requieren multiples proceso, por ejemplo extraccion y purificacion, lavado,
mezcla de reactivos, los dispositivos 3D son comunmente empleados (Loo et al., 2023). Los
dispositivos en 3D son ventajosos por ciertas aplicaciones, por ejemplo acomodar mas
ensayos en la misma plataforma base (o huella) y en el mismo espacio que de un dispositivo
2D, permitir el fluido en tres dimensiones a través de multiples capas de papel, lo que abre
el potencial para ensayos de varios pasos en un mismo dispositivo compacto, y mover el
fluido a través del grosor del papel (la direccion z) y lateralmente (el plano x,y) (Yetisen et
al., 2013). Por otro lado, los 4D o dinamicos poseen propiedades reversibles y responden a
estimulos externos, o sefiales de respuesta, como la luz y el calor, aunque actualmente hay

una escasez de ejemplos (Loo et al., 2023).

El vidrio y el silicon fueron los primeros materiales usados en aplicaciones microfluidicas.
Los biosensores microfluidicos se han desarrollado usando nuevos materiales tales como
polimeros, compositos, y papel. En términos generales, los dispositivos microfluidicos
pueden fabricarse utilizando una amplia variedad de materiales tales como el silicon, vidrio,
ceramica, papel, grafeno, polidimetilsiloxano (PDMS), polimetilmetacrilato (PMMA),
policarbonato (PC), y combinaciones de éstos. También hay materiales emergiendo en este
campo, tales como: nanomateriales de transicion 2D; MXenes (que incluyen carburos,
nitruros y carbonitruros de metales de transicion, son una nueva clase de materiales en capas
2D que han surgido como analogos del grafeno), donde la M representa un metal de
transicion, y la X es un atomo de carbono o de nitrégeno; y el fésforo negro. Estos materiales
tendran que tener un alto punto de fusion y gran conductividad térmica (Kulkarni et al., 2022;
Tabeling, 2005; Limbut et al., 2023; Ren et al., 2020). EI modelado por deposicion fundida
(FDM), la estereolitografia (SLA) y el procesamiento de luz digital (DLP) son los enfoques
de impresion 3D mas comunes y de igual manera que con los 2D, se tiene la impresion de
cera. Para los 4D los materiales con memoria de forma, como los polimeros con memoria de
forma (SMP) o los hidrogeles hinchables, pueden ser buena opcién, ya que proporcionan la
caracteristica reversible de los microfluidos para ampliar la capacidad de respuesta de forma
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de una sola vez a varias veces. Esto debido a su cualidad estimulo- responswa (Loo et al.,
2023).

Recientemente el papel ha sido funcionalizado como un sustrato para construir dispositivos
microfluidicos para usarse en exdmenes de diagndstico rapidos y semicuantitativos. El patron
de papel en regiones de canales hidrofilicos demarcados por barreras hidrofébicas (o aire)
proporciona dispositivos microfluidicos que ofrecen cuatro capacidades basicas en un mismo
dispositivo analitico: la primera de ellas es la distribucion de la muestra en multiples regiones
separadas espacialmente para permitir multiples ensayos simultdneamente (o réplicas de un
ensayo) en un mismo dispositivo; la segunda comprende el movimiento o flujo de la muestra
por accion capilar (no se necesitan bombas o microbombas como en dispositivos
convencionales); la tercera es la compatibilidad con pequefios voliumenes de muestra lo cual
es fundamental en situaciones donde la cantidad de muestra es reducida (por ejemplo,
lagrimas, saliva, orina de recién nacidos y gotas de sangre de pinchazos de dedos); y por
altimo la facil eliminacién de residuos peligrosos ya que los dispositivos pueden eliminarse
por incineracion (Yetisen et al., 2013; Kusbaz et al., 2019; Loo et al., 2023; Rajasulochana
et al., 2022).

El impregnado de tiras de papel con materiales hidrofébicos, tales como parafina y cera (mas
comun) para prevenir la contaminacion cruzada de las zonas de reaccion data desde 1902. La
formacién de placas de papel en papel filtro previene que la extension sobre una gran
superficie, evitando zonas de no interés, los mismos espacios confinados permiten la
uniformidad tanto en el &rea como en el tinte de la zona de interés cuando se trata de
dispositivos microfluidicos colorimétricos, lo que a su vez permite estimar las
concentraciones a partir de la intensidad de la coloracion. La parafina y la cera se sugieren
como para la formacion de las zonas repelentes al agua en el papel filtro debido a su caracter
general inerte a reactivos quimicos y su practicidad para la formacion de diversos patrones
(YYetisen et al., 2013; Loo et al., 2023).

El papel debe de cumplir con ciertas caracteristicas fisicas para aprovechar bien su potencial
en aplicaciones microfluidicas, entre ellas estan: caracteristicas superficiales, area
superficial, tasa de flujo capilar, tamafio de poro, porosidad, grosor, y color del papel (esta

ultima de especial cuidado cuando ser&n pruebas colorimétricas), las cuales dependen de la
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aplicacion del ensayo. En microfluidica basada en papel, la mayoria de Ios estudlos han
explotado el papel cromatogréafico y el papel filtro, y se elige el papel ya que ademas de
barato es amigable con el ambiente y se le pueden modificar sus propiedades de superficie
como hidrofilia, permeabilidad, piezoelectricidad, y reactividad (Yetisen et al., 2013; Loo et
al., 2023). Sin embargo, existen algunos inconvenientes para el papel como fuga y
esparcimiento de la muestra desde y a través de los microcanales fluidicos, y el dafio de papel
por el fluido de trabajo tales como &cidos fuertes y dificultades en la reproducibilidad
(Kusbaz et al., 2019).

Se hace énfasis en tres componentes basicos de fabricacion para prevenir la contaminacion
entre muestras y/o zonas de reaccion: el primero de ellos es la formacion de barreras
hidrofdbicas entre zonas de reactivos, el segundo es la absorcion del liquido sobrante
mediante capas absorbentes colocadas debajo de las capas portadoras de reactivos, y el
tercero separar fisicamente las zonas de reactivos adyacentes (Yetisen et al., 2013). La
técnica tradicional para la fabricacion de canales microfluidicos en vidrio y PDMS es la
fotolitografia, aunque también se puede usar corte laser, maquinado, tratamiento plasma,
impresion de inyeccion de tinta, impresion de cera, hilado, entre otras para fabricar
dispositivos microfluidicos basados en papel (Kusbaz et al., 2019). Por otro lado, los chips

microfluidicos se pueden hacer mediante la técnica de litografia suave (Mao et al., 2017).

En las ultimas dos décadas, la microfluidica ha progresado desde salas limpias hasta
convertirse en productos del mundo real. Debido a la falta de infraestructura moderna, las
instalaciones de laboratorio central son pocas y distantes entre si, por lo que se requieren
tecnologias faciles de usar sin necesidad de expertos, lo cual lo puede cubrir las pruebas de
flujo lateral, ya que representan costos muy bajos de manufactura de entre 0.10-3 ddlares por
examen (de entre 1.80-53.96 pesos mexicanos) (Yetisen et al., 2013). La combinacion de la
microfluidica con los exdmenes en el lugar de atencién (POTC; Point Of Care Testing) puede
incrementar la eficiencia de deteccion y accesibilidad de los usuarios, simplificar los procesos
de andlisis, acortar los tiempos de ensayo, y mejorar la precision y sensibilidad, todo ello con
poca intervencion humana (Trinh, 2022; Kulkarni et al., 2022). A pesar de los avances, la
fisica fundamental del transporte de masa y el tiempo de reaccién imponen limitaciones a la

concentracion de moléculas objetivo que se pueden detectar, asi como a la velocidad a la que
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se pueden detectar. Las escalas de tiempo caracteristicas tipicas, tc, para blosensores estan
limitadas por el tiempo de viaje de la molécula objetivo al sitio de deteccion y, en

consecuencia, dependen de la difusion de las especies (Prakash et al., 2012).

De manera general, los biosensores han estado bajo desarrollo por més de 50 afios con
mejoras sustanciales en el sector académico e industrial en las décadas pasadas, sin embargo,
solo unos cuantos biosensores han alcanzado el éxito comercial global. Hay muchas razones
para esto, tales como las dificultades de trasladar la investigacion académica hacia prototipos
comerciales viables para la industria, complicados problemas con las regulaciones en
aplicaciones clinicas, dificultad con encontrar investigadores calificados con experiencia en
tecnologia de biosensores y colaboracion con investigadores de diversas disciplinas de la

ciencia y la ingenieria (Kulkarni et al., 2022).
4.11. Colorimetria

El color, tema peculiar y fascinante, se ha convertido en un atributo cada vez mas importante
que los ingenieros y disefiadores Opticos tienen que considerar en el desarrollo de diversos
sistemas. Los avances en la tecnologia de detectores para sistemas de imagenes digitales
requieren de una comprension de como el sistema representara fielmente el color y la
iluminacion en una escena (Bunch, 2021; Logvinenko et al., 2022). El color percibido de un
objeto es dependiente de la fuente de iluminacidn asi como de la reflectancia, absorcion, y
dispersion desde el objeto. El color que asociamos con objetos familiares proviene de la
forma mas habitual en que se ve el objeto, como bajo la luz del dia. Un objeto autoluminoso,
como un letrero nedn, también puede tener una apariencia de un solo color aunque la luz
surja de los espectros de emision de la mezcla gaseosa. En fisica, el color se relaciona con la
radiacion electromagnética dentro de un rango especifico de longitudes de onda que son
visibles para el ojo humano. Esta radiacion corresponde a la parte del espectro
electromagnético llamada espectro visible, que es percibida como luz (Bunch, 2021; Nassau,
2023).

Algunas diferencias perceptuales obvias, pertinentes al color, no pueden ser representadas
por nombres de color. Por ejemplo, usamos el mismo nombre de color, por decir rojo, para
describir fisicamente diferentes cosas: objetos sélidos opacos como una manzana roja;

liquidos como un vino rojo; y objetos autoluminiscentes como un foco rojo. Creemos que el
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color rojo que tiene una manzana roja, un vino tinto y una luz roja, y que podemos identificar

para los tres objetos, es una nocién conceptual (una idea) mas que una experiencia perceptiva.
No lo percibimos. S6lo podemos pensar en ello. (Logvinenko et al., 2022). De ahi que la
colorimetria trate de reemplazar esas respuestas subjetivas, tales como azul claro, pdrpura
oscuro, oro brillante, con un sistema numérico objetivo (Gilchrist et al., 2017; Broadbent,
2017). Asi, la percepcion del color no puede ser puesta en la misma categoria como la
percepcion del tamafio, forma, y otras variables fisicas, las cuales usualmente se les da
atencion en libros de texto, la percepcién del color plantea un problema ya que no hay color

en el mundo al que pertenezcan el tamafio y la profundidad (Logvinenko et al., 2022).

Con el fin de promover una especificacion estandarizada, diferentes sistemas de color son
usados para definir un espacio de coordinadas tridimensionales, donde cada color es
representado por un simple punto. Los espacios de color (modelos de color) cominmente
usados incluyen el RGB, CMYK, XYZ, L*a*b* (o CIELAB), HSV, YUV, y el modelo gris
(Gray model), dentro de los cuales los sistemas de color mas ampliamente usados son el
RGB, HSV y el modelo gris (Fan et al., 2021; Jeon et al., 2022).

Blue

Yellow

cMmy

00! .. 480°300
00 01 062 03 04 05 08 07 08

CIE HSV/HSB Modelo Gris

Fig. 13. Representacion grafica de los diferentes espacios de color.
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El espacio de color RGB, usado en las pantallas de computadoras y basada en Ia teoria
tricromatica del color, se puede entender como una unidad en forma de cubo. Cada color: R
para rojo, G para verde y B para azul, es asignado a uno de los tres ejes de coordenadas
ortogonales en un espacio en 3D. A lo largo de cada eje del cubo de color los rangos de
colores van desde la nula contribucion de ese componente hasta un color totalmente saturado.
De ese modo, cualquier punto del cubo esta especificado por tres nimeros, llamado un triple
R, G, B. La diagonal del cubo desde negro (0, 0, 0) hasta el blanco (1, 1, 1) representa todos
los grises. Para una proporcidn significativa de colores uno de los valores es negativo, lo que
se considera como una desventaja distintiva (Fan et al., 2021; Gilchrist et al., 2017; Jeon et
al., 2022).

Los espacios de color CMY y CMYK son usualmente usados en impresion de color. Los
colores primarios en el espacio de color CMY son: cian (C), magenta (M) y amarillo (Y). El
espacio de color CMYK, variacion del CMY afadiendo negro (K), cierra la brecha entre la
teoria y la practica. En teoria, el componente extra negro no es necesario, sin embargo, en la
practica con varios tipos de tintas y papeles ha mostrado que cuando cantidades iguales de
tintas cian, magenta y amarillo son mezcladas, el resultado es usualmente un café oscuro, no
negro, por lo que afadir el negro a la mezcla resuelve el problemay, en el caso de impresiones
ahorra costes de tinta (Fan et al., 2021; Jeon et al., 2022).

Antes de una descripcién matematica proporcionada por un sistema de medicion de color,
los sistemas de orden se han utilizado para representar el color, que podria usarse como una
especificacion en la comunicacion del color. Uno de los primeros sistemas de orden es el
Munsell Color System tridimensional. EI modelo de color HSB define un espacio de color
en términos de tres componentes: tono (H), saturacion (S) y brillo (B). El tono es el tipo de
color (tal como rojo, azul, o amarillo) con valores entre 0° a 360° en la mayoria de las
aplicaciones cada valor corresponde a un color: 0 es rojo, 45 es un tono de naranja, y 55 es
un tono de amarillo; la saturacién es la intensidad del color que va desde 0-100 %, donde 0
representa que no hay color, que es un tipo de gris entre negro y blanco, y 100 significa color
intenso; y el brillo o valor es el brillo del color que va de 0-100 % (O siempre es negro, 100
podria ser blanco o un color mas o menos saturado). Este modelo también puede encontrarse

como HSV (representando la VV como valor), y no es una transformacion lineal del espacio
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de color RGB, es decir, el color no es definido como una S|mple comblnacmn
(adicidn/sustraccion) de colores primarios, pero si como una transformacion matematica (Fan
et al., 2021; Bunch, 2021; Jeon et al., 2022; Nassau, 2023).

En 1931, la Comisidn Internacional de Iluminacion (CIE) establecio el primer sistema de
espacio de color CIE XYZ para definir colores claros o colores aditivos, comenzando a
formalizar esta ciencia. Esta fue la primera forma estandar internacional ampliamente
aceptada para definir el color y hoy en dia sigue siendo el gold standard. Este espacio de
color no puede representarse tan facil como el cubo de color RGB, pero puede ser
probablemente muy similar al cubo de color RGB con distorsiones de color notables (Fan et
al., 2021, Gilchrist et al., 2017; Clydesdale & Ahmed, 1978; Broadbent, 2017; Jeon et al.,
2022).

Con respecto al espacio de color L*a*b* (también conocido como CIE1976L*a*b*),
usualmente es usado para caracterizar el color en alimentos. Este espacio de color es un
estandar internacional para medidas de color, adoptado por el CIE en 1976, en el que la L*
es la componente de luminancia o luminosidad, que va desde 0 a 100, y los pardmetros a*
(de verde, -a*, a rojo, -a*) y b* (de azul, -b*, a amarillo, +b*) son dos componentes
cromaticas, que van desde -120 hasta 120 (Fan et al., 2021; Tang et al., 2023; Gilchrist et al.,
2017; Broadbent, 2017; Jeon et al., 2022).

Otro modelo es el YUV, el cual define al espacio de color en términos de una luminancia y
dos componentes de crominancia. En este espacio de color Y representa el componente luma
(brillo) que va de 0-100 % en la mayoria de las aplicaciones, la U y la V son las componentes
de crominancia (componentes de luminancia azul y luminancia roja). Es adecuado para
detectar objetos en movimiento, ya que simula la percepcion humana del color de una manera

mas cercana que el modelo RGB (Fan et al., 2021; Jeon et al., 2022).

Es completamente imposible seleccionar tres colores primarios de los que existen en la
naturaleza de tal manera que puedan producir componentes positivos para todos los colores
infinitos presentes en el universo. Sin embargo, es factible seleccionar tres colores de modo
gue sean minimos los colores que presenten componentes negativos. Esta seleccion fue
realizada por la Comision Internacional de lluminacion (CIE) en 1931. Estos tres colores

primarios escogidos son los correspondientes al espacio de color RGB (Red, Green, Blue, o
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Rojo, Verde Azul). El color rojo, espectral puro, consistente en una Gnica frecuenaa
correspondiente a una longitud de onda de 700 nm, el verde, también espectral puro,
configurado con una Unica frecuencia correspondiente a una longitud de onda de 546.1 nm,
y el color azul con las mismas caracteristicas anteriores, correspondiente a una longitud de
onda de 435.6 nm (Sistemas de TV, s. f.). La teoria tricromatica se apoya en los experimentos
de la mezcla de colores, puesto que la combinacion de dos fuentes de color primarias
producen colores secundarios, por ejemplo el cian surge de la mezcla entre azul y verde, el
magenta de la mezcla de azul y rojo, el amarillo de la mezcla de verde y rojo, y la mezcla de
cantidades aproximadas de los tres colores R, G, B, se obtiene el blanco (Bunch, 2021;
Sistemas de TV, s. f.).

La colorimetria es el campo cientifico y tecnoldgico dedicado a la medicion y descripcion
objetiva de la percepcion humana del color. Tres cosas contribuyen a nuestra percepcion del
color de un objeto: la naturaleza de la iluminacién, las propiedades Opticas del objeto mismo
(reflexion o transmision), y la respuesta del ojo humano (el observador). Tradicionalmente
la colorimetria puede ser dividida entre colorimetria visual y colorimetria fotoeléctrica. La
colorimetria visual es usada para medir concentracion mediante la observacion de un cambio
de color de la solucion objetivo a simple vista (Fan et al., 2021; Gilchrist et al., 2017,
Broadbent, 2017; Nassau, 2023). Es dificil distinguir entre sutiles diferencias de color a
simple vista, por lo que la precision de medicion de la colorimetria visual es menor que la de
la colorimetria fotoeléctrica. De este modo, la colorimetria fotoeléctrica se apoya de aparatos
tales como el colorimetro fotoeléctrico y el espectrofotdmetro, el cual es mas preciso en
cuanto a resolucién de cambio de color y mas preciso en la determinacion de concentracion,
y es ademas, ampliamente usado en varios campos. El colorimetro generalmente se usa para
medir la absorbancia de solo un color particular (por ejemplo, longitud de onda) de luz para
una solucién especifica (Fan et al., 2021; Pearce, 2014). Se trata en general, de una técnica,
como herramienta de andlisis quimico, utilizada para determinar la concentracion de
compuestos coloreados (0 sustancias que absorben luz) en soluciones mediante la aplicacién
de la ley de Lambert-Beer, la cual establece que la concentracion de un soluto es proporcional
a la absorbancia (Pearce, 2014; Clydesdale & Ahmed, 1978; Britannica, 2023).
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La colorimetria corresponde a una parte de la ciencia del color, y con eIIo hay que tener
presente que la colorimetria no se trata de medir (especificar) el color como tal; se trata de
medir estimulos de color, aunque a modo de definirla podemos mencionar que es la ciencia
de la medicion del color (Logvinenko et al., 2022; Gilchrist et al., 2017; Nassau, 2023). Una
definicion quizas méas acertada podria ser la siguiente: la colorimetria consiste en la
evaluacion de la longitud de onda y la intensidad de la radiacion electromagnética dentro del
rango visible del espectro (Britannica, 2023). Algunas de las ventajas que presenta la
colorimetria son: se realiza con luz uniforme, no depende de mediciones subjetivas humanas,
es portatil y barata, las muestras pueden ser sélidas o un liquido opaco, y no depende del
almacenamiento de referencias que pueden variar con el tiempo. La colorimetria es una
alternativa al uso de tablas de colores de referencia, ya que brinda resultados mas precisos y

es mas rentable (Ponnal et al., 2021).

Los logros de la colorimetria en la medicion del color se han hecho a costa de descuidar la
percepcién del color (es decir, la estructura de la apariencia del color). Realmente, la
colorimetria puede predecir si dos luces apareceran del mismo color o diferente, pero no
como se veran exactamente. De esa manera, el éxito de un estudio colorimétrico depende en
que tan bien un ser humano se convierta, virtualmente, en un dispositivo técnico (Logvinenko
et al., 2022). La colorimetria ha sido la técnica mas usada para la cuantificacion de analitos
en papel, por esa razén, la adquisicion de la sefial tipicamente depende de equipos externos

como las camaras digitales de los smartphones (Soda & Bakker, 2019).

Ahora bien, la colorimetria de imagen digital (DIC por Digital Image Colorimetry) se refiere
a métodos de analisis colorimeétricos basados en digitalizar imagenes colectadas por algunas
herramientas de adquisicion de imagenes como teléfonos mdviles, camaras digitales,
escaners, entre otros. La relacion entre informacion de imégenes cuantificada y la
concentracion de analito se puede construir y los resultados se pueden mostrar con el uso de
aplicaciones customizadas. El uso de imagenes digitales podria reemplazar a la simple vista,
eliminando el error subjetivo de la observacion a simple vista, la cual es influenciada
principalmente por inconsistencias del observador. Se sabe que el andlisis cuantitativo de
iméagenes es dificil en condiciones de iluminacion inconsistentes, lo cual es una limitacion

importante para la aceptacion practica de los dispositivos analiticos basados en papel (PAD
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de Paper-based analytical devices). Por lo tanto, es importante adqumr una sefial
colorimétrica que pueda ser correlacionada con los valores de absorbancia
espectrofotométrica, esto permitiria usar datos de imagenes por medio de una camara
detectora para evaluar la ley de Beer en solucién y en un sustrato de eleccién (Fan et al.,
2021; Soda & Bakker, 2019).

El estado actual de la colorimetria de imagenes digitales, debido al uso extensivo de imagenes
digitales en general, provee oportunidades para el desarrollo rapido y de bajo costo de
tecnologias DIC, y con ello analisis semicuantitativos y cuantitativos para metales, metales
pesados, herbicidas, pesticidas, antibidticos, indicadores bioquimicos, compuestos naturales,
y bacterias/virus, para control de calidad en alimentos, textiles, cosméticas, formulacion de
colorantes, entre otros. Se recomienda reportar los datos colorimétricos como valores de
absorbancia calculando el logaritmo de la intensidad del color del sitio dividida por la
intensidad de un sitio del mismo sustrato iluminado por la misma luz pero sin reactivo
colorimétrico, de modo que nos de valores de absorbancia colorimétrica que deberian ser
proporcionales a la concentracién de colorante, de forma anéloga a la espectrofotometria. El
método requiere de ese espacio sin colorante denominado blanco, para la calibracion (cero)
y con ello reportar los resultados ya sea en unidades de absorbancia, transmitancia o en caso
de que ya se encuentre calibrado, aplicar la ley de Lambert-Beer y reportar como
concentracion (Fan et al., 2021; Soda & Bakker, 2019; Pearce, 2014; Broadbent, 2017).

4.12. Enzimas como bioreceptores en biosensores cataliticos

Las enzimas (catalizadores de la naturaleza magnificamente elaborados) y el fendmeno
catalitico ocupan una posicion central en biologia. La vida como la conocemos no podria ser
posible sin la catalisis enzimatica. Mas del 99 % de las reacciones relevantes en los sistemas
bioldgicos son catalizados por catalizadores de proteinas (Punekar, 2018). Las enzimas son
los receptores bioldgicos mas empleados en la produccion de biosensores, ya que son
econdmicas, ampliamente disponibles en el mercado y faciles de manipular. De hecho, fueron
los primeros receptores biologicos utilizados con este propdsito. Las enzimas, proteinas con
capacidad catalitica, son esenciales para llevar a cabo reacciones quimicas especificas.
Aunque todas las enzimas son proteinas, no todas las proteinas tienen actividad enzimatica.

Las enzimas, como elementos muy especificos de bioreconocimiento, actdan de forma

()
L)



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERE'Tf\RO ‘ |NGEN]E RV\
FACULTAD DE INGENIERIA JEN ngﬁo% '

selectiva con un analito o una familia de analitos, acelerando las reacciones qwmlcas sin
consumirse, lo que permite su reutilizacion (Gonzalo-Ruiz, 2006; Punekar, 2018; Sadani et
al., 2022; Serna-Cock et al., 2009; Amor-Gutiérrez et al., 2022). Las enzimas tienen la
capacidad de reducir la energia necesaria (energia de activacion) para iniciar las reacciones,
mostrando mejores resultados en contraste con los que sucede con catalizadores inorganicos,
esto debido a que reaccionan solamente con una sustancia especifica (0 grupo de sustancias)
Ilamada sustrato. Su alta especificidad las hace capaces de diferenciar incluso entre diferentes
estereoisomeros de un compuesto (Amor-Gutiérrez et al., 2022). Las enzimas estan
constituidas por una estructura tridimensional compuesta de péptidos, con una region activa
conocida como sitio activo o centro activo, que interacttia con el sustrato. Esta region activa,
que determina la especificidad a la enzima, generalmente se encuentra en el interior de la
misma (Gonzalo-Ruiz, 2006; Serna-Cock et al., 2009). Las proteinas son ricas en grupos
nucleofilicos, pero los electrofilos estan pobremente representados. En algunos casos, el
componente de proteina solo, es inadecuado para catalizar una reaccion dada, por lo que la
naturaleza recluta algunos componentes no proteicos llamados cofactores para generar una
catélisis funcional. En tales enzimas, el componente inactivo proteico sin el cofactor es

Ilamado apoenzima y la enzima activa, incluyendo al cofactor, holoenzima (Punekar, 2018).

En las bases de la experiencia, podriamos decir que el uso o la adaptacion de las enzimas en
los biosensores comenz6 con el profesor Leland C. Clark Jr., que en 1962 en un simposio de
la Academia de Ciencias de Nueva York, se preguntaba como hacer que los sensores
electroquimicos fueran mas inteligentes, llegando a la conclusién que agregando
transductores enzimaticos como sandwiches encerrados en membranas, haciendo el primer
biosensor de glucosa (Newman et al., 2006). Sin embargo, hay otros autores mencionan que
el primer biosensor enzimatico (también para ensayos de glucosa) fue creado en 1967 por
Updike y Hicks. En este sensor, un transductor y una enzima correspondiente al componente
objetivo se combinan para producir una sefial que puede amplificarse, procesarse 0
almacenarse. De modo que cuando un elemento bioldgico electroactivo sufre una reaccion
de oxidacion o reduccion, produce una corriente medida por un biosensor amperométrico
(Reena et al., 2023; Blum et al., 2009).
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Una de Ias grandes ventajas de utilizar enzimas, ademas de su alta select|V|dad es su menor
tiempo de respuesta en relacion con otros tipos de bioreceptores, la posibilidad de
regenerarse, y la simplicidad con que se pueden construir los dispositivos. Los biosensores
basados en enzimas, son mas especificos que los biosensores basados en células. Como
desventajas, es importante considerar que las enzimas pierden actividad al ser inmovilizadas
en la superficie del electrodo y tienen una vida util relativamente corta (Gonzalo-Ruiz, 2006;
Kaur et al., 2019; Serna-Cock et al., 2009).

La actividad enzimatica estd regulada, es decir, esta propensa a la inactivacién como
cualquier otra proteina, por ciertas condiciones como el pH del medio, la fuerza ionica, la
temperatura y, requiere en algunos casos, la presencia de un cofactor. El cofactor se trata de
un producto quimico no proteico necesario para que la reaccion enzimatica se lleve a cabo.
Aparte del posible efecto de esas condiciones, la inactivacion de una enzima puede ser
posible debido a la protedlisis (por contaminaciéon de la actividad de la proteasa) de la
proteina enzimatica (Gonzalo-Ruiz, 2006; Punekar, 2018; Mani et al., 2016). Son
Optimamente estables bajo condiciones especificas de las condiciones ya mencionadas. Estos
parametros difieren de enzima a enzima. Ademas, las condiciones no son necesariamente las
mismas para una estabilidad dptima en comparacion con la actividad enzimatica optima. Las
enzimas son mejor almacenadas a bajas temperaturas, pero sin congelar y descongelar
repetidamente. (Punekar, 2018; Rocchitta et al., 2016).

La actividad enzimatica es profundamente dependiente del pH y la temperatura. Ya que los
valores de pH van de 0 a 14 en ambientes acuosos, mas de un tipo de buffer podria requerirse
para un experimento. Ademas del pH, y por ende su pKa, la eleccién de un buffer depende
de muchos factores, ya que algunos buffer pueden tener efectos adicionales sobre la enzima.
La determinacion experimental del valor de pH éptimo se puede obtener con una grafica de
pH contra actividad, diferentes enzimas tienen diferentes pH dptimos, y esto puede ser debido

al pH fisiologico en el que la enzima funciona (Punekar, 2018; Rocchitta et al., 2016).

Al igual que otras proteinas, una enzima experimenta desnaturalizacion térmica a altas
temperaturas. Por encima de cierta temperatura, la tasa de catalisis enzimatica empieza a
disminuir. A la temperatura Optima, la actividad enzimatica y la inactivacién compiten, lo

que lleva a un punto maximo en la curva temperatura contra actividad. De modo que la
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temperatura optima (Topt) €S UNa consecuencia de estos dos procesos. Ademas esta Topt puede
variar para una misma enzima dependiendo de la presencia de estabilizadores, pH, entre otras
(Punekar, 2018).

Existen diferentes tipos de enzimas segun el tipo de reaccion que llevan a cabo, de acuerdo
con la Union Internacional de Bioquimica y Biologia Molecular, la clasificacion consiste de
seis grupos principales: las transferasas, hidrolasas, liasas, isomerasas, ligasas, y
oxidorreductasas (Gonzalo-Ruiz, 2006; Amor-Gutiérrez et al., 2022). El sufijo —asa
(derivado de la diastasa, nombre que se adoptd alla por 1833 para cualquier catalisis de origen
bioldgico) se recomend6 para todos los nombres de las enzimas por Declaux en 1898, ese
sufijo se afiade al nombre del sustrato cuya reaccidn catalizan. Las enzimas proteoliticas son
una excepcion significativa a esta norma generalmente aceptada, algunas de ellas han
conservado la tradicion méas antigua de terminar generalmente con —ina, por ejemplo:

tripsina, quimotripsina, papaina, y subtilisina (Punekar, 2018; Amor-Gutiérrez et al., 2022).

Las transferasas se encargan de catalizar la transferencia de un grupo funcional (amino,
carboxilo, metilo, etc.), de un sustrato a otro. Las hidrolasas catalizan reacciones de hidrolisis
y la escision de enlaces como el C-O, C-S, C-N, u O-P. Las liasas catalizan adiciones de
grupos a dobles enlaces o formaciones de dobles enlaces por eliminacion de grupos, catalizan
la escision de enlaces como C-C, C-S o C-N, excluyendo los enlaces peptidicos. Las
isomerasas catalizan la conversién de isdmeros, que interconvierten cualquier tipo de
isdbmero, tanto Optico como geométrico o posicional. Las ligasas catalizan la union de dos
moléculas diferentes, formando enlaces como C-C, C-S, C-O, y C-N por reacciones de
condensacion acopladas a la hidrdélisis de ATP. Y las oxidorreductasas catalizan reacciones
de oxidorreducidn (o redox), es decir, transferencia de hidrégeno o electrones de un sustrato
a otro. Dentro de éstas, hay una subclase donde podemos encontrar las oxidasas, las
deshidrogenasas, las peroxidasas y las oxigenasas, las cuales requiere de coenzimas durante
la catalisis (por ejemplo, NAD", NADP*, NADH, ATP FAD, FADH). En las enzimas
oxidasas, el cofactor mas comun es el flavin adenin dinucleétido (FAD) (Gonzalo-Ruiz,
2006; Rocchitta et al., 2016; Amor-Gutiérrez et al., 2022).
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Tabla 3. Clasificacién de las enzimas de acuerdo con la Unién Internacional de Bioquimica y Biblogia

Molecular.
Enzima Funcién general
Transferencia de grupos funcionales como amino,
Transferasas . .
carboxilo, metilo, entre otros, de un sustrato a otro.
. Catalizar hidrdlisis de enlaces como C-0O, C-S, C-
Hidrolasas
N, O-P.
: Catalizar adiciones de grupos a dobles enlaces o
Liasas -
formaciones de dobles enlaces.
Isomerasas Catalizar la conversion de isomeros.
Catalizar la unién de dos moléculas diferentes por
Ligasas reacciones de condensacién acopladas a la

hidroélisis de ATP.

Catalizar reacciones 6xido-reduccion (redox).
Oxidorreductasas Transferencia de hidrégeno o de electrones de un
sustrato a otro.

En la actualidad, podemos ver la aplicacion de las enzimas en biosensores electroquimicos,
dentro de los cuales estan los: amperométricos (y sus tres clases o0 generaciones, que miden
el cambio en la corriente); los potenciométricos (cambio de potencial); conductimétricos e
impedimétricos (cambio de la conductividad o resistividad eléctrica). También en
biosensores dpticos, electroquimioluminiscentes (ECL), piezoeléctricos, y calorimétricos
(Rocchitta et al., 2016; Kaur et al., 2019).

La confianza con enzimas a partir de nuestra experiencia es tan fuerte que en la actualidad
podemos gozar de este tipo de tecnologias aplicadas en diferentes sectores como lo son: en
sector médico, medioambiental, industria alimentaria, farmacéutica, textiles, analisis de
agua, seguridad, bioterrorismo, entre otras, introduciendo la tecnologia por ejemplo: para
detectar glutamato usando multiples pruebas neuroquimicas, incluyendo micro sensores de
fibra de carbono basados en enzimas o micro didlisis, en los que el biosensor enzimatico
utiliza glutamato oxidasa y glutamato deshidrogenasa como componentes de reconocimiento
para detectar el glutamato; para determinacion de glucosa (posiblemente el mas estudiado y
comercializado); para determinacion de urea, fructosa, etanol, lactosa; monitorizar la
concentracion de contaminantes; analisis de carbohidratos, entre muchas otras mas (Atilgan
et al., 2023; Gonzalo-Ruiz, 2006; Punekar, 2018; Kaur et al., 2019; Serna-Cock et al., 2009).
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Sln embargo, a pesar de que en la mayoria de las aplicaciones, los limites de deteccion (LOD)
son satisfactorios o incluso excesivos, hay aun problemas en el desarrollo de biosensores
enzimaticos, relacionados con la estabilidad y reusabilidad de las enzimas durante el proceso
de inmovilizacion, durante la reaccidn catalitica, y con respecto al almacenamiento. El costo,
la estabilidad y la facilidad de fabricacion de cada componente del biosensor también son
preocupaciones importantes en el desarrollo de biosensores enzimaticos, y los peligros y la
ética asociados a su desarrollo pueden inhibir su potencial uso comercial (Kaur et al., 2019;
Serna-Cock et al., 2009).

4.13. Creatinasa

La creatinasa, también puede encontrarse con los nombres de creatina amidinohidrolasa (Cl),
0 con un identificador que es el EC 3.5.3.3, y se trata de un homodimero con pesos
moleculares de subunidades de aproximadamente 45 a 51 KDa. Los dos sitios activos de la
proteina estan en la interfaz de los mondmeros que comparten cada monémero y solo el
dimero esta activo. La enzima es parte de la familia de las hidrolasas, especificamente de
aquellas que actlan sobre enlaces carbono-nitrégeno que no son peptidicos, y mas
concretamente sobre amidinas lineales (Serafin et al., 2013; Wang et al., 2006; Berberich et
al., 2005; Sugita et al., 1992; Killard et al., 2000; Sigma, 1996; Bai et al., 2020; Kha et al.,
1997). Tiene su punto optimo de funcionamiento en un pH de 8, y resulta méas estable en un
periodo de 24 horas si se encuentra a pH comprendidos entre 6-8 y a temperatura de 37 °C
(Yoshimoto et al., 1976).
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Fig. 14. Estructura tridimensional de la enzima creatinasa.

Las creatinasas han sido encontradas en bacterias tales como Micrococcus, Clostridium,
Pseudomonas, Flavobacterium, Alcaligenes, Arthrobacter, Paracoccus y Bacillus. De entre
ellas, la creatinasa de Alcaligenes y Paracoccus (con rango de estabilidad de pH entre 5.5-
9.5) son adecuadas para el uso en diagndstico debido a su superior afinidad de unién al
sustrato (Jiang et al., 2023; Wang et al., 2006; Bai et al., 2020).

Es altamente deseable tener una enzima con gran actividad y buena termoestabilidad (Jiang
et al., 2023). La creatinasa es una enzima producida por microorganismos Yy tiene un papel
muy importante en la deteccion de la funcion renal en humanos, cuyo interés se centra en que
para 2040 se estima que la ERC sea la quinta causa de muerte a nivel mundial (Jiang et al.,
2023; Kha et al., 1997). La creatinina, uno de los indicadores de salud metabolicos mas
importantes, es una sustancia de importancia en los ensayos de diagndstico renal, tiroideo, y
de funciones musculares, por lo que la evaluacion de su clearance podria ser funcional para
el diagnostico biomédico, de ahi que la determinacién de creatinina en fluidos bioldgicos sea
de gran interés en la diagnostica clinica (Wang et al., 2006: Wang et al., 2021; Delgado et
al., 2021). Y con ello, la prevencion y tratamiento del dafio renal, seguido requiere de la
deteccion de creatinina sérica. Los Kits de deteccion y los sensores basados en la denominada

cascada enzimatica, cominmente requieren de creatinasa (Jiang et al., 2023).

Actualmente, hay reportados biosensores amperométricos y voltamétricos que incluyen las
enzimas creatininasa (creatinina amidohidrolasa, CA), creatinasa (Cl), y sarcosina oxidasa
(SO), y la subsecuente deteccidn del peroxido de hidrégeno generado. Entre estas enzimas,

(o)
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Ia creatinasa es una de las mas importantes, ya que es la que cataliza la h|dr0I|S|s de creatina
para formar sarcosina y urea (Serafin et al., 2013; Wang et al., 2006; Kumar et al., 2017;
Berberich et al., 2005; Wang et al., 2021; Sugita et al., 1992; Killard et al., 2000).

En la actualidad, la determinacion de creatinina en laboratorios clinicos se basa en la reaccion
de Jaffe en la que el grupo activo metileno de la creatinina reacciona con picrato de sodio
alcalino para dar un complejo entre rojo-amarillo. (Wang et al., 2006; Tabata et al., 1992;
Yadav et al., 2012; Syme et al., 2020; Killard et al., 2000). La creatina puede ser hidrolizada
en urea y sarcosina por la creatinasa, y la urea resultante reaccionara con p-
dimetilaminobenzaldehido para producir ese tinte amarillo. De manera que se puede
determinar la concentracion de urea a través de la medicion de la concentracion del tinte
amarillo con un lector de microplacas a 435 nm, o bien podria seguirse el sistema de reaccion
y degradar hasta formar la glicina, el formaldehido y el peroxido de hidrégeno, este altimo
que en presencia de 4-aminoantipirina y fenol y catalizado por peroxidasa, podria formar un
tinte rojo, con una maxima absorbancia en 500 nm. Sin embargo, esta reaccion no es
especifica para la creatinina y varias sustancias podrian interferir en este ensayo, lo que limita
su aplicacion (Wang et al., 2006; Jiang et al., 2023; Kha et al., 1997). EIl principio de
determinacion y proceso de degradacion de la creatinina es el siguiente (Wang et al., 2006;
Serafin et al., 2013; Tabata et al., 1992; Sigma, 1996; Killard et al., 2000; Bai et al., 2020):

o creatininasa .
creatinina + H,0 —— > creatina

. creatinasa .
creatina + H,0 ————— sarcosina + urea

sarcosina oxidasa

sarcosina + 0, + H,0 glicina + formaldehido + H,0,

Las tres reacciones sucesivas pueden llevarse a cabo 6ptimamente a un pH de 8.5, a pesar de
los perfiles de pH diferentes de las tres enzimas en solucion (Tabata et al., 1992). Otro
sistema consta de dos reactivos a partir de la obtencion de peroxido de hidrogeno que son el
2,4-diclorofenol sulfonato (2,4-DCPS) y 4-aminoantipirina (4-AA), como se muestra a

continuacion (Masaru et al., 1984):

peroxidasa

H,0, + 2,4 — DCPS + 4 — AA — tinta de quinona monoimina + 2H,0 + HCI

(o)
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@) blen Ia determinacion de la creatinina con el formaldehido (HCHO) formado al final de la
cascada de reaccion, como se describe a continuacion (Sugita et al., 1992):

formaldehido deshidrogenasa

HCOOH + NADH + H*

HCHO + NAD* + H,0

Como enzima esencial en el ensayo enzimatico en cascada, la estabilidad de la creatinasa es
menor que de la creatininasa y de la sarcosina oxidasa, por lo que, disefiar una creatinasa con
excelente estabilidad y alta actividad a sus temperaturas ambiente de trabajo (25-37 °C) es
de gran importancia practica (Jiang et al., 2023). Ademas, la creatinasa ha sido ampliamente
usada en la determinacion del contenido de creatinina, ya que su produccion y excrecion en
suero es relativamente estable, por lo que suele considerarse mas precisa en cuanto al reflejo

de la funcion glomerular que la concentracion sérica de urea (Kha et al., 1997).
4.14. Creatininasa

La creatininasa también conocida como creatinina amidohidrolasa (EC 3.5.2.10), cataliza la
conversion reversible de creatinina a creatina (Ito et al., 2002; Wyss et al., 2000; Tang et al.,
2000). La enzima fue encontrada por primera vez en Pseudomona Putida por Tsuru y
colaboradores en 1976, aunque mas recientemente se ha detectado actividad de creatininasa
en Alcaligenes, Arthrobacter y especies Flavobacterium, y ademas, es miembro de la
superfamilia de las amidohidrolasas relacionadas con la ureasa, es decir, se encuentra dentro
del grupo de enzimas clasificadas como hidrolasas, especificamente en aquellas que acttan
en enlaces Carbono-Nitrogeno en amidas ciclicas, y cuyo identificador es EC 3.5.2.x (Ito et
al., 2002; Wyss et al., 2000).
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Fig. 15. Estructura tridimensional de la enzima creatininasa.

Las creatininasas son estables en un amplio intervalo de pH y temperatura, presentando un
pH dptimo entre 7 'y 9 en ambas direcciones de la reaccion, y una temperatura 6ptima de 70
°C. El peso molecular de la enzima se ha estimado en 175000 Da con un peso molecular de
subunidad de 23000 Da, sugiriendo que la enzima se compone de ocho mondmeros de
subunidades, es decir, una molécula octamérica. De igual manera se sabe que cada subunidad
0 mondmero contiene un atomo de zinc, los cuales indican la ubicacién del sitio activo (Wyss
et al., 2000; Sorachim, 2021; Rikitake et al., 1979).

Se ha usado como enzima clave en la medicion enzimatica de creatinina por acoplamiento
con creatina aminohidrolasa y sarcosina oxidasa. EI mecanismo de reaccidn se mostro en la
seccion anterior, en el apartado de la creatina. Su andlisis diagnostico de creatinina en suero
y orina es crucial para evaluar la funcién renal (Ito et al., 2002; Tang et al., 2000). Como la
creatinina es aclarada exclusivamente por FG, la concentracion de SCr, frecuentemente se
emplea como biomarcador, y es aceptada como la medida mas indicativa de funcion renal
(Schoenmakers et al., 1993; Ou et al., 2015). Incluso, su determinacién junto con la
determinacion de creatina, ya sea en orina 0 suero, es de importancia, ademas de lo ya
mencionado, para el diagnostico de funcion muscular y funciones tiroideas (Tang et al., 2000;
Yadav et al., 2012). Ademas, se sabe que esta enzima participa en el metabolismo tanto de la

arginina como de la prolina (Jitonnom et al., 2017).
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4.15. Ureasa

La ureasa también Ilamada urea amidohidrolasa o E.C. 3.5.1.5, es una enzima que cataliza la
hidrolisis de urea a amonio(o amoniaco) y carbamato (o acido carbamico), el cual es el paso
final del metabolismo del nitr6geno en organismos vivos. El carbamato se descompone
rapida y espontaneamente, produciendo una segunda molécula de amonio y bicarbonato.
Estas reacciones causan un significante incremento del pH de la solucién, cambio que es
notorio al tener en la solucion rojo-fenol, para de esa manera observar un cambio de color de
amarillo a rosa brillante. Estas variaciones en la intensidad podrian medirse por
espectrofotometria (Vassiliou et al., 2008; Torres-Rodriguez et al., 2008; Shaba et al., 2023;
Reyes E. et al., 2012; Kretsinger et al., 2013; Benini et al., 2013; Reyes et al., 2016; Sujoy
etal., 2013; Zimmer, 2000). Se trata de una metaloenzima (dependiente de niquel), que junto
a otras enzimas (proteinasas, fosfolipasas y lacasas) se considera como un importante factor
de virulencia en muchos microorganismos como Proteus mirabilis y Helicobacter (Torres-
Rodriguez et al., 2008; Kretsinger et al., 2013; Benini et al., 2013). Las ureasas son
metaloenzimas ubicuas que contienen niquel y son producidas por plantas, hongos y
bacterias, pero no por animales, que catalizan la hidrolisis de urea. La ureasa que mas se
extrae es la del frijol Jack y tiene una actividad maxima en pH de 7.4-8 y una temperatura
Optima de 60 °C. Si la enzima se afiade a una solucidn éacida, un cambio rapido de acido a
base ocurre después de un periodo de tiempo controlable (Shaba et al., 2023; Bubanja et al.,
2018; Kretsinger et al., 2013; Benini et al., 2013; Sigma-aldrich, 2013). Las ureasas
pertenecen a la super familia de amidohidrolasas y fosfotriesterasas (Sujoy et al., 2013). Los
organismos que producen ureasa suelen ser patdgenos del tracto gastrointestinal o urinario,
por ejemplo: Helicobacter pylori, bacterias entéricas (Proteus, Kiebsiella y Morganella),

Nocardia, Ureaplasma urealyticum, Cryptococcus, y Coccidioides (Zimmer, 2000).
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Fig. 16. Estructura tridimensional de la enzima ureasa.

Las ureasas de bacterias son grandes metaloproteinas heteropoliméricas con iones de niquel
(1) presentes en sus sitios activos. Uno de los mecanismos de reaccion enzimatica mas
confiable se describe a continuacion. El sitio activo de la enzima nativa se une a tres
moléculas de agua y un ion de hidréxido unido entre dos iones de niquel. La urea reemplaza
estas tres moléculas de agua y esta unida por una red de enlaces de hidrogeno, asi como por
los iones de niquel. Un a&tomo de carbono activado de urea es atacado por el ion hidroxido
puente de Ni, formando un estado de transicion tetraédrico. Posteriormente, se libera
amoniaco del sitio activo seguido de carbamato cargado negativamente (Vassiliou et al.,
2008; Kretsinger et al., 2013). Luego el carbamato se descompone para formar dioxido de
carbono y otra molécula de amoniaco, lo que permite que la velocidad de reaccion sea por al
menos un factor de 10 (otros sefialan que de 10%°) mas rapida en comparacion con la
descomposicion de urea por reaccion de eliminacion (sin catalisis) (Shaba et al., 2023; Reyes
E. etal., 2012; Benini et al., 2013; Reyes et al., 2016). El mecanismo de reaccion se muestra

a continuacion (Bubanja et al., 2018; Sujoy et al., 2013; Sigma-aldrich, 2013):

ureasa
CO(NHz)Z + HzO — 2NH3 +C02
Con formacion de bicarbonato (Reyes et al., 2016):
ureasa
y H,N — COOH + H,0 > NH; + H,COs5

O bien, en plantas (Kretsinger et al., 2013):

(o)
L)



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERE'Tf\RO ‘ |NGEN]E RV\
FACULTAD DE INGENIERIA JEN ngﬁo% '

ureasa + _

Las ureasas provenientes de plantas, mantienen una posicion especial en la historia de la
ciencia, participando en algunos eventos bioquimicos importantes. Por ejemplo, contribuyé
con tres hitos en la historia de la bioquimica. El primero de ellos, la ureasa de las semillas
Canavalia ensiformis (Jack bean o frijol Jack) se aislo y cristaliz, demostrando la naturaleza
proteicas de las enzimas. El segundo, el reconocimiento de la importancia biol6gica del
niquel (Ni?*) como obligatorio para la actividad catalitica de la ureasa. Y el tercero, la
identificacidn de una toxina en una planta como una ureasa en 2001 puede considerarse como
otro avance relacionado con las ureasas, lo que llevo al descubrimiento de propiedades de
estas enzimas que no son cataliticas. Dentro de estas destacan la actividad insecticida,
principalmente de las ureasas de plantas como la G. max (frijol de soya) y del frijol Jack. Las
ureasas de plantas y hongos son homo-oligémeros de unidades de 90 kDa, mientras que las
bacteriales son proteinas heterodiméricas o triméricas. Y se sabe que las ureasas de plantas
pueden aplicarse al tratamiento de desérdenes de salud como infecciones gastrointestinales e
hipertension (Shaba et al., 2023; Kretsinger et al., 2013; Reyes et al., 2016; Sujoy et al.,
2013; Sigma-aldrich, 2013).

Las ureasas estan presentes en diversos ambitos, por ejemplo en la salud oral, ya que estan
involucradas en la alcalinizacion de la placa, a través de la generacidén de amonio mediante
la via de la deiminasina y la ureasa (por hidrdlisis de la urea) por parte de microorganismos
como Streptococcus sanguinis o Streptococcus gordonii. O en la colonizacién de ambientes
acidos del estbmago para proveer un microambiente alcalino por la actividad de la ureasas
de H. pylori, aunque la colonizacion de la mucosa gastrica en humanos por especies
Heliobacter, regularmente causan gastritis, Ulceras, e incluso cancer gastrico. EI cambio de
pH inicialmente es lento debido a que se neutraliza con el &cido del medio, y en la reaccion
urea-ureasa se puede observar una aceleracién en la tasa de consumo del reactivo, la urea
(Reyes E. et al., 2012; Eaton et al., 1991; Bubanja et al., 2018; Kretsinger et al., 2013; Benini
et al., 2013; Morou-Bermudez et al., 2015). La actividad de la ureasa de microorganismos
infecciosos, por ejemplo el caso de U. ureolyticum, puede contribuir al desarrollo de calculos
de infeccidn, pielonefritis, encefalopatia hepatica, piedras en los rifiones, infecciones en el

tracto urinario, entre otros problemas (Sujoy et al., 2013; Morou-Bermudez et al., 2015).
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Entre algunos inactivadores de ureasa se encuentran los fosforamldatos dlpeptldos
hidroxamicos, compuestos de azufre, y existen moléculas ademas de la urea, que también
pueden funcionar como sustratos de la ureasa, como la formamida, acetamida, N-metilurea,
hidroxiurea y diferentes tipos de amidas de acido fosforico (Vassiliou et al., 2008; Benini et
al., 2013; Sigma-aldrich, 2013). Ademas, niveles de pH bajo 4 o0 5 también podrian inactivar
la enzima, asi como desnaturalizarse a temperaturas mayores a 45 °C por mas de 60 minutos
(Reyes E. et al., 2012; Benini et al., 2013; Sigma-aldrich, 2013).

4.16. Sarcosina oxidasa

La sarcosina, también conocida como N-metilglicina, es un aminoacido natural que puede
encontrarse en muasculos y otros tejidos. También puede considerarse como un metabolito
intermedio involucrado en la sintesis y degradacion de la glicina. Su suplementacién puede
usarse para aliviar sintomas de depresion y esquizofrenia. Ademas, actualmente una de las
mayores aplicaciones de este analito es con relacion a niveles elevados en suero asociados
con cancer de proéstata, ademas, se sabe que puede encontrarse en tejido de la préstata, sangre
y orina, este ultimo biofluido de interés para este trabajo (Hroncekova et al., 2023; Kumar et
al., 2018; Narwal et al., 2018; Jornet-Martinez et al., 2019). Niveles significativos de
sarcosina estan presentes en la orina y existe una problematica con estos ya que, de acuerdo
a diversos autores, estos pueden variar de 20 nM a 5 uM (Hroncekova et al., 2023), o bien
de 1-20 uM (Rebelo et al., 2014), pero los valores de referencia para orina que usaremos son
de 80.1-1975.8 ng/mL (Fernandez-Puig, 2019). En sangre los valores de concentracion van
de 1.4 £ 0.6 UM en personas sanas, y de 2-10 UM en pacientes con cancer de prostata (Kumar
et al., 2018; Narwal et al., 2018).

Ahora bien, la sarcosina oxidasa (SOx), que también puede encontrarse como EC 1.5.3.1, y
sarcosina: oxigeno oxidorreductasa, es una enzima que puede producirse a partir de diferentes
bacterias incluyendo Bacillus, Corynebacterium, Streptomyces, Arthrobacter y Pseudomona
y que contiene residuos de flavina adenina dinucleétido (FAD). Se ha reportado que su pH
optimo de actividad esta en el rango de 7.5-9 (pero se toma 8.3) y su temperatura 6ptima de
actividad en un rango de 28-80 °C (pero se toma 37 °C), esto por las variedad de enzimas de
la familia (Shi et al., 1997; Santos-Dami&o, 2019; Tong et al., 2014; Mukouyama et al., 2004;
Zhou et al., 2012; Yang et al., 1996; BRENDA-Enzymes, 2023; IUBMB, 2022). La SOx se
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encarga de catalizar la desmetilacion oxidativa de la sarcosina y comaAfé‘sultad‘d&brr'oduce
cantidades equimolares de formaldehido, glicina, y peroxido de hidrogeno (H202) (Santos-
Damido, 2019; Rebelo et al., 2014; Tong et al., 2014; Matsuda et al., 1987). Generalmente,
todas las SOx son enzimas oxidorreductasas que pertenecen a la clase enzimatica (EC) 1.5y
oxidan el enlace N-metil de varias aminas, de ahi, la mayorias de las enzimas usan oxigeno

como aceptor de electrones (perteneciendo asi a la EC 1.5.3) (Lahham et al., 2021).

Fig. 17. Estructura tridimensional de la enzima sarcosina oxidasa.

Existen diferentes tipos de SOX, éstas a su vez pueden agruparse en tres subclases de acuerdo
con su estructura cuaternaria: mondmeros, heterodimeros, y heterotetrameros (Santos-
Damido, 2019). Aunque, generalmente, es la monomérica (MSOX) la que puede y la que se
usa como herramienta de diagnostico para evaluar la funcién renal dado que tiene la
capacidad trabajando en conjunto con la creatinasa y creatininasa, y su estructura
monomeérica solo contiene flavina unida covalentemente (Santos-Damido, 2019; Suzuki,
1994). La familia SOx es un grupo de flavoenzimas bien conocidas por oxidar aminas
secundarias y terciarias. El nombre de la familia se origina de la MSOx de Bacillus que fue
la primera enzima del grupo en ser estudiada extensivamente como modelo para esta familia.
Actualmente, dentro de la familia se incluyen varias enzimas como la SOx tetramérica
(TSOx), N-metil triptéfano oxidasa (MTOXx), pipecolato oxidasa (PIPOx), r-prolina
deshidrogenasa (LPDH), fructosil aminoéacido oxidasa (FAOX), sacaropina oxidasa, NikD y
FsgB, las cuales tienen diferencias estructurales y bioquimicas, denerando asi diferentes
reacciones, trabajando con diferentes sustratos y generando diversos productos (Lahham et
al., 2021).
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4.17. pHenorina

La orina, que se produce continuamente en las nefronas, actia como el medio para eliminar
muchos productos de desecho del metabolismo. Su formacién implica tres procesos: la
filtracion del plasma sanguineo en los glomérulos, la reabsorcion tubular, y la secrecion de
ciertos componentes en los tubulos renales. El principal componente de la orina es el agua y
los principales solutos son urea, cloruro, sodio y potasio; a continuacion, fosfato, sulfato,
creatinina, y acido urico. Desde un enfoque funcional, la formacion de orina es un proceso
de purificacion selectiva que evita la pérdida de elementos esenciales para el cuerpo, elimina
componentes toxicos y excedentes acumulados en el plasma, y mantiene la homeostasis (De
Buitrago, 2010; Avila et al., 2021).

El analisis de la orina, uroanalisis, o también conocido como examen general de orina (EGO),
ha proporcionado mucha informacion desde épocas muy antiguas. Se podria datar de estos
analisis desde el siglo V a. C., con el libro que Hipocrates escribié sobre uroscopia, en los
que diagnosticaban la diabetes, si al orinar el paciente sobre el suelo, al poco tiempo
abundaban las hormigas, 0 méas reciente en 1850 con las primeras nociones de la tira reactiva
por parte de Jules Maumené, por poner ejemplos. Inicialmente, una evaluacién meticulosa
del aspecto y algunas cualidades organolépticas de la orina permitio diagnosticar
enfermedades como la diabetes mellitus y la diabetes insipida. Este analisis comprende
diversas pruebas que identifican las distintas sustancias eliminadas por el rifion,
proporcionando resultados que, si se interpretan correctamente, pueden ofrecer informacion
tan detallada como una biopsia renal (De Arriba de la Fuente et al., 2011; Lozano-Triana,
2016; Arispe-Quispe et al., 2019; Campuzano-Maya et al., 2006).

Las recolecciones para los andlisis de la orina se recomienda hacerlos en la primera miccién
de la mafana, y debe de mantenerse a temperatura ambiente antes de ser estudiada, ya que a
4 °C de temperatura se favorece su estabilidad pero facilita la precipitacion de algunas sales
como uratos o fosfatos. Se podria clasificar en caracteristicas fisicas, como el color, olor,
apariencia, y presencia de cristales, y caracteristicas quimicas como es el pH (De Arriba de
la Fuente et al., 2011).

El color de la orina es un color &ambar-amarillo de una intensidad variable, dependiendo de

la cantidad de pigmentos (urocromos como porfirinas, bilirrubina, uroeritrina y urobilina),
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que contiene y de la cantidad de agua en la que estén disueltos. El color amarlllo de Ia orina
varia desde tonalidades claras hasta oscuras, dependiendo de su grado de concentracion. El
color mismo podria verse alterado por razones como: la presencia de células y sustancias
enddgenas patoldgicas como hemoglobina, mioglobina, bilirrubina conjugada, porfirinas o
ciertos aminoacidos; por la eliminacion de algunos farmacos; y por la eliminacion de
derivados de alimentos como remolacha o zanahoria (De Arriba de la Fuente et al., 2011,
Lozano-Triana, 2016; Campuzano-Maya et al., 2007; De Buitrago, 2010; Avila et al., 2021;
Arispe-Quispe et al., 2019). La orina puede tener tonalidades roja, naranja, parda, verde, azul
e incluso negra. Algunos colores en la orina podrian ser Utiles y especificos para probables
diagnosticos, por ejemplo: rojo en hematuria no glomerular, hemoglobinuria, mioglobinuria
e infecciones por Serratia marcescens (Lozano-Triana, 2016; De Buitrago, 2010; Laso, 2002;

Campuzano-Maya et al., 2006).

En cuanto al olor, la orina normal suele estar débilmente aromatizado y predominan los
elementos derivados del nitrégeno (como el amonio). El olor normal de la orina se denomina
sui generis, y se describe como urinoide. En presencia de patologias, puede modificarse
presentando un olor caracteristico, por ejemplo cuando existe un aumento de cuerpos
cetonicos (olor dulce), o en presencia de algunas infecciones, olor a fruta dulce cuando se
tiene diabetes mellitus (DM), a azlcar quemada cuando se tiene leucinosis, a raton con
fenilcetonuria, a pescado con hipermetionemia, o a sudor de pies con aciduria por acido
butirico o hexanoico (De Arriba de la Fuente et al., 2011; Lozano-Triana, 2016; Campuzano-
Maya et al., 2007; Campuzano-Maya et al., 2006).

Respecto a su aspecto, la orina generalmente es clara y transparente. Sin embargo, puede
volverse turbia debido a la presencia de diversos elementos como células, cristales, cilindros,
detritus, proteinas, grasas y moco. Esta turbidez puede ser indicativa de ciertas enfermedades,
como el sindrome nefrotico, que se manifiesta con orina espumosa y lechosa debido a la

presencia de proteinas y colesterol (Lozano-Triana, 2016; Arispe-Quispe et al., 2019).

En la orina normal aparecen cristales sobre todo en determinadas condiciones de pH y
sobresaturacion de sales (relacionado también con la formacion de piedras). Asi, puede
contener cristales de oxalato célcico, acido drico, urato sédico, uratos amorfos, fosfato

calcico, carbonato célcico y magnesio. En las orinas alcalinas los principales son los de

(o)
L %)



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERE'Tf\RO ‘ INGEN]ERV\ / »
FACULTAD DE INGENIERIA JEN ngﬁo% '

fosfato trlple y carbonato calcico (De Arriba de la Fuente et al., 2011, Lozano Trlana 2016;
De Buitrago, 2010; Campuzano-Maya et al., 2006). Tienen poca importancia clinica y solo
tienen importancia patoldgica en determinadas situaciones, especialmente en trastornos
metabdlicos y formacion de calculos. La interpretacion de los cristales depende del pH de la
orina, ya que algunos de estos precipitan a valores distintos (Lozano-Triana, 2016). Los
cristales de acido urico (acidez menor a pH 5.5) se han encontrado en leucemias, fiebre, y
gota, los de uratos amorfos presentes en estados febriles, los de oxalato célcico estan
relacionados con dietas con ajo, naranja, tomate, y en patologias como DM, hepatopatias y
litiasis, los de carbonato céalcico asociados a dieta vegetariana e infecciones urinarias, los de
fosfato-acido calcico (pH superiores a 6.2) aparecen en hiperfosfaturia, hipercalcituria, y
obstrucciones urinarias, y los de fosfato-amonio-magnesio cuando existe infeccion urinaria
por bacterias productoras de amonio con probabilidad de célculos coraliformes de fosfatos
triples o estruvita (Lozano-Triana, 2016; Romero-Salas et al., 2021). Los cristales que se
consideran anormales y tienen relevancia clinica son los de leucina (indicativos de leucinosis
y hepatopatias graves), cistina (que sefialan cistinuria), tirosina (presentes en tirosinosis y
hepatopatias graves), colesterol (asociados al sindrome nefrético y quiluria), bilirrubinas
(caracteristicos de hiperbilirrubinemias), sulfonamidas e indinavir (observados en pacientes

con VIH tratados con dicho farmaco) (Lozano-Triana, 2016).

Respecto a las caracteristicas quimicas, el pH de la orina es un parametro de interés
significativo, ya que indica la presencia de iones hidrogeno y, en individuos sanos, puede
variar considerablemente, principalmente en funcion de la dieta.. Las dietas con mas
proteinas, ceto-acidosis diabética, infecciones por E. Coli, fiebre, acidosis respiratoria, entre
otras, condicionan un pH urinario méas bajo o acido (<6), cosa contraria sucede en dietas
vegetarianas, ingesta de diuréticos, alcalosis respiratoria, vomito, acidosis tubular renal distal
o tipo | y en casos en que la urea se convierte en amoniaco, generando un pH alcalino (cuando
es >6.5). Estos analisis se pueden realizar con tiras reactivas generando resultados en
segundos, las cuales se basan en el cambio de color, por reacciones quimicas entre sustancias
de la tira y la orina, proporcionales a la concentracién de las sustancias y expresadas en
resultados cualitativos o semicuantitativos, o bien con el uso de un instrumento llamado pH-
metro (De Arriba de la Fuente et al., 2011; Lozano-Triana, 2016; Cochat et al., 2016; De
Buitrago, 2010; Zopfi-Rubio., 2019).
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El pH urinario varia desde 4.5-8, que son los valores conocidos con Ios que Ios rifiones
normales producen la orina, proceso que se realiza para mantener el equilibrio acido-base del
organismo. Se entiende por niveles normales de pH urinario normales entre 5-6.5 en la orina
de la primera muestra de la mafiana, parametro que varia de acuerdo al equilibrio acido-base
sanguineo, a la funcion renal, y en menor medida a la dieta, farmacos, y al tiempo de
exposicion de la muestra. A lo largo del dia es donde varia de 4.8-7.4. Por ello, esta medicion
es muy Uutil, especialmente en situaciones en las que el rifién tiene una dificultad inherente
para eliminar protones, como en algunas acidosis tubulares renales. Pacientes con pH < 7
debido a acidosis metabdlica por ayuno prolongado, insuficiencia renal, o acidosis tubular
renal. Pacientes con pH > 7 debido a alcalosis metabolica por deficiencia grave de potasio,
ingestion excesiva de alcalis o diuréticos (De Arriba de la Fuente et al., 2011; Lozano-Triana,
2016; Campuzano-Maya et al., 2007; De Buitrago, 2010; Arispe-Quispe et al., 2019; Laso,
2002; Manzanares, 2015; Bueno et al., 2007; Campuzano-Maya et al., 2006; Parrales et al.,
2023).

4.18. Inmovilizacién de enzimas

La inmovilizacién es un proceso en el que las moléculas de enzima se limitan a un soporte
solido o sustrato de conversion de matriz en el producto deseado, facilitando la produccion
de compuestos por reacciones cataliticas enzimaticas. Por lo tanto, la inmovilizacion de una
enzima se denomina aprisionamiento de un catalizador en un soporte o matriz, por ejemplo
inorganicos como silicén, vidrio, o materiales organicos como polimeros o hidrogeles. Para
gue un biosensor sea viable, la enzima debe adherirse al modelo para mantener la actividad.
La etapa de inmovilizacion, tomando en cuenta la metodologia para ello, es de lo més crucial
en la fabricacion de un biosensor, ya que determina aspectos fundamentales como la
durabilidad y la sensibilidad del dispositivo. Las ventajas del uso de biomateriales
inmovilizados incluyen: estabilidad mejorada de los bioreceptores preservando en gran
medida su eficacia haciéndolas mas resistentes a los entornos circundantes (optimizando pH,
temperatura y parametros cinéticos), una facil recuperacion tanto de la enzima usada como
del material de soporte, disminuyendo el coste del proceso, facil transporte de la enzima de
un lugar a otro, y que se hace un proceso completo méas viable econémicamente. Aunque

como inconvenientes, se puede tener: la posible modificacion de la estructura del material
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bioldgico en comparacion con su estado natural, y posibles pérdidas de su act|V|dad catalltlca
Una alta eficacia de la técnica de inmovilizacion se puede atribuir en parte a las condiciones
suaves con que se haga, minimizando la desnaturalizacion de la enzima (Kaur et al., 2019;
Gonzalo-Ruiz, 2006; Luckarift et al., 2004; Pierre et al., 2006; Ong et al., 1989; Maghraby
et al., 2023; Dwevedi et al., 2016; Fernandez-Lafuente, 2023; Guzik et al., 2014; Mateo et
al., 2007; Motta et al., 2023).

Los diferentes métodos de inmovilizacidn utilizados para desarrollar biosensores enzimatico
son: por adsorcién, atrapamiento, cross-linking, encapsulacién, reacciones de afinidad y por
enlaces covalentes. La seleccion de la técnica o método de inmovilizacion esta condicionada
por diversos factores como: la naturaleza del elemento bioldgico, el tipo de transductor
utilizado, el entorno operativo del biosensor, las propiedades fisicas y quimicas del analito,
etcétera. Dentro de estos metodos se pueden dividir en reversibles entre ellos la adsorcion,
enlace ionico, y por afinidad, e irreversibles entre ellos enlace covalente, atrapamiento,
encapsulacion, y cross-linking (Amor-Gutiérrez et al., 2022; Kaur et al., 2019; Sadani et al.,
2022; Maghraby et al., 2023; Dwevedi et al., 2016; Morshed et al., 2019).
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Fig. 18. Representacion grafica de los métodos de inmovilizacion de enzimas (Creada en BioRender.com).

La adsorcion es el método mas simple de inmovilizacion. Generalmente se realiza
disolviendo las enzimas en una solucion tampon y poniéndola en contacto con el soporte
solido durante un tiempo. Los enlaces formados en este enfoque de inmovilizacion son

débiles, como las fuerzas de Van der Waals, enlaces de hidrdgeno, enlaces salinos y las
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interacciones electrostaticas o hidrofdbicas, entre el transportador y la enzima. El prln(:lpal
inconveniente de esta estrategia es que cualquier cambio en las condiciones del medio, como
pH, temperatura o fuerza ionica, puede producir la desorcion de la enzima, afectando la
estabilidad del biosensor. Es una técnica de preparacién facil y econémica, que no altera la
especificidad enzimatica, pero su inconveniente radica en su limitada estabilidad mecéanica
debido a la débil unién al soporte (Amor-Gutiérrez et al., 2022; Kaur et al., 2019; Sadani et
al., 2022; Gonzalo-Ruiz, 2006; Maghraby et al., 2023; Dwevedi et al., 2016).

El atrapamiento puede llevarse a cabo por diferentes métodos, pero el més utilizado es la
polimerizacion electroquimica. La inmovilizacion de enzimas puede realizarse dentro de una
matriz tridimensional, mediante una sencilla metodologia en la que enzimas, mediadores y
aditivos pueden depositarse simultaneamente en la superficie del electrodo. Implica la
captura fisica de la enzima dentro de los poros de una matriz sélida. Es un proceso
experimental simple y no demanda una cantidad significativa de material biolégico. Como
ventajas, la estructura de la enzima no se ve afectada, permite altas cargas de enzima, bajo
costo de fabricacion, mejora la estabilidad mecanica, hay menor transferencia de masa, y la
actividad de las enzimas se conserva ya que no hay modificacion de los elementos biol6gicos
(Amor-Gutiérrez et al., 2022; Kaur et al., 2019; Sadani et al., 2022; Gonzalo-Ruiz, 2006;
Maghraby et al., 2023; Dwevedi et al., 2016).

Otro enfoque util para la inmovilizacién de enzimas es la reticulacion (entrecruzamiento
intermolecular o cross-linking), estrategia en la que las enzimas estan interconectadas a través
de enlaces covalentes sin transportistas. Es un método muy simple que permite una fuerte
unién quimica mediante la presencia de agentes enlazadores, utilizados como puentes entre
dos moléculas de enzimas adyacentes. En este método, se usan dos 0 mas grupos funcionales
junto con una matriz que es capaz de unirse a dos materiales diferentes en diferentes
condiciones. El biomaterial se une quimicamente al soporte 0 a un agente de reticulacion; el
méas utilizado es el glutaraldehido. Este método se utiliza para estabilizar moléculas
adsorbidas pero aumentando la union. La ventaja es que, dado que las biomoléculas estan
unidas a la matriz, las posibilidades de desorcién son minimas o nulas (Amor-Gutiérrez et
al., 2022; Kaur et al., 2019; Gonzalo-Ruiz, 2006; Maghraby et al., 2023; Dwevedi et al.,
2016).
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La encapsulauon de enzimas en liposomas es otro enfoque utilizado en sensores en2|mat|cos
Las enzimas se inmovilizan encerrandolas dentro de membranas poliméricas semipermeables
esféricas con porosidad controlada. Esta estrategia permite la estabilizacion de la enzima,
manteniendo su actividad por mas tiempo y, en consecuencia, mejorando el rendimiento y la
estabilidad del sensor. Involucra el atrapamiento de varias biomoléculas dentro de diferentes
matrices poliméricas. Es un analogo al atrapamiento en el sentido en que tanto la enzima y
las celdas estan libres en las soluciones alun controladas en un espacio. La encapsulacion
mantiene los sistemas bioldgicos en una fina pelicula para evitar que los biocatalizadores
entren en contacto con el medio ambiente, lo que podria dafiar su eficiencia (Amor-Gutiérrez
et al., 2022; Gonzalo-Ruiz, 2006; Maghraby et al., 2023; Dwevedi et al., 2016).

La inmovilizacion orientada de enzimas se puede realizar creando enlaces de afinidad entre
soportes activados y grupos especificos de la secuencia peptidica de la enzima. La enzima
puede contener etiquetas de afinidad (ligandos) de forma natural dentro de su secuencia, o
puede insertarse antes usando métodos de ingenieria genética o quimica (Amor-Gutiérrez et
al., 2022; Dwevedi et al., 2016). Por otro lado, el enlace iénico es una técnica de
inmovilizacion sencilla, econdémica y reversible que implica la interaccion ionica entre las
enzimas y los materiales de soporte. Esto se basa en interacciones ionicas entre moléculas de
enzima con una matriz cargada. Aqui, cuanto mayor sea la densidad de carga superficial en
la matriz, mayor sera la cantidad de enzima unida a la matriz. La naturaleza de esta
inmovilizacion no covalente es que el procedimiento simplemente se invierte alterando la

temperatura y la fuerza idnica. (Maghraby et al., 2023; Dwevedi et al., 2016).

El acoplamiento covalente entre enzimas y sustratos poliméricos es muy popular en el
desarrollo de biosensores enziméticos. Consiste en la unién de las enzimas a la superficie
mediante grupos funcionales que no intervienen en la actividad catalitica. Para realizar una
inmovilizacion covalente se suele realizar una activacion previa de la superficie utilizando
reactivos multifuncionales, como el glutaraldehido o la carbodiimida. La enzima reacciona
con el soporte activado, uniendose covalentemente a la superficie del transductor o a una
membrana activada hecha de polimeros sintéticos. Una reaccion tiene lugar en condiciones
suaves, como un rango de pH, temperatura y fuerza iénica bajos. Para la union se utilizan

grupos nucleofilicos tales como cadenas laterales de proteinas que tienen un grupo amino,
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carboxilico, tiol, hidroxilo, fendlico, etc. La desventaja durante el enlace covalente es que
puede alterar la estructura conformacional, lo que resulta en una pérdida de actividad. Pero
también hay varias ventajas como la produccion de enzimas durables y la obtencion de
suficiente cantidad de enzima para reusarse, ademas de que gracias a este tipo de enlace, se
incrementa la estereoespecificidad de la enzima, elevando asi su estabilidad (Amor-Gutiérrez
et al., 2022; Kaur et al., 2019; Sadani et al., 2022; Gonzalo-Ruiz, 2006; Maghraby et al.,
2023; Dwevedi et al., 2016).

La mayoria de las enzimas, a excepcién de algunos acidos nucleicos, son moléculas
funcionalmente activas y su funcionalidad se conserva en un rango predefinido de pH,
temperatura y solvente de concentracion de iones especificos como se especifica en la hoja
de datos. Sin embargo, para el disefio de biosensores de punto de uso que utilizan enzimas
como elemento de bioreconocimiento, esto es una limitacion. Algunas consideraciones
genéricas para el disefio de interfases incluyen una alta relacion superficie/volumen que
permite una gran superficie de biocatalisis; alto punto isoeléctrico de la interfase de manera
que las enzimas de puntos isoeléctricos mas bajos pueden capturarse electrostaticamente;
facilitar el proceso rapido de transferencia de electrones; permitir una facil funcionalizacién
e integracion con el transductor de manera repetible. Algunos de los materiales méas usados
para la inmovilizacion son: materiales plasmonicos, MOFs, materiales fluorogénicos,

polimeros conductores, y materiales hibridos (Sadani et al., 2022; Kaur et al., 2019).
4.19. Nanoesferas de quitosano

La quitina es el segundo polisacérido natural mas comdn a nivel mundial, justo detras de la
celulosa (Bashir et al., 2022; Safari et al., 2015). La calidad del quitosano es determinada
por la fuente de la quitina, su preparacion y el grado de desacetilacion. Varias especies tanto
acuaticas como terrestres, tan bien como ciertos microbios, son las fuentes principales de
quitina y quitosano. Esta disponible en bajos y altos pesos moleculares, comprendidos entre
3800 y 20000 Da, y tanto la quitina como el quitosano son un recurso sostenible. En cuanto
a formas de presentacion se tienen: peliculas, esferas, nanoparticulas y particulas de tipo
amorfo (Bashir et al., 2022; Grenha, 2012; Chandran et al., 2018; Liu et al., 2015).

El quitosano es un biopolimero biodegradable y biocompatible derivado de la desacetilacion

de la quitina, tiene una estructura base de carbohidrato similar a la celulosa con dos tipos de
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unldades repetitivas alternas, unidades de glucosamina y N- acetll glucosamlna
(especificamente B-p-glucosamina y N-acetil-B-p-glucosamina), unidas por un enlace
glucosidico 1-4, y es un polisacarido lineal catiénico blanquecino e inelastico semicristalino
(Bashir et al., 2022; Lee et al., 2015; Safari et al., 2015; Tree-udom et al., 2011; Cavalli et
al., 2014; Léost et al., 2018). La presencia de grupos amino (-NH) en su estructura, le
confiere una naturaleza catidnica, por otro lado, la presencia del grupo hidroxilo (-OH) atrae
moléculas cargadas positivamente para mejorar el enlace, estos grupos (OH y NH>) pueden
activar los componentes nucleofilicos y electrofilicos de las reacciones mediante enlaces de
hidrégeno y pares solitarios, respectivamente; esto facilita la formacion de enlaces de
hidrogeno con otros polimeros con grupos COOH (carboxilo) y NHa. Es insoluble en la
mayoria de los componentes organicos y agua pura, y soluble en la mayoria de soluciones
que contengan acidos minerales y organicos, tales como el acido citrico, &cido tartarico, y
acido acético (Bashir et al., 2022; Safari et al., 2015; Kong et al., 2013).

Es uno de los polimeros naturales mas comunmente usados. Se utiliza en agricultura para
producir fertilizantes, en industria alimentaria como recubrimientos, en aplicaciones
biomédicas, en medicina para cicatrizacion y sistemas de liberacién de medicamentos, en
tratamiento de agua, en control de la contaminacion, en fotografia, en fabricacion de papel,
en cosmética para hidratacion de piel, membranas, celdas de combustible, hidrogeles,
adhesivos, y muchos otros usos (Bashir et al., 2022; Grenha, 2012; Ikono et al., 2018; Safari
etal., 2015).

Las diferentes propiedades y caracteristicas del quitosano lo hacen un excelente biomaterial
para varias aplicaciones biomédicas, estas son: es biodegradable, biocompatible, no tdxico,
antiinflamatorio, hemocompatible, antioxidante, anticancerigeno, antimicrobiano, de bajo
costo, amigable para el ambiente, hidrofilia, quimica y térmicamente estable. Dentro de estas
se podria destacar que no causa inflamacion severa o estimulacion del sistema inmune
(Bashir et al., 2022; Lee et al., 2015; Grenha, 2012; Ikono et al., 2018; Safari et al., 2015;
Cavalli et al., 2014; Zhao et al., 2022). Ademas, se sabe que con varios grados de
desacetilacion y pesos moleculares tiene baja toxicidad, ademés de sus propiedades

bactericidas debido a la naturaleza catidnica. De igual forma, cuando se tiene un quitosano
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con baja desacetilacion y bajo pH se mejora la actividad antibacterial (Bashlr et aI 2022;
Grenha, 2012).

Las nanoparticulas en general son hechas de diferentes materiales, con un rango de tamafios
de 1-1000 nm considerados para nanomedicina y aplicaciones biomédicas. En cuanto a las
nanoparticulas de quitosano (ChNP), existen diferentes métodos de sintesis, una de las
primeras descritas fue a través de emulsificacion y entrecruzamiento (cross-linking), de
hecho, el método mas reciente usa el tripolifosfato (TPP) anidnico como reticulante (o cross-
linker). Sin embargo hay otros, hoy en dia méas comunes, como pueden ser: la gelificacion
ionotropica, la complejacion de polielectrolitos, método micelar inversivo, desolvatacion,
nano precipitacion (o técnica de desplazamiento del disolvente), secado por pulverizacion,
coalescencia de emulsiones y gotas, difusién del disolvente en emulsion, todas estas
comprenden procesos de fabricacion bottom-up, ya que son sencillas (Bashir et al., 2022;
Grenha, 2012; Ikono et al., 2018; De Gaetano et al., 2022; Liu et al., 2015; Léost et al.,
2018).

La formacion y propiedades de las nanoesferas de quitosano se ve dependiente de varios
factores como por los tipos de solventes, concentraciones de los reactivos, tiempos de
reaccién, mientras que su auto ensamblaje se confirman con los disolventes polares
(Choochottiros et al., 2009; Grenha, 2012). En el trabajo de Choochottiros y sus
colaboradores se reporté nanoesfera monodispersa con un tamafio de 150-160 nm,
principalmente influenciada por el peso molecular del metoxi polietilenglicol usado (mPEG).
También se sabe que lo &cidos en los métodos de sintesis se afiaden con el fin de mejorar la
solubilidad del quitosano en la formacion de esas nano/microesferas (Wang et al., 2020). En
ese mismo trabajo de Wang se cita que gracias a estos acidos se pueden manejar tamafios de
nanoesferas de hasta 65 nm. Por su parte, en el trabajo de Ikono, se reportaron nanoesferas
con tamafios promedio de 32.97 £ 17.72 nm, y en el trabajo de Chang se reportaron
nanoesferas con dimensiones de 159.64 + 19.87 nm (Chang et al., 2020). Lo que claramente

nos indica como es posible obtener diferentes tamafios de nanoparticulas.

Las NP de quitosano tienen diversas aplicaciones en la entrega de medicamentos no
parenterales para tratar infecciones oculares, céancer, enfermedades gastrointestinales,

enfermedades respiratorias, entre otras. Con respecto a las nanoesferas de quitosano, éstas
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han reC|b|d0 mas atencidén debido a su buena biocompatibilidad, capamdad de ser un
acarreador y su capacidad de liberacion (Kong et al., 2013; Bashir et al., 2022). Las
nanoesferas, ademas, tienen como ventaja el contar con una estructura geométrica estable,
una gran superficie especifica, alta porosidad, buena estabilidad quimica, y buena capacidad
de disefio (Yang et al., 2022).

Hablando especificamente de las ChNP, estas incluyen caracteristicas y ventajas de ambas
partes, es decir, tanto del quitosano como de las nanoparticulas (Bashir et al., 2022). Las
ChNP tienen caracteristicas Unicas que le permiten un mayor afinidad por las membranas
bioldgicas cargadas negativamente, asi como una orientacion especificas del sitio in vivo,
como resultado, se pueden usar para cargar eficazmente farmacos, enzimas y acidos
nucleicos. Esta caracteristica es propia del quitosano que puede ser facilmente modificado
quimica o fisicamente, ademas, el nimero de grupos hidroxilo y amino activos son mayores
en las ChNP que en el quitosano normal, lo que le permite llegar a ser un versatil material de
soporte, para diferentes especies cataliticas (Bashir et al., 2022; Lee et al., 2015; Safari et al.,
2015). Estas ChNP aumentan la capacidad de los compuestos bioactivos para disolverse,
atrapar, encapsular y/o adherirse a la matriz de NP, y estos sistemas poseen grandes areas

superficiales donde se pueden absorber bioactivos (Bashir et al., 2022; Yang et al., 2022).
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5. HIPOTESIS Y OBJETIVOS
5.1. Hipétesis

El uso de nanoesferas de quitosano y su funcionalizacién con enzimas, en conjunto con un
sistema cromogénico, sera capaz de detectar analitos asociados a problemas renales mediante

la deteccidn colorimétrica.
5.2.  Objetivos

Mediante el sensado de urea en un rango de 0.1321-0.4324 mg/mL y creatinina de 0.7-1.75
mg/mL, por medio de procesamiento de imagenologia en ensayos de colorimetria podran
brindar una herramienta auxiliar de analisis clinico para la deteccién de problemas renales en

adultos mayores de manera no invasiva implementando el sistema en pafales para adultos.
5.2.1. Objetivo General

Desarrollar un multi-sensor microfluidico colorimétrico no invasivo para deteccion de urea

y creatinina.
5.2.2. Objetivos especificos

e Desarrollar la fase sensora utilizando las enzimas para deteccion colorimétrica de urea
y creatinina, esta GUltima mediante medicion directa e indirecta (con creatina y
sarcosina).

e Evaluar los pardmetros cinéticos de inmovilizacion de las enzimas en las plataformas
utilizadas.

e Construir curvas de calibracion para deteccion de urea y creatinina por medio de
procesamiento de imagenes.

e Disefiar y construir el prototipo del dispositivo microfluidico, de modo que pueda ser
implementado en pafiales para adultos.

e Disefiar e implementar una aplicacion para el reconocimiento Optico a partir de

dispositivos movil para deteccion de los biomarcadores en tiempo real.
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6. METODOLOGIA

6.1. Ensayos enzimaticos

A continuacidn, se presentan los ensayos enzimaticos para la determinacién cualitativa y
semi-cuantitativa a primera instancia, de la cantidad de analito de interés presente en las
muestras a analizar, dichos analitos son especificos a cada una de las enzimas respectivas de
cada ensayo. Los ensayos se obtuvieron de Sigma-Aldrich, misma compafiia de la cual se

obtuvieron los reactivos necesarios para llevar a cabo cada una de las pruebas.
6.1.1. Ensayo enzimatico de la creatininasa

El principio en el que se basa es el siguiente:

L. Creatininasa _
Creatinina + H,0 — > C(reatina

Considerando las condiciones de temperatura a 37 °C y pH de 6.5.
El método en el que se basa este ensayo es colorimétrico.

Ahora bien, el procedimiento del ensayo Sigma-Aldrich para la determinacion colorimétrica
de creatininasa se divide en dos pasos y se describen enseguida, tanto para la prueba como el

blanco:

Para el primer paso, en tubos de ensayo pipetear 100 uL de solucion Buffer de fosfato de
potasio 300 mM, pH 6.5 a 37 °C y 800 pL de solucion de creatinina 100 mM, mezclando por
agitacion a 37 °C. A continuacion, se afiaden 100 pL de solucion de enzima creatininasa (5-
10 unidades/mL), la cual debe de ser preparada inmediatamente antes de usarse en buffer de
fosfato de potasio 10 mM, pH 8.0 frio (esta parte no aplica para el tubo de ensayo del blanco).
Inmediatamente se mezcla por agitacion y se equilibra a una temperatura de 37 °C,
incubandola durante 10 minutos. Después, se afiaden 2 mL de solucién de carbonato de sodio
189 mM y cloruro de mercurio 0.1 mM; y solo al blanco se le afiaden 100 pL de solucion de

enzima de creatininasa. Se deja mezclar bien por agitacion.

Para le segundo paso, es necesario construir una curva de estandarizacion, para ello se
pipetean en tubos de ensayo (para prueba y blanco) 900 pL de agua desionizada, 500 L de
solucion de a-Naphtol 139 mM, 500 pL de solucién alcalina de hidréxido de sodio 300 mM

(o)
L)
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por agitacion. Luego, se afiaden 100 puL de solucion prueba del primer paso al tubo de ensayo
de prueba del segundo paso, y 100 uL de solucion blanco del primer paso al tubo de ensayo
del blanco del segundo paso. Se mezcla respectivamente cada tubo por agitacion a 25 °C y
se incuba durante 1 hora. Para posteriormente afiadir a ambos 2.5 mL de agua desionizada y

nuevamente, mezclar por agitacion.

La curva de estandarizacion se realiza pipeteando las cantidades para los estandares, en las

cantidades que se muestran en la siguiente tabla.

Tabla 4. Preparacion de estandares para curva de estandarizacion del ensayo enzimatico de creatininasa.

Estandar = Estandar Estandar Estandar Estandar Estandar
1 2 3 4 ) blanco

(ML) (ML) (ML) (ML) (ML) (ML)

Agua
desionizada
a-Naphtol
Soluciodn alcalina
Solucién de
diacetilo

Una vez teniendo las cantidades para cada estandar, se mezcla por agitacion cada una, para
después afiadir solucidn estandar de creatina 4 mM en las cantidades que se muestran en la

siguiente tabla.

Tabla 5. Cantidades de solucion estandar de creatina para cada estandar del ensayo enzimatico de creatinasa.

Estandar | Estdndar Estandar Estandar | Estandar Estandar
1 2 3 4 5 blanco

(ML) (kL) (ML) (kL) (ML) (ML)

Solucidn estandar
de creatina

Se mezcla nuevamente por agitacion cada estandar y se incuba a 25 °C durante una hora. A

continuacion se afiaden las siguientes cantidades de agua desionizada.




v

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

FACULTAD DE INGENIERIA

i :
#H
\= I}
s o

Tabla 6. Cantidades de agua desionizada para cada estandar del ensayo enzimético

Estandar  Estandar Estandar  Estandar | Estandar Estandar
1 2 3 4 5 blanco
(mL) (mL) (mL) (mL) (mL) (mL)

Agua
desionizada

Nuevamente se mezcla por agitacion, y una vez terminado, se mide la absorbancia de cada

muestra en el espectrofotometro UV-vis.
Los célculos para la construccion de la curva de estandarizacion se muestran a continuacion:
A Agysum Estandar = Agysym Estandar — Asysnm Estandar blanco
Y se grafica A As,spm Estandar contra pmoles de creatina.
Para la determinacidn en la muestra se usa la siguiente ecuacion:
A Asysm muestra = Asyspm Prueba — Asysnm Blanco

Se determinan los umoles de creatinina hidrolizada usando la curva de estandarizacion

enzimatica de la enzima creatininasa

En seguida, se despliega la ecuacion para determinacion de actividad enzimatica de la enzima

creatininasa.

Unidades (umoles de creatinina hidolizada) (3) (df)
mL enzima (10) (0.1) (0.1)

Donde:

3 =volumen (en mL) de reaccion detenida,

df = factor de dilucion,

10 = tiempo del ensayo (en minutos),

0.1 = volumen (en mL) de reaccion detenida usada en la determinacion colorimétrica,

0.1 = volumen (en mL) de enzima usada.
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6.1.2. Ensayo enzimatico de la creatinasa

El principio en el que se basa es el siguiente:

. Creatinasa .
Creatina + H,0 —— Sarcosina + Urea

Urea + DAB —— Producto de tinte amarillo
DAB = p-Dimetilaminobenzaldehido.
Tomando en cuenta las condiciones de temperatura a 37°C y pH de 7.5.
El método en el que se basa este ensayo es espectrofotométrico.

El procedimiento del ensayo Sigma-Aldrich para la determinacion colorimétrica de

creatinasa se describe enseguida, tanto para la prueba como para el blanco:

En tubos de ensayo se pipetean 900 pL de solucion de creatina 100 mM, equilibrando la
temperatura a 37 °C. Luego se afiaden 100 pL de solucién de enzima creatinasa (2-4
unidades/mL), la cual se prepara inmediatamente antes de usarse en buffer de fosfato de
potasio 50 mM, pH 7.5 frio (esta parte no aplica para el blanco). Inmediatamente se mezcla
y se incuba a 37 °C durante 10 minutos. A continuacion, se afiaden 2 mL de solucion DMAB
(p-Dimetilaminobenzaldehido) 117 mM, y solo al blanco se afiaden 100 uL de solucion de
enzima creatinasa. Se mezcla por agitacién cada tubo de ensayo y se deja reposar por 20
minutos a 25 °C. Posteriormente se lee la absorbancia tanto de la prueba como de blanco, a

una longitud de onda de 435 nm.

A continuacion, se presenta la ecuacion para determinacion de actividad enzimatica de la

enzima creatinasa.

Unidades  (A4zspmPrueba — AusspmBlanco) (3)(df)
mL enzima (0.321) (10) (0.1)

Donde:
3 = volumen total del ensayo (en mL),
df = factor de dilucién,

0.321 = coeficiente de extincion milimolar del tinte amarillo,

()
L)
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10 = tiempo del ensayo (en minutos),
0.1 = volumen de enzima usada (en mL).
6.1.3. Ensayo enzimatico de la sarcosina oxidasa

El principio en el que se basa este ensayo enzimatico es el siguiente:

Sarcosina oxidasa

Sarcosina + 0, + H,0 Glicina + Formaldehido + H,0,

Peroxidasa

2 H,0, + Fenol + 4 — AAP —— 4 H,0 + Tinte de quinoneimina
4-AAP = 4-Aminoantipirina
Tomando en cuenta las condiciones de temperatura a 37 °C y pH de 8.3.
El método en el que se basa este ensayo es colorimétrico.

El procedimiento del ensayo Sigma-Aldrich para la determinacion colorimétrica de sarcosina

oxidasa se describe enseguida, tanto para la prueba como para el blanco:

En tubos de ensayo se pipetean 200 uL de agua desionizada, 50 pL de buffer tris-HCI 200
mM, pH 8.3, 50 pL de solucion 4-AAP 15 mM, 50 pL de solucion fenol 0.2 %, 50 pL de
solucién de enzima peroxidasa (que contenga 50 unidades de purpurogalina/mL), la cual se
prepara inmediatamente antes de usarse en agua desionizada, y 100 pL de solucion de
sarcosina 1000 mM. Se mezcla bien y se equilibra a 37 °C. A continuacién, se afiaden al
blanco 10 pL de solucion de fosfato de potasio 10 mM, pH 7.5, y a la prueba 10 uL de
solucién de enzima sarcosina oxidasa (0.25-1 unidades/mL), la cual debe prepararse
inmediatamente antes de usarse en solucion de fosfato de potasio 10 mM, pH 7.5 frio. Se
mezcla respectivamente cada tubo y se incuba a 37 °C durante 5 minutos. Luego, se afiaden
2.5 mL de etanol tanto a la prueba como al blanco, y nuevamente se mezclan bien.

Posteriormente, se leen las absorbancias para cada uno, a una longitud de onda de 480 nm.

A continuacion, se presenta la ecuacion para determinacion de actividad enzimatica de la

enzima sarcosina oxidasa.

Unidades  (AsgonmPrueba — AugonmBlanco) (3.01) (2)
mg Proteina (17.14) (5) (mg Proteina/RM)

()
L %)
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3.01 = volumen total del ensayo,

2 = moléculas de perdxido de hidrogeno usadas por molécula de peroxidasa,
17.14 = coeficiente de extincion milimolar del tinte de quinoneimina a 480 nm,
5 = tiempo del ensayo en minutos,

RM = mezcla de reaccion.

6.1.4. Ensayo enzimatico de la ureasa

El principio en el que se basa este ensayo enzimatico es el siguiente:

Ureasa
Urea+ H,0 —— (€0, +2 NH;
Tomando en cuenta las condiciones de temperatura a 30 °C y pH de 8.2.
El método en el que se basa este ensayo es espectrofotométrico.

El procedimiento del ensayo Sigma-Aldrich para la determinacion espectrofotométrica de

ureasa se describe enseguida, tanto para la prueba como para el blanco:

En un tubo de ensayo se pipetean 10 mL de solucion de urea 66 mM, y se incuba a 30 °C.
Después, en el tiempo cero se afiaden 25 pL de solucién de enzima ureasa (100-150
unidades/mL), la cual debe prepararse inmediatamente antes de usarse en buffer de fosfato
de potasio 10 mM, pH 8.2, con cloruro de litio 10 mM vy acido etilenodiaminotetracético 1
mM, frio. Una vez teniendo esto, en el mismo tubo de ensayo, se mezcla por inversion y de
ahi mismo se remueve una alicuota de 1 mL, la cual se transfiere a un nuevo tubo de ensayo,
el cual ya debe contener 5 mL de reactivo de color Nessler, el cual se prepara con reactivo
Nessler, solucion ficoll 0.4 % (p/v), y agua desionizada. Se mezcla y este nuevo tubo de
ensayo sera nuestro reactivo blanco. Se procede a incubar a 30 °C, para después, a 2, 4,y 6
minutos (incrementos de tiempo), transferir 1 mL de solucidon del tubo de ensayo de prueba
en respectivos tubos de ensayo que contengan 5 mL de reactivo de color Nessler y mezclar
cada uno por inversion. Posteriormente, se leen las absorbancias del blanco y de las pruebas

a una longitud de onda de 480 nm.




v

UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERETARO

FACULTAD DE INGENIERIA

1A .
gl #E
g, NV
K i

Para el andlisis colorimétrico es necesario preparar diferentes estandares como se muestra en

la tabla siguiente:

Tabla 7. Preparacion de estandares para la prueba colorimétrica del ensayo enzimatico de ureasa.

Estandar Estandar | Estandar Estandar Estandar | Estandar Estandar
blanco 1 2 3 4 ) 6
(mL) (mL) (mL) (mL) (mL) (mL) (mL)

Agua
desionizada
Solucion
estandar de
amonio 2.5
mM
Reactivo
de color
Nessler

Una vez teniendo cada cantidad en cada estandar, se mezclan y se leen las absorbancias para

el estandar blanco y para cada uno de los estandares.
A continuacion, se muestran los calculos para la construccion de la curva de estandarizacion:
AAgonmEstandar = AugonmESstandar — AugonmESstandar Blanco
De donde se grafican los pmoles de NHz contra A Asgonm para obtener AA,gonm/umol N Hs.
Para la determinacion en la muestra se usa la siguiente ecuacion:
AA gonmPrueba = AugonmPrueba — AugonmReactivo blanco

AAygonmPrueba AsgonmPrueba

min incremento de tiempo (en minutos)

A continuacion, se presenta la ecuacion para determinacion de actividad enzimatica de la

enzima ureasa.

AA,gonmPrueba
Unidades ( rrl;{lin (1000)

genzima  (Llsmn ) (I nzmC)

Donde:
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RM = mezcla de reaccion,
1000 = factor de conversion para convertir miligramos a gramos.
6.2.  Disefio del prototipo

La cinta contendra cuatro zonas de reconocimiento bioldgico y una de pH, las cuales
interaccionaran idealmente con sus respectivos sustratos generando asi, un cambio de color
perceptible visualmente. La propuesta consta de una cinta de medidas 2cm x 9 cm, y del
grosor de la cinta doble cara general de aproximadamente 1.5 mm, colocada en el centro del
pafal, esto con la finalidad de poder utilizar la mayor cantidad de muestra, ya que es la
posicion ideal para su adquisicion independientemente del género del usuario. Del mismo
modo, para evitar inter-contaminacién o algun tipo de blogueo entre las zonas de reaccion,

se deja un espacio entre estas de 1 cm, como se muestra en la figura Fig. 19.

La cinta propuesta esta basada en cinta doble cara, y las zonas de reaccion estan colocadas
en un arreglo sobre papel filtro Whatman 1, ya que el tamafio de poro que ofrece este es ideal
para la aplicacion que se busca. Sobre el papel Whatman se colocara entonces el sistema de
reconocimiento que consta para la zona de reconocimiento de creatinina: del conjunto de
cuatro enzimas (a continuacion se muestra la ruta de reaccién) inmovilizadas sobre las
nanoesferas de quitosano y agente cromogénico que es la o-dianisidina. Para la zona de
reconocimiento de creatina y sarcosina, se omitiran, la primera, y la primera y segunda
enzima de la ruta de reaccion, respectivamente, manteniendo el mismo agente cromogénico.

La ruta de reaccion es la siguiente:

L. Creatininasa .
Creatinina + H0 ——— C(reatina

. Creatinasa .
Creatina + H,0 ——— Sarcosina

Sarcosina oxidasa

Sarcosina + 0, + H,0 Glicina + Formaldehido + H,0,

Peroxidasa
0 — dianisidina (reducida) + H,0, —— 0 — dianisidina (oxidada)

Para el caso de la deteccion de urea, se inmovilizara la enzima ureasa sobre las nanoesferas
de quitosano depositadas en el papel filtro, y en este caso el agente cromogénico sera el rojo

fenol, susceptible a cambios de pH, cambios que seran generados por la concentracion de

()
| o1 |
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amoniaco. El mecanismo de reaccién a seguw serd el mismo visto anterlormente en E| ensayo

enzimatico.

Ureasa
Urea+ H,0 —— (€0, +2 NH;

Principalmente, lo que se desea sensar en el sistema en general, es urea, creatinina 'y pH. Sin
embargo, se desean tener dos zonas de reaccién mas como control, para que en caso de no
haber creatinina en la muestra, sea medida indirectamente. De manera que las dos zonas extra
(que evaluaran Creatina y Sarcosina respectivamente) seran con el fin de evitar falsos

positivos, o sefializacion errénea y la medicion indirecta de creatinina.

La disposicién general del sistema se propone de acuerdo al anagrama CrUpSaC para tener
siempre un orden de los resultados obtenidos y saber a qué espacio corresponde cada cambio
de color generado, y éste se leera de arriba hacia abajo, tomando como referencia el pafial en
la orientacion que se muestra en la Fig. 19. El anagrama en cuestion corresponde a: Cr de

creatinina, U de urea, p de pH, Sa de sarcosina, y C de creatina.

Fig. 19. Esquema representativo con medidas del prototipo de la cinta sensora multi-colorimétrica en un pafal
comun para adulto mayor.

La estructura basica de un pafial desechable consta de 4 capas principales: la capa superior

gue se encuentra directamente en contacto con la piel del usuario, la capa de adquisicion que

facilita la movilizacion de liquido lejos de la piel, el nacleo del pafial o también conocida

()
| 102 |
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como la capa absorbente, y finalmente, la capa exterior u hoja trasera que esla capa re3|stente
al agua cuya finalidad es evitar la filtracion del liquido hacia fuera del pafal (Dey et al., 2016;
Counts et al., 2017; Bachra et al., 2020; Nyamukamba et al., 2023). Dentro de los materiales
mMAas comunes para estas partes tenemos: polipropileno (PP) para la capa superior, poliéster
para la capa de adquisicién, polimeros superabsorbentes (como el poliacrilato de sodio) que
pueden mezclarse con celulosa para la capa absorbente, y polietileno (PE) para la capa

resistente al agua (Dey et al., 2014; Siregar, 2022; Nyamukamba et al., 2023).

Teniendo en cuenta esa distribucidn, la cinta estaria entre la capa del sistema de adquisicion
y la capa absorbente, con la finalidad de evitar el contacto de la piel con todo el sistema de
reconocimiento, pero a la vez, que se garantice la llegada del fluido hasta estas zonas de

reaccién y se lleve a cabo su cometido, como se muestra en la Fig. 20.

Capa superior|
Sistema de Adquisicion

Biosensor

Capa absorbente

Fig. 20. Esquema de la distribucidn de capas integrando la capa de la cinta sensora 0 mejor llamada cinta
biosensora, junto con la representacion de la cinta de extraccion.

De igual manera la cinta estara pegada completamente en una de sus caras (la cara posterior
a la zona de reacciones) a una cinta de polipropileno (Ilamada cinta de extraccion) de un
espesor menor o igual a 2mm y el mismo ancho que la cinta sensora, la cual contara con dos
extremos adhesivos, esto con el fin de que este adherido al pafial internamente, entre la capa
del biosensor y la capa absorbente para evitar que la cinta sensora se mueva y cause
problemas, y el otro extremo que estara por fuera del pafial (después de la capa resistente al
agua), adherida a esta misma capa resistente al agua en la parte frontal del pafial, con el fin
de poder despegarla y extraerla junto con la cinta sensora hacia el exterior para observar con

mayor claridad los cambios colorimétricos. De manera que, la cinta de PP estaria atravesando

()
| 103 |



UNIVERSIDAD AUTONOMA DE QUERE'Tf\RO ‘ |NGEN]E RV\
FACULTAD DE INGENIERIA JEN ngﬁo% '

finamente tanto la capa absorbente, como la capa resistente al agua, en cuyas uniones o
intersecciones con la cinta de PP estarian unidas mediante una union térmica (Liu et al.,
2019), esto con el fin de facilitar la extraccidn ya que si se cocieran estas intersecciones, se

haria mas complicado este paso.

Se eligid el polipropileno como material base para la cinta de extraccidén gracias a las
propiedades que ofrece como: su modulo de elasticidad reportado cercano a los 1300 MPa lo
cual lo hace flexible y a la vez le confiere cierta rigidez para que al momento de querer
extraerlo no se rompa, su densidad de 0.905 g/cm3 lo cual permite afiadirlo y no agregar un
peso exagerado o notorio en el pafial general, su incapacidad de absorber humedad que
nuevamente es ventaja para cuando se requiera extraer que no se rompa, su punto de fusion
arriba de los 170 °C lo que garantiza que no habra deformaciones de la cinta que generen
complicaciones de extraccion, y otras caracteristicas mas simples como que no tiene olor y
es transparente, por lo que no dafiara organolépticamente la imagen del pafial (British Plastics

Federation, s. f.; Omnexus, s.f.; Roymaplast, s. f.; Sanmetal, s. f.).
6.3.  Nanoesferas de quitosano

Las nanoparticulas de quitosano se utilizardn como soporte para la inmovilizacion de las
enzimas. El quitosano de bajo peso molecular se disolvera en tres soluciones acuosas de acido
acético glacial (0.5, 1.0, y 1.5 % v/v) para formar una solucion de concentracion final de 1.25
mg/mL. Esta solucion se mantendra en agitacion por 24 horas a temperatura ambiente
utilizando un agitador magnético. El pH inicial resultante seré de 4.7 usando una solucion de
NaOH 1N. La solucion se filtrara a través de una jeringa con un tamafio de poro de 0.45 pm
para remover residuos de particulas insolubles. El tripolifosfato de sodio (TPP) sera
preparado y disuelto en agua ultra pura a una concentracion final de 0.56 mg/mL con ayuda
de agitacion magnética. El TPP sera agregado gota a gota con una jeringa de 2 mL en la
solucién de 5 mL de quitosano para la elaboracion de las nanoparticulas de QTPP. La mezcla
se mantendra en constante agitacion durante 30 minutos a temperatura ambiente. Luego, la

suspension resultante con las nanoparticulas se centrifugara a 3200 rpm por 20 minutos.
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7. RESULTADOS Y DISCUSION
7.1.  Caracterizacion de las nanoesferas de quitosano

7.1.1. Caracterizacion por Microscopia Electronica de Barrido (SEM) de las nanoesferas

de quitosano

La técnica de caracterizacion por SEM, utiliza un haz enfocado de electrones de alta energia
para obtener imagenes de la superficie de una muestra (Jha et al., 2023). Esto con el fin de
revelar caracteristicas propias del material como su morfologia y tamafio (Zheng et al., 2023).
En diversas investigaciones se han reportado morfologias esféricas usando el método de
gelacion idnica, en el cual el tripolifosfato de sodio (TPP) actia como ligante (cross-linker),
aunque los resultados obtenidos en ellos han sido considerablemente diferentes en cuanto al
tamafio de las nanoparticulas. Se han reportado tamafios de 40 nm (Zheng et al., 2023), de
90 nm (Kahdestani et al., 2020), de 71 nm (Kamat et al., 2016), y 200 nm (Jha et al., 2023),
los cuales estan dentro del rango ya que se sabe que todas las formulaciones basadas en éste

método, pueden obtener tamarios de particulas desde 1 a 1000 nm (Asif et al., 2023).

La importancia del tamafio de las nanoparticulas de quitosano (ChNP) juega un rol
importante en cuanto sus propiedades por ejemplo: en el poder de conjugacion con

medicamentos, la cristalinidad, y la carga global (Jha et al., 2023)

Ademas, se sabe gracias a estudios previos, que el tamafio de las NP es dependiente de ciertos
factores tales como: la concentracion de quitosano, la relacion quitosano/TPP, el pH de la
solucion, y el nivel de deacetilacién del quitosano. Estos factores en conjunto generan una
desventaja del método en cuanto a la dificultad que tiene para producir tamafios uniformes
(Kahdestani et al., 2020; Kamat et al., 2016; Jha et al., 2023). De igual manera, se han hecho
estudios por simulacion y experimentalmente para determinar la dependencia de la
temperatura en los tamarios y distribuciones de estos de las NP, en donde se obtuvo que a
menor temperatura, menor es el tamafio de las NP, con una distribucion mas estrecha (Kamat
etal., 2016).

En este trabajo se obtuvieron las imagenes SEM para las nanoparticulas de quitosano, como
se muestra en la figura Fig. 21 a). Con los datos obtenidos, se realizé un andlisis para obtener
la distribucion de areas, y con ello, de didmetros de las nanoparticulas obtenidas mediante el

uso del software ImageJ, con el cual se pudo obtener el area de cada elemento de la imagen
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SEM, como se muestra en la figura Fig. 21 b). De estos datos se genero eI hlstograma por
rangos de areas para ver la distribucién de las mismas y con ello generar un estimado del
didmetro promedio de las nanoparticulas, considerando a estas como esféricas, como se
observa en la figura Fig. 21 c). De los datos generados, se obtuvo que el area promedio fue
de 1.239 pum? de modo que podemos referir a que el didmetro promedio es de
aproximadamente 1256.0031 nm. Este Gltimo dato converge con lo que se muestra en la
figura Fig. 21 d), en donde se tomaron indiscriminadamente nanoparticulas para medir su

diametro, y como se observa, los valores son muy cercanos a este valor promedio.

Las nanoparticulas con los menores didmetros obtenidos fueron de aproximadamente 80 nm,
mientras que las mas grandes fueron de aproximadamente 3534 nm, se puede conferir esa
distribucion tan amplia a los factores que ya se habian comentado, inherentes al método de
sintesis. Sin embargo, también es importante mencionar que mas del 50 % del material
obtenido, estd muy cerca del diametro promedio, lo cual es bueno. De igual manera, se puede
atribuir esa gran dispersion de tamafios a la rapida aglomeracion de la solucion de
nanoparticulas, influenciada a su vez por la temperatura y quizas también por el tamafio de

diametro de la aguja utilizada para el microgoteo de la solucion.
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Fig. 21. Imagen SEM de las nanoparticulas (nanoesferas) de quitosano obtenidas y su distribucion de
tamafios. a) Imagen SEM con resolucién de 40 um, b) Analisis de areas realizada con el software ImageJ, c)
distribucion de la frecuencia de &reas de las nanoparticulas, y d) Paneo de algunas nanoparticulas mayores a

1000 nm.

7.1.2. Caracterizacion por espectroscopia Raman de las nanoesferas de quitosano

La espectroscopia Raman es una técnica sensible utilizada para detectar las modificaciones
estructurales en complejos moleculares, como deduccion de la excitacion de los modos
vibratorios asociados activos a Raman (Jha et al., 2023). Aunque es cierto que tanto Raman
como infrarrojo pertenecen al mismo espectro vibratorio molecular, Raman se caracteriza
por poder medir la muestra directamente sin pretratamiento, lo cual es adecuado para medir
compuestos hidrosolubles (Ren et al., 2014). El efecto Raman se basa en la dispersion de la
luz, que incluye tanto la dispersion elastica como la inelastica, esta tltima es la que sirve para
esta técnica, que se genera por la excitacion de una vibracion molecular especifica (Jha et al.,
2023).

El quitosano ha sido analizado por esta técnica anteriormente, a cuyos picos se les han
asignado ya una explicacion, por ejemplo, en el rango de 1050-1200 cm™ la region de
estiramiento C-C, de 1290-1350 cm™ la region de flexion CNH, en 1445 cm™ amida-1II

(estiramiento C-N), en 1550 cm™ amida-Il (deformacion de NH,), y 1635 cm™ amida-I
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(estiramiento C=0) (Nirmala et al., 2011; Socrates, 2001). El pico mas caracteristico,
independientemente del sustrato que se esté usando al hacer esta prueba, que se pueden usar
para potenciar el resultado obtenido, es el de la region de 1050-1200 cm, al igual que uno

cercano a los 1500 cm™, como se reporta en el estudio de Puente (2020).

Ahora bien, en cuanto a los picos caracteristicos de nanoparticulas de quitosano se ha
reportado que son aquellos que aparecen en los correspondientes a la vibracion de
estiramiento de los anillos (969 cm™, 1212 cm™, 1325 cm™) y principalmente a la vibracion
de estiramiento C-H del epoxido (2837 cm™) (Ren et al., 2014).

En el presente trabajo se obtuvo el espectro Raman para las NEQ, como se muestra en la
figura Fig. 22. En éste, se puede observar un claro pico cerca de los 920 cm™, el cual puede
ser atribuido a la banda vibratoria de los enlaces C-C de ciclohexanos (como es el caso de la
estructura quitosano), que debe observarse cerca de los 900 cm™ (Socrates, 2001). Por otro
lado, el pico, o los picos que se observan cerca de los 1450 cm™, pueden conferirse a los
estiramientos C-N, como ya se habia mencionado. Y por ultimo pero no menos importante,
el pequefio pico que se ve cerca de 650 cm™ puede referir al enlace C-C=0 (Ren et al., 2014),
correspondientes quizas a quitina, que como precursor y ligado al grado de desacetilacion del

mismo quitosano, no formo quitosano.
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Fig. 22. Espectro Raman para las nanoesferas de quitosano (NEQ).
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7.2.  Evaluacion enzimatica de la enzima ureasa

7.2.1. Evaluacién de la actividad enzimatica de la enzima ureasa

Para llevar a cabo la medicion de la actividad enzimatica de la ureasa se realizé por el método
de Nessler, cuyo principio experimental es provocar la hidrolisis catalizada de urea a
amoniaco y diéxido de carbono, a un pH 6ptimo reportado de 7.0 (Liu et al., 2021). La

férmula de la reaccidn es la siguiente:

U
(NH,),CO + Hy0 ——3 2NH; + CO,

Ecuacion 1. Hidrdlisis de la urea catalizada por la enzima ureasa..

De manera que el amoniaco producido, el cual causa un incremento en el pH (Bubanja et al.,
2018), reacciona con el reactivo Nessler (tetrayodomercurato de potasio (I1)) (Palintest,
2023) para formar un complejo amarillo-ambar, y su absorbancia es directamente
proporcional a la concentracion de amoniaco, logrando asi determinar la actividad de la
enzima. De igual manera hay que tener en cuenta que otros compuestos que contengan
nitrégeno interfieren, produciendo una solucién colorada u opalescente con el reactivo
(Crosby, 1968). La longitud de onda a la que se debe de hacer la medicidn

espectrofotométrica es de 480 nm (Liu et al., 2021).

Se ha reportado también que puede existir una biestabilidad (sistema con dos estados de
equilibrio estables) y oscilaciones en la actividad de la enzima, principalmente en soluciones
no amortiguadoras, que se pudiera atribuir a la falta de estabilidad de la enzima, misma que
puede incrementarse al inmovilizar sobre soportes sélidos. Sin embargo, un inconveniente
potencial de la inmovilizacion es que, aungue aumenta la longevidad, normalmente hay una
disminucion en la actividad de la enzima, que puede atribuirse a cambios en el estado
conformacional de la enzima, afectando el sitio activo, o bien, problemas de difusion que

impiden el transporte del sustrato al sitio activo (Bubanja et al., 2018).

7.2.1.1. Evaluacion de la actividad enzimética de la enzima ureasa en estado libre e

inmovilizada dependiente del pH

A partir de los resultados obtenidos en el analisis de la actividad enzimatica dependiente del
pH, que podemos ver en la figura Fig. 23 se encontrd que en estado libre el pH optimo se

encuentra en un rango de 7 a 7.75, siendo el dptimo reportado de entre 7.4 a 8 (Shaba et al.,
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2023). Por otro lado, se evalud la actividad de la enzima ureasa en dos soportes Ilgeramente
diferentes, estos son: nanoesferas de quitosano (NEQ) y macroesferas de quitosano (MEQ).
Cada uno de estos soportes nos exhibe actividades diferentes, por un lado la enzima soportada
en MEQ muestra un rango de pH 6ptimo entre 6.5 a 7, mientras que las NEQ muestran un
rango optimo de pH entre 7 a 7.6, muy similar a los valores cuando ésta se encuentra en
estado libre. Esto se debe a la produccion de amoniaco, el cual modula la acidez de la solucion
mejorando la actividad. Sin embargo, también se observa el decaimiento de la actividad en
valores méas basicos, lo cual puede deberse a una posible distribucién del estado de
protonacion de las cadenas laterales de los residuos de aminoacidos en la superficie de la
enzima. Esta deprotonacion en un medio alcalino podria afectar negativamente las
interacciones electrostaticas intramoleculares, provocar la desaturacion de la arquitectura 3D
de la enzima, y asi, reducir su actividad (Al-Garawi et al., 2022). Por lo cual se decidio
trabajar con un pH favorable para la enzima, siendo este de 7.0.

También se puede observar que existe un decremento en la actividad cuando la enzima se
inmoviliza, el decremento es significativo cuando es inmovilizada sobre MEQ pero no tan
severo cuando la enzima se soporta en NEQ. Se podria conferir esa disminucion a la posible
aglomeracion de las MEQ y NEQ entre ellas respectivamente, lo cual estaria impidiendo el
sitio activo de la enzima, y por ende, la poca o nula interaccion y actividad de la misma. O

bien, por los inconvenientes inherentes de inmovilizar, como ya se mencion6 anteriormente.
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Fig. 23. Efecto del pH sobre la actividad enzimética de la enzima ureasa en estado libre e inmovilizada.

7.2.1.2. Evaluacion de la actividad enzimatica de la enzima ureasa en estado libre e

inmovilizada dependiente de la temperatura

La relacion entre temperatura y actividad enzimatica para la enzima ureasa, tanto en estado
libre como inmovilizada en los soportes antes ya mencionados, se puede observar en la figura
Fig. 24. Como se muestra, existe una tendencia creciente de la actividad enzimatica conforme
se aumenta la temperatura en las tres configuraciones diferentes en que se tiene la enzima,
con una tendencia bastante similar, hasta llegar a su maximo el cual converge en el mismo
punto para los tres casos, y el cual se encuentra en una temperatura de 55 °C, muy similar a
la temperatura Optima reportada para esta enzima que es de 60 °C. Esta tendencia incremental
se debe a la capacidad de carga de la ureasa y a una gran cantidad de sitios de union
potenciales en su superficie, lo que le permite extenderse mas facilmente en el area de las
nanoesferas. Mas alla de los 55 °C hay decaimiento en la actividad debido a la

desnaturalizacion de la enzima (Al-Garawi et al., 2022).

De igual manera, se puede observar que hay rangos de temperatura en los que la enzima en
NEQ mejora la actividad con respecto a las dos configuraciones restantes que se evaluaron,
estos rangos son los comprendidos de 15 a 35 °C. En el resto de rangos de temperaturas

evaluadas se puede observar que la relacion temperatura-actividad enziméatica mantiene
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cierta concordancia, teniendo asi, mejores resultados para la enzima libre, seguidos de la
enzima en NEQ, y finalmente los obtenidos con las MEQ, tendencia la cual también puede

observarse en todo el rango de la evaluacion de pH.
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Fig. 24. Efecto de la temperatura en la actividad enzimética de la enzima ureasa en estado libre e
inmovilizada.

Si bien, con los resultados obtenidos tanto de la evaluacion a diferentes pH y diferentes
temperaturas, pareciera que la mejor opcidn seria hacer uso de la enzima sin ningun tipo de
soporte, sin embargo, se puede defender que el usar la configuracion con NEQ permitird un
mejor resultado practico, ya que al usar esta configuracion, y como ya se menciond
anteriormente, con respecto al pH no hay una variacion de la actividad preocupante,
practicamente es la misma, incluso podria compensarse con el decremento que si existe en la
actividad de la enzima en temperaturas menores a 40 °C en estado libre, donde existe una

mejora en los resultados significativa cuando se esta en la configuracion NEQ.
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7.2.2. Evaluacion del acoplamiento enzimatico de la enzima ureasa

Ahora bien, para determinar la eficacia del acoplamiento de la enzima a los soportes, se uso
el bien conocido método de Lowry, el cual se basa tanto en la reaccion de Biuret como en la
de Folin-Ciocalteu, en donde la primera de éstas consiste en que los enlaces peptidicos de las
enzimas reaccionan con cobre en condiciones alcalinas produciendo iones de cobre Cu*, que
a su vez reacciona con el reactivo Folin-Ciocalteu (una mezcla de acido fosfotungstico y
acido fosfomolibdico), en donde en esencia el fosfomolibdotungstato se reduce a azul de
heteropolimolibdeno por la oxidacion de los aminodcidos aromaticos (principalmente
triptofano, tirosina y cisteina) catalizada por cobre (Waterborg et al., 1994; Lowry et al.,
1951).

Como ventaja del método se tiene que es sensible a bajas concentraciones de proteina (5-100
1g), pero también cuenta con una desventaja y es el estrecho intervalo de pH dentro del cual
es preciso, ademas de la variedad de compuestos que causan interferencia como lo son:
algunos derivados de aminoéacidos, ciertos buffers, lipidos, azucares, acidos nucleicos y
reactivos de sulfhidrilo. La concentracion del color es medido por absorbancia entre 650 y
750 nm (Shen, 2018).

En la figura Fig. 25 se puede observar la relacion correspondiente al porcentaje de enzima
inmovilizada pasado cierto tiempo en cada uno de los soportes evaluados en este trabajo
(MEQ y NEQ), pudiendo asi referir que, a pesar de que con macroesferas se llegé a un 70 %
de inmovilizacién en menor tiempo, la mejor configuracion es la que tiene como soporte las
nanoesferas de quitosano ya que pasados los primeros 40 minutos (5 minutos de diferencia
con el tiempo de los mejores resultados de las MEQ), se logré inmovilizar aproximadamente
el 80 % de la enzima total en solucion. Por lo que se puede asentir que al no tener una
diferencia enorme en tiempo, pero si en porcentaje de enzima inmovilizada, la mejor opcion

es la configuracién con NEQ.

Es importante mencionar que no hay una técnica para una inmovilizacion total efectiva, es
decir, no se podria inmovilizar el 100 % de la enzima, por lo que los valores obtenidos son

bastante satisfactorios.
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Fig. 25. Curvas de acoplamiento enzimatico para la inmovilizacién enzimatica de la enzima ureasa sobre
macro y nano esferas de quitosano.

7.3.  Pruebas colorimétricas para deteccion enzimatica

La distancia entre dos colores es una medida de interés en la ciencia de color. Un espacio de
color que es uniforme y que sus dimensiones son ortogonales, como es el caso del espacio
RGB, la diferencia entre dos colores se puede obtener como la distancia euclidiana entre sus
coordenadas (Bugarin Kamour, 2018). Entre mayor sea la diferencia de esta medida, menor
sera la similitud entre esos colores (Dasari et al., 2005).

La distancia Euclidiana (DE) se calcul6 entonces, con la Ecuacion 2 usando los valores RGB

(Condezo-Hoyos et al., 2015) leidos a través de un colorimetro comercial.

DE = /(R — Rp)? + (Gy — Gp)? + (By — Bs)?
Ecuacion 2. Ecuacion para obtener las distancias Euclidianas de los valores RGB.

Donde DE es la distancia Euclidiana, R, G, B son los valores de los componentes rojo, verde
y azul, respectivamente. El subindice M es la notacion para referir al valor de la muestra,

mientras que el subindice B es para referir al valor del blanco o control.
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7.3.1. Determinacion colorimétrica de urea por distancias Euclldlanas

En la Fig. 26 se puede observar cada uno de los componentes R, G, y B, para cada una de las
concentraciones de urea del rango establecido para las pruebas colorimétricas, incluyendo el
blanco. En estas es posible apreciar que existe una tendencia visible para cada grupo de
componentes, es decir, en el caso de las componentes R, la tendencia es creciente conforme
también incrementa la concentracion de urea, convergente tanto con los colores anaranjados,
como con las intensidades de esos naranjas que se apreciaban al incrementar la concentracion
a simple vista. En el caso de las componentes G y B, ambas también tienen también una
tendencia, en este caso decreciente, y con un ritmo diferente entre ellas, llegando casi al
mismo valor en concentraciones mas altas de urea. Estad grafica permite visualizar y
confirmar que para el caso de la evaluacién de la urea, el color predominante es el de
componentes R, por lo que incluso a simple vista esperariamos ver colores con

predominancia hacia los rojos, o derivados cercanos de este color.
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Fig. 26. Descomposicion de los valores RGB obtenidos en las pruebas colorimétricas de urea.
Una vez obtenidos los componentes RGB para cada concentracidn de urea, toca hacer el
analisis cuantitativo, para lo cual usamos la ecuacion de las distancias Euclidianas (DE). Esta

nos permite construir la curva de calibracion, relacionando la DE y la concentracion de urea.
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La Flg 27, facilmente permite observar que a medida que la concentramon de urea aumenta
el valor de la DE también lo hace, lo que nos dice que hay una relacion directamente

proporcional entre estos dos.
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Fig. 27. Curva de calibracidn para determinacion de concentracion de urea a partir de valores RGB por el
método de distancias Euclidianas.

Con la regresion lineal a partir de los datos anteriores, que se muestra en la Fig. 28, se pudo
encontrar quizas la parte que mas nos interesa en este trabajo que es: el coeficiente de
determinacion (R?), que a grandes rasgos, es el indicador de la relacion lineal entre la
distancia Euclidiana y la concentracion nuestro analito (Condezo-Hoyos et al., 2015), en este
caso urea, y que nos dio un valor R? ya ajustado de 0.97164, lo que nos sugiere que el modelo,

o la relacidon entre DE y concentracion de urea, es altamente predictivo.

De igual manera, se tiene el coeficiente de correlacion lineal de Pearson (r) con un valor de
0.98777, con el cual podemos afirmar, no solo visualmente, que existe una fuerte y positiva

relacion lineal.
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Fig. 28. Regresidn lineal para la curva de calibracion para determinacion de concentracion de urea.

Ahora bien, para observar de manera mas facil el cambio de color que nos arrojo la prueba
de la enzima ureasa, se realizé el mapa de colores (Fig. 29) en el espacio de color RGB, en
el cual se observa un color diferente y correspondiente a cada concentracion del rango
establecido previamente. El valor RGB no se representa numéricamente, sino ya de manera

visual, justo como se veia a simple vista.

Mapa de colores
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Fig. 29. Mapa de colores en el espacio de color RGB para cada una de las concentraciones de urea en la
prueba colorimétrica.
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coordenadas de color x e y, que identifican un punto en el diagrama de cromaticidad. En este
sistema los pardmetros se derivan de la distribucion espectral de energia (SPD) de la luz
emitida por el objeto coloreado, ajustada por las curvas de sensibilidad del ojo humano que
han sido medidas, es decir, el diagrama forma el area de todos los tonos perceptibles por el
0jo humano normal (Hyperphysics s. f.). Fuera de la curva, no existen colores reales, sino
Unicamente colores tedricos 0 matematicos (Sistemas de TV, s. f.).Este sistema se desarrollé
para especificar los estimulos crométicos basdndose en valores triestimulos, o la medida de
activacion de los conos en las retinas de nuestros ojos, de tres primarios imaginarios (Fan et
al., 2021). La base del sistema que fue llamado observador estandar CIE 1931 (Westland,
2001). Se fundamenta en la premisa de que el ojo humano dispone de tres tipos de conos
sensibles al color, cuya respuesta se puede describir de manera 6ptima mediante los valores
triestimulos. Una vez conseguido esto, se determina que cualquier color puede ser

representado en términos de dos coordenadas de color, x e y (Hyperphysics s. f.).

En el diagrama de cromaticidad obtenido (Fig. 30), se puede observar que para el caso de la
prueba colorimétrica de la enzima ureasa, sus valores estan en la region rosa-naranja, como
era de esperarse pues asi es como se podian describir los colores que se apreciaban a simple

vista.

Diagrama de cromaticidad

Fig. 30. Distribucion de colores obtenidos para el diagrama de cromaticidad CIE 1931 obtenido del algoritmo
de lectura en mediciones de urea.
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De igual manera es posible observar en la Fig. 31 de manera mas cercana como es que estan
distribuidas las concentraciones de nuestro analito (urea) en las coordenadas x, y del
diagrama de cromaticidad, observando que hay una tendencia marcada hacia los

componentes rojizos como ya previamente se habia mencionado.

Region en XYZ

0.4
0.39
0.38
>
0.37
0.36
0.38
0.35
: 0.43
0.38 0.4 042 044

X

Fig. 31. Acercamiento a las coordenadas del diagrama de cromaticidad CIE 1931 para la prueba colorimétrica
de urea.

Tabla 8. Tabla comparativa del limite de deteccion de urea con respecto a otros trabajos.

Analito Material/

que sistemna de Material de Muest_ra/ lelte_qe Noml?re del Referencia
soporte Biofluido  deteccion articulo
sensa reconoc.
Smartphone-
assisted point-of-
A 0.58 mM care colorimetric .
Urea Ureasa ténié)?foNO Orina (0.0348 biosensor for the (Chg'ozit) al,
gRSs mg/mL) | detection of urea via
pH-mediated AgNPs
growth
Smartph based
Ureasa e 10.4 mg/L o r;iglii;)?eensca)ls'?‘or (Soni et al
Urea indicador de Papel filtro Saliva (0.0104 pth detecti ¢ 2018) v
pH mg/mL) e e'ec |9n [e)
urea in saliva
Pelicula de Es Label-free and pH-
Qn_stales polimero de determinaci sen§ |t|ve. (Lietal.,
Urea | fotonicos pH- - . Urea ] . colorimetric
sensibles C“St.al fptonlco on seml- materials for the 2016)
opalino inverso. cuantitativa .
sensing of urea
4-ciano-4'- Sustrato de 5mM N
Urea | pentilbifenilo | vidrio recubierto | Sangre (0.3003 Real'imlqi I'quo'ld (thgg)a/"
(5CB) y de mg/mL) crystai-base
L 119 J
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poli(acido | octadeciltricloro biosensor for urea
acrilico-b-4- silano detection
cianobifenil-
4-
oxiundecilacr
ilato) (PAA-
b-LCP)
Plant tissue-based
Luminol y " . . 2 M chemiluminescence | (Qinetal
Urea Tejido de soja Orina (0.1201 . N
permanganato flow biosensor for 2000)
Hg/mL)
urea
Potentiometric urea
AlbUmina de Pelicula de Solucion No biosensor based on (Ahuja et al.,
Urea suero bovino polipirrol acuosa de mencionado BSA embedded 2008)
urea surface modified
polypyrrole film
Ureasa/Poli(c 2.5x10® Potentiometric
Urea arbamolisulfo | Membrana NH4* Leche mol/L biosensor for urea (Trivedi et
nato)+Polietil | vy papel filtro (1.5015 determination in al., 2009)
enimina pg/mL) milk
Nanoparticulas
. de quitosano
Urea z;%iiaéﬁﬂg depositadas '\25532225 O'r?];?irfo Este trabajo Este trabajo
sobre papel
Whatman

7.3.2. Determinacién colorimétrica de sarcosina por distancias Euclidianas

En la Fig. 32 se puede observar los componentes R, G y B, para cada una de las
concentraciones de sarcosina del rango establecido para las pruebas colorimétricas,
incluyendo el blanco. De esta es posible apreciar que existe una tendencia decreciente para
todas las componentes conforme aumenta la concentracion de sarcosina, se puede apreciar
que de ellas las que menos presenta variacién es el componente R, mientras que las
componente G y B presentan una tendencia decreciente mas marcada y similar entre ellas. A
partir de la variacion pequefia existente en la componente R y que esos valores son mayores
que los componentes restantes, se puede explicar el por qué los resultados a simple vista se

aprecian en tonos rojizos-anaranjados.
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Fig. 32. Descomposicién de los valores RGB obtenidos para las pruebas colorimétricas de sarcosina.

A partir de los componentes RGB obtenidos para cada concentracién de sarcosina, €s
necesario hacer el anélisis cuantitativo haciendo uso del método DE. Ello permite construir
la curva de calibracion relacionando la DE con la concentracion de sarcosina. En la Fig. 33
es posible ver que conforme la concentracién de sarcosina aumenta, el valor de la DE también

lo hace, lo que indica que existe una relacion directamente proporcional entre estos dos.

De esta curva de calibracion es posible obtener la regresion lineal y con ello encontrar el
coeficiente de determinacion (R?) cuyo valor para esta prueba ya ajustado es de 0.99691, lo
que nos sugiere que el modelo, o la relacion entre DE y concentracion de sarcosina, es
altamente predictivo. Cabe destacar que el valor se puede tornar medianamente bajo y podria
deberse al salto abrupto en los datos entre el primer punto (el blanco) y el segundo punto en
la gréfica (el primer valor del rango de intervalos con analito en la solucion), ya que si no se
omitiera ese primer intervalo, el valor R? seria mas bajo. De igual manera se tiene el
coeficiente de correlacidon lineal de Pearson (r) con un valor de 0.99876, a partir del cual se

puede afirmar que existe una buena y positiva relacion lineal.
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Fig. 33. Curva de calibracion y regresion lineal para la determinacion de concentracion de sarcosina a partir
de valores RGB por el método de distancias Euclidianas.

Para no dejar a la imaginacion como se veia el rango o la gama de colores que se obtuvieron
en las pruebas de sarcosina, se realizé el mapa de colores (Fig. 34) en el espacio RGB, con
el cual es facil poder observar un color diferente para cada uno de los valores de
concentracion del rango establecido. El valor RGB no se representa numéricamente, sino ya

de manera visual, justo como se veia a simple vista.

Mapa de colores

RGB |-

0 50 450 850 1250 1650 2050
Concentracion (ng/mL)

Fig. 34. Mapa de colores en el espacio de color RGB para cada una de las concentraciones de sarcosina.
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En el diagrama de cromaticidad obtenido (Fig. 35), se puede observar q-ue para esta prueba,
los valores se aglomeran casi al centro del diagrama, ligeramente desplazados hacia los tonos
amarillos, rojizos y un poco de rosa-anaranjado, como era de esperarse ya que asé se podian
describir los colores apreciados a simple vista y también de manera digital, como ya se

mostro.

Diagrama de cromaticidad

0 0.2 0.4 0.6 0.8
X

Fig. 35. Distribucion de colores obtenidos para el diagrama de cromaticidad CIE 1931 obtenido del algoritmo
de lectura en mediciones de sarcosina.

De igual manera es posible observar en la Fig. 36 de manera mas cercana la distribucion de
las concentraciones de esta prueba de sarcosina en las coordenadas X, y, del diagrama de
cromaticidad, reforzando la tendencia hacia los colores previamente ya mencionados. En este
acercamiento se puede observar que se rompe cierta tendencia visual en los Gltimos dos
valores del intervalo de las pruebas, ya que no contintian desplegandose en valores mas bajos
del eje y, pero podria deberse a la forma general del diagrama de cromaticidad.
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Fig. 36. Acercamiento a las coordenadas del diagrama de cromaticidad CIE 1931 para la prueba colorimétrica

de sarcosina.

Tabla 9. Tabla comparativa del limite de deteccidn de sarcosina con respecto a otros trabajos.

Material/

Analito sistemna de Material de Muestra/ | Limite de Nombre del
que sensa reCONOC. soporte Biofluido | deteccion articulo
Colorimetric
determination of
. Nanoparticulas . 5.0 "M sarcosine in uring (Lan et
Sarcosina de paladio PdNPs/TMB Orina (0.4452 | samples of prostatic al., 2014)
ng/mL) | carcinoma by mimic v
enzyme palladium
nanoparticles
Colorimetric
0.011 deter_min_ation of
. Sarcosina CQDs-AuNRs- . umol/L Sarcosine I human (Zhong et
Sarcosina : Orina urine with enzyme-
oxidasa SOx (0.9795 like reaction al., 2021)
ng/mL) IKe |
mediated Au
nanorods etching
Colorimetric paper-
Sarcosina Clorhidrato de | Clorhidrato de Orina 50522% based sarcosine (I\élaeiuar}wot
poli(alilamina) | poli(alilamina) | artificial : assay with improved .
pg/mL) B 2021)
sensitivity
Development of
sarcosine
Sarcosina quantification in
Sarcosina oxidasa- SOx-HRP Orina 207022?% urine based on (éaggm
Peroxidasa del : /mL) enzyme-coupled 2018) v
rabano picante K9 colorimetric method
for prostate cancer
diagnosis
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Electrodo de
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modificado con
compdsito de Orina 0.68 UM An elect_rochemlcal _
Sarcosina | Riboflavina gr_afeno- contamina | (0.0605 SArcosine Sensor (Liuetal,
quitosano : based on biomimetic | 2019)
i da pg/mL) .
modificado con recognition
nanoparticulas
bimetélicas de
Au-Pt/Polipirrol
An
electrochemilumines
. cence-
. Cavitando de Micro perlas . 30 M supramolecular (Valenti et
Sarcosina | tetrafosfonato - Orina (2.6714
magnéticas approach to al., 2015)
supramolecular pg/mL) ) .
sarcosine detection
for early diagnosis
of prostate cancer
An organic indicator
functionalized
Sal sodica del 0.73 UM graphene oxide
. acido 1,2- - Medio ol nanocomposite- (Xue et
Sarcosina ; Oxido de grafeno . (0.0650 - .
naftoquinona- alcalino /mL) based colorimetric | al., 2016)
4-sulfénico K9 assay for the
detection of
sarcosine
. Nanoparticulas
Sarcosina de quitosano
| oxidasa/O- qurt Muestras | 425.988 : Este
Sarcosina R depositadas Este trabajo .
dianisidina/ acuosas ng/mL trabajo
sobre papel
ChNP
Whatman

7.3.3. Determinacion colorimétrica de creatina por distancias Euclidianas

La Fig. 37 permite observar la descomposicion de los valores RGB en sus componentes de

la prueba colorimétrica a diferentes concentraciones de creatina, incluyendo el blanco. A

partir de esta es posible observar una tendencia decreciente para cada una de las componentes

conforme la concentracién de creatina aumenta. Al igual que en los casos anteriores, el

componente predominante o con valores mayores es el rojo, mientras que el verde hace

aportaciones al color moderadas, y finalmente, el componente azul hace las menores

aportaciones para la generacion de los colores obtenidos en la prueba a cada concentracion,

por lo que los colores esperados estarian ubicados cerca o con tendencia a los tonos rojizos.
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Fig. 37. Descomposicion de los valores RGB obtenidos en las pruebas colorimétricas de creatina.

A partir de los datos obtenidos de los componentes RGB de la prueba de creatina, se hace el

analisis cuantitativo con el método de DE. Con esto es viable construir la curva de calibracién

relacionando la DE con la concentracion de creatina. En la Fig. 38 se muestra una tendencia

incremental del valor de la DE conforme se aumenta la concentracion de la creatina, que de

manera visual nos sugiere que existe una relacién directamente proporcional entre estos dos.

De esta curva se hace la regresion lineal la cual nos permite a su vez, encontrar el coeficiente

de determinacion (R?) que para esta prueba es de 0.92307 ya ajustado, lo que nos sugiere que

el modelo es altamente predictivo. De igual manera se obtiene el coeficiente de correlacion

de Pearson (r) cuyo valor para esta prueba es de 0.96874, del cual es posible sostener que

existe una buena y positiva relacion lineal.
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Fig. 38. Curva de calibracion y regresion lineal para la determinacion de concentracion de creatina a partir de
los valores RGB por el método de distancias Euclidianas.

A modo de ejemplificar mejor los valores RGB obtenidos en esta prueba, se muestra el mapa
de colores en el espacio RGB en la Fig. 39, del cual es posible observar como eran los tonos
o0 colores obtenidos en la prueba para cada una de las concentraciones que se trabajaron al
igual que el blanco. Como se puede apreciar, los tonos obtenidos estdn en los rojos-
anaranjados, como se habia anticipado y comentado anteriormente por los valores de las

componentes obtenidas.

Mapa de colores
T

RGB -

0 75 7.75 8 8.25 85 8.75
Concentracion
mg/mL

Fig. 39. Mapa de colores en el espacio de color RGB para cada una de las concentraciones de creatina.
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De igual manera, se muestra el diagrama de cromaticidad conseguido (Flg. 40), del cual es
posible ubicar la distribucion de coordenadas de cada uno de los valores de concentracién de
creatina, incluyendo el blanco también, en la prueba realizada. Del resultado obtenido es
facilmente apreciar una tendencia casi lineal a través de este diagrama, desde lo que es casi
el centro (que el centro es blanco total), hacia el extremo de los limites de colores naranjas-

rojizos.

Diagrama de cromaticidad

Fig. 40. Distribucion de colores obtenidos para el diagrama de cromaticidad CIE 1931 obtenido del algoritmo
de lectura en mediciones de creatina.

Al hacer un acercamiento a la zona donde se distribuyen los valores de creatina en el
diagrama anterior, que se muestra en la Fig. 41, es facil ver que hay una muy buena relacién
en cuanto a mayor concentracion, con colores mas saturados o vividos, ya que para esta
prueba no hay puntos traslapados en la tendencia general, como es el caso de los ultimos

valores de la prueba colorimétrica de la sarcosina.
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Fig. 41. Acercamiento a las coordenadas del diagrama de cromaticidad CIE 1931 para la prueba colorimétrica

de creatina.

Tabla 10. Tabla comparativa del limite de deteccion de creatina con respecto a otros trabajos.

Analito Materlall Material de Muestra/Bi  Limite de Nombre del
sistema de . . .
que sensa soporte ofluido deteccion articulo
reconaoc.
An Fe304
. Electrodo de . nanoparticles-
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oxidasay nanonarticulas de de creatina (26.226 bi A 012
creatinasa P en polvo ng/mL) losensorfor )
Fes04 creatine
determination
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; label-free
Nanoparticulas EIe9tro@o de Suero 50.0+0.1 .
L carbon vitreo y humano, detection of (Rahman
. de éxido de 9 pM (6.55 + :
Creatina cadmio (CdO nafién como el suero de 0013 creatine basedon | etal,,
NP conductor conejoy '/ L CdO nanoparticles: | 2017)
s) enlazante orina pg/mL)
a real sample
approach
sarcosina Electrodo de iy e e | (Ramana
. oxidasay . Solucion No biosensor for the L
Creatina . . varilla de . . vicius,
cretina amidino carbono buffer mencionado | determination of 2007
hidrolasa creatine )
An Electrochemical
Approach for the
Nanomateriales Selective
porosos nano Muestras + Detection of
formulados de EI?CUQdO de bioldgicas 21.63 + Cancer Metabolic
L e carbon vitreo con 0.05 pM . (Rahman
. Oxido metélico - como Creatine
Creatina mixto de baia nafién como sanare (2.836 = Bi ker with etal.,
- 3 aglutinante gre, 0.006 fomarker wi 2020)
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7.3.4. Determinacion colorimétrica de creatinina por distancias Euclidianas

La Fig. 42 presenta los valores de cada una de las componentes RGB, para cada una de las

concentraciones de creatinina de la prueba, incluyendo el blanco. A partir de estos valores se

puede anticipar (como se ha venido haciendo en las pruebas anteriores) que en el color final

de cada prueba, predominan los tonos rojos-naranjas. Esto debido a que el componente con

mayores valores, nuevamente es el rojo, mientras que los componentes G y B son

sustancialmente menores, lo que resulta en aportaciones al color final moderadas, y de casi

la misma magnitud (entre estas dos Ultimas componentes) para cada concentracion. De

manera general se puede observar que existe una tendencia decreciente para todas y cada una

de las componentes que componen a los colores obtenidos, es decir, a

concentraciones de analito, menor el valor de cada componente.

mayores
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Fig. 42. Descomposicion de los valores RGB obtenidos para las pruebas colorimétricas de creatinina.

A partir de los valores RGB obtenidos en la prueba de creatinina, se procede a hacer el
andlisis cuantitativo por el método de DE. Con ello es posible construir la curva de
calibracion relacionando el valor de la DE con la concentracion de creatinina. En la Fig. 43
se observa que existe una relacion directamente proporcional, puesto que conforme se

aumenta la concentracién del analito, también aumenta el valor de la DE.

De esta curva se obtiene la regresion lineal la cual nos permite a su vez, encontrar el
coeficiente de determinacion (R?) ajustado que para esta prueba es de 0.98674 lo que nos
sugiere que el modelo es altamente predictivo. De igual manera se obtiene el coeficiente de
correlacion de Pearson (r) cuyo valor para esta prueba es de 0.99418, del cual es posible

sostener que existe una muy buena y positiva relacion lineal.
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Fig. 43. Curva de calibracion y regresion lineal para la determinacion de concentracion de creatinina a partir
de los valores RGB por el método de distancias Euclidianas.

De igual manera, como se ha venido trabajando, se muestra ahora el mapa de colores (Fig.
44) en el espacio RGB, para ver de manera mas fiel los colores obtenidos para cada
concentracion en esta prueba colorimétrica de creatinina, y no dejar los datos solamente en
términos de valores RGB. Es decir, se presenta el abanico de colores obtenido para cada
intervalo de concentracion de la prueba dentro del rango establecido. Y nuevamente, como
era de esperarse por los resultados previos al mapa de colores, el rango de variacion de los
colores obtenidos estarian dentro de los rojos-naranjas, o bien, siendo mas meticulosos entre

naranjas-rosados.
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Fig. 44. Mapa de colores del espacio RGB para cada una de las concentraciones de creatinina.
En este caso, los datos obtenidos para el diagrama de cromaticidad, que pueden observarse
en la Fig. 45, muestran (como en el caso de la prueba anterior) una linealidad visual de las
coordenadas para los valores de concentracion del analito de interés. De modo que, se puede
apreciar que la dispersion de los datos comienza cercano al blanco (al centro) y se van
alejando con cierta tendencia hacia los tonos naranjas-rosados, como ya se habia mencionado

y mostrado previamente en la Fig. 44.

Diagrama de cromaticidad

Fig. 45. Distribucion de colores obtenidos para el diagrama de cromaticidad CIE 1931 obtenido del algoritmo
de lectura en mediciones de creatinina.

Al hacer un acercamiento a la dispersion de esas coordenadas en el diagrama de cromaticidad

asociadas a los valores de concentracion del analito (Fig. 46), se puede denotar que en los

A (1)




B

primeros intervalos de concentracion (de 0 a 1 mg/mL) los cambios de los valores de las
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coordenadas de este diagrama son facilmente apreciables, un segundo rango de intervalos (1-

1.3 mg/mL) son medianamente apreciables los cambios, y para los Gltimos valores (1.45-

1.75 mg/mL) es mas complicado apreciar cambios en esas coordenadas, sin embargo, es

importante sefialar que de manera favorable no hay traslapes entre los valores de

concentracion y las coordenadas, es decir, se sigue una cierta tendencia general conforme

aumenta la concentracién del analito, y no hay interferencias de concentraciones mayores

entre coordenadas de concentraciones menores, 0 viceversa.

> 0.35

0.36

0.34

Region en XYZ

0.34

0.36 0.38

0.4 0.42

0.44 0.46

Fig. 46. Acercamiento a las coordenadas del diagrama de cromaticidad CIE 1931 para la prueba
colorimétrica de creatinina.

Tabla 11. Tabla comparativa del limite de deteccion de creatinina con respecto a otros trabajos.

Analito
gue sensa

Material/

sistema de
reconoc.

Material de
soporte

Muestra/ Limite de
Biofluido deteccion

Nombre del
articulo

Referenci
a

Gold Nanoparticle-
Sistema de Orina 12.7 1M Based Colorimetric
- AuNP con | Nanoparticulas de | simulada ' Recognition of (Duetal.,
Creatinina . (1.4366 s .
adenosina/ oro y suero Creatinine with 2016)
" . ng/mL) .
Ag bovino Good Selectivity
and Sensitivity
Selective
Sistema de L- , SUI0 | gsqnm | MECOBNIHONOT g acanka
- cisteina Nanoparticulas de | artificial y creatinine —
Creatinina L (0.0513 ranaetal.,
estabilizada cobre muestras ng/mL) Development of a 2018
en CuNP de orina g colorimetric )
sensor
Composito de Colorimetric test-
memb,ranas systems for
de polimero Membranas de o
. . ., creatinine
molecularme | micro filtracion de Muestras 0.25 mM detection based (Sergeyeva
Creatinina | nte impreso fluoruro de ACLIOSAS (28.28 it etal.,
(MIP) con polivinilideno mg/mL) on C?mplos: € 2013)
sitios (PVDF) ~ Mmolecufarly
receptores imprinted polymer
artificiales membranes
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I NGENER /
[z

Citrate-capped
silver
nanoparticles as a
A%I?Is;ser?aosno ) 53.4 nM probe for sen.sitive
. " Nanoparticulas de . and selective (Alula et
Creatinina recu_blertas de plata Orina (6.0406 colorimetricand | al, 2018)
citrato + ng/mL) ) N
NaOH spectrophotometri
c sensing of
creatinine in
human urine
Colorimetric
. Detection of
Sistema de 19.8-1.6 Creatinine Based
AuUNP . Suero nM .
.. e Nanoparticulas de . on Plasmonic (Dunetal.,
Creatinina modlflc_ado oro bow_no y | (2.2397- Nanoparticles via 2015)
con &cido orina 0.1809 O
drico y Hg?* ng/mL) Synergistic
Coordination
Chemistry
Gold
AUNP . . 80 uM nanoparticles-
Creatinina | estabilizadas Nanoparticulas de horma (0.0090 | based colorimetric (He et al.,
con citrato oro tumana mg/mL) and visual 2015)
creatinine assay
Picric acid capped
silver
Sangre nanoparticles as a
Sistema acido N . humanay | 8.4nM pro}?e for.
- P anoparticulas de : colorimetric (Parmar et
Creatinina picrico/ lata fluido (0.9502 ine of I 2016
AgNPs P cerebroes | ng/mL) sens_ln.g °_ at. )
pinal creatinine in
human blood and
cerebrospinal fluid
samples
Creatininasa | Nanoparticulas
Creatinina | . /O _ de quitosano Muestras | 0.0758212 Este trabajo Este
dianisidina/ | depositadas sobre | acuosas | mg/mL trabajo
ChNP papel Whatman
7.4.  Pruebas de interferentes

7.4.1. Prueba de interferentes para la urea

Se realizo también lo que fue la prueba de interferentes del complejo para evaluar la deteccion

urea, constituido por las nanoesferas de quitosano, la enzima ureasa y la o-dianisidina. Para

determinar si éste era susceptible o no, a generar un cambio alguno en el color obtenido en

presencia de otras moléculas presentes inherentemente en la orina. Es importante hacer esta

prueba ya que se sabe que cuando existe una fuerte presencia de interferentes en la muestra

(.. )
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Ademas de que, cuando el dispositivo de deteccion estd en contacto directo con fluidos
bioldgicos, las sefiales no deseadas de interferencias son un problema grave y predominante
(Rocchitta et al., 2016).

La prueba se realiz6 con urea libre de otros analitos, y en presencia de ellos. Los analitos
utilizados para evaluar la posible interferencia fueron: creatinina, creatina, glucosa, acido

ascorbico, sarcosina y lactato.

Los resultados obtenidos son muy favorables, ya que como se observa en la figura Fig. 47,
no hay cambio significativo aparente, por no decir ninguno, en los valores de las tres
componentes RGB que se estan evaluando, en presencia de los analitos utilizados. De manera
que se puede conferir que las respuestas obtenidas seran completamente ligados a urea, y que
en estos no estan contribuyendo otras moléculas, es decir, que es altamente selectivo nuestro
complejo, permitiendo asi, resultados confiables y precisos. En cualquier biosensor, si la
selectividad no es suficiente, surgen dudas sobre la exactitud y precision del método (Ozkan
etal., 2022).
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Fig. 47. Prueba de interferentes para deteccion de urea en presencia de distintos analitos.
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8. CONCLUSIONES

Partiendo del hecho que hoy en dia la poblacion en general esta integrada por mas adultos
que personas jovenes, aunado a que la poblacion de adultos se ve afectada en mayor
porcentaje por diversas enfermedades, por lo que es prescindible la creacion de dispositivos
cada vez mas fiables, mas féaciles de usar, y por supuesto a precios mas accesibles, para el
control de dichas enfermedades, y en el mejor de los casos de la prevencién de las mismas.
Con la postura establecida, se puede dejar por sentado que el presente trabajo ha sido de gran
apoyo para dicha causa, ya que involucra el sensado de una enfermedad altamente presente
en adultos mayores (ERC) y, como ya se menciond en el cuerpo del trabajo, suele ser
silenciosa, por lo que la prevencion y/o control de la misma es de suma importancia. En este
sentido, el biosensor presentado exhibe potenciales ventajas, principalmente contra los
métodos de diagndstico comunes, tales como: facil operacion y manejo del dispositivo en
general, la posibilidad de hacer el sensado desde la comodidad del hogar, el uso de volimenes
bajos y sin previa preparacion de las muestras, buen tiempo de respuesta, buen limite de
deteccion, y quizas uno de los puntos principales es que se puede ver fisicamente el resultado
al ser una respuesta colorimétrica. Estos aspectos hacen del biosensor una forma ideal para

llevar el manejo de esta enfermedad tan potencialmente peligrosa.

La inmovilizacion de la enzima ureasa sobre las nanoparticulas de quitosano permitio ver a
través de los resultados, el aumento de la actividad enzimatica principalmente en diferentes
temperaturas, ya que la tendencia en cuanto a pH se mantuvo muy similar a la enzima en
estado libre, exhibiendo en ambos casos la estabilidad méaxima en pH 7.5, lo que nos indica
que puede usarse en un rango de temperaturas mas amplio que con la enzima libre,
exhibiendo una estabilidad maxima a los 55 °C, y un rango mejorado con respecto a la enzima
libre de los 15-35 °C. En cuanto al acoplamiento enzimatico, se obtuvo que cerca del 80 %
de la enzima se inmovilizé pasados los primeros 40 minutos, sin cambios significativos en
los minutos posteriores, 1o que es muy buen resultado. Con ello, queda claro que la
inmovilizacion en el soporte elegido es beneficioso para el dispositivo en general, ya que
muestra estabilidad enzimatica similar e incluso mejor en ciertos rangos, afiadiendo que tanto

el material de soporte como el método de inmovilizacién, son econémicos.
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Con respecto a la precision de las pruebas colorimétricas es posible aflrmar que en general
es bastante preciso, ya que de las 4 enzimas evaluadas, todas presentan a partir de las curvas
de calibracion un valor R mayor a 0.92, o lo que es, una precision mayor del 92 %, que para
fines practicos es un valor de impacto, ya que respaldan la afirmacién de que el dispositivo
puede aplicarse para el desarrollo de biosensores enzimaticos para la deteccion de la ERC.
Ademas, a pesar de que los limites de deteccion para cada analito no son los mejores
exhibidos, se puede afirmar que son bastante competitivos con respecto a los biosensores
reportados hasta el momento, y que estos pueden ser mejorados afiadiendo mas rangos de

evaluacién de concentraciones.

Finalmente, pero no menos importante, se realizaron las pruebas de interferentes para la
deteccion de urea, de las cuales se determind que no hay interferencia aparente con otro tipo
de biomolécula, lo que nos sugiere que el dispositivo es altamente selectivo, confiable y

preciso.

En conclusion, el desarrollo de este proyecto permitié obtener diferentes resultados con los
que es posible sostener que el prototipo presenta una excelente alternativa para aplicarse en
el desarrollo de una plataforma biosensora microfluidica colorimétrica para la deteccion,
evaluacion y control de la enfermedad renal crénica, que sea confiable y al mismo tiempo

econdmica, gracias a los materiales y métodos empleados.
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9. MEJORAS A FUTURO

Desde mi punto de vista, el principal aspecto a mejorar son los limites de deteccidn, ya que,
aunque si logran ser competitivos, estos pueden ser mejorados sin mucho esfuerzo de por
medio. Otro punto importante a tomar en cuenta es la integracién de dispositivos inteligentes,
como smartphones o tablets, en cuanto a aplicaciones para las lectura y andlisis de resultados,
ya que como sabemos y podemos vivir en nuestro dia a dia, el uso de estos dispositivos es
cada vez mayor, y sus capacidades y alcances de los mismos son inexplicables, con un amplio

potencial de aplicacién en esta area, mejorando asi la portabilidad y eficiencia.

De igual modo, se tendria que trabajar bien en la optimizacion de esas aplicaciones para tener
los menores sesgos de error posibles entre dispositivos de diferentes marcas o modelos, es
decir, que exista una nula variacion de valores obtenidos entre ellos, tomando en cuenta
incluso los entornos en donde se tomen las lecturas, condiciones ambientales, color e

intensidad de iluminacién, entre otras.
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