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1. RESUMEN

La dopamina (DP) ) es una amina biégena que se desempefia como neurotransmisor
en el sistema nervioso central y periférico, ademas es una una hormona involucrada
en diversos procesos en los organismos vivos, sin embargo, sus metabolitos de
oxidacién son altamente activos (dopaminoquinona) por lo que pueden causar dafios

Severos y provocar graves consecuencias para la salud.

Por lo anterior, el mecanismo de interaccion de los farmacos con el &cido
desoxoribonucléico (ADN) se ha investigado durante las ultimas décadas, siendo una
de las técnicas utilizadas para este fin la electroquimica en la cual se utilizan electrodos
como herramientas analiticas base para el estudio del comportamiento
voltamperométrico de los farmacos, asi como para entender los mecanismos

biolégicos de una forma rapida y facil de analizar.

Este documento describié un método relativamente simple empleando electrodos de
plata para la determinacion electroquimica tanto de dopamina como de las bases
paricas del ADN. Teniendo como objetivo principal estudiar los resultados
electroquimicos del potencial de oxidacién de la dopamina y del ADN y posteriormente
la deteccion de la interaccion de la dopamina con las bases puricas del ADN. El andlisis
de la interaccion entre la DP y el ADN se realiz6 evaluando las variaciones en los datos

de las sefales electroquimicas de las purinas en presencia y ausencia de dopamina.

Al estudiar el potencial de oxidacién de las bases puricas del ADN, cada una en una
solucién con dopamina, se observé que no se produce ningun dafio oxidativo en
ninguna de las bases nitrogenadas, ya que al evaluar los datos, no se observa un
cambio en el potencial y/o corriente de la sefial de estas. Por otro lado, se observo la
interaccion de la dopamina y guanina a partir del comportamiento voltamperomeétrico,
donde los desplazamientos de las sefales se relacionan con la interaccion de estas
especies, ademas estos cambios en las sefiales sugieren la presencia de especies
asociadas con biomarcadores de estrés oxidativo, por lo que se puede concluir que
los productos de oxidacién de la DA puede dafar a la base puarica guanina, sin
embargo se requieren de mas estudios para concretar con la presente dicha

afirmacion.




1. INTRODUCCION

El DNA esta presente en el cuerpo en forma de doble hélice, donde cada hebra esta
compuesta de una combinacion de cuatro nucleétidos, adenina (A), timina (T),
guanina (G) y citosina (C). Dentro de una hebra estos nucleétidos estan conectados
a través de enlaces fosfodiéster. Las dos hebras se mantienen juntas principalmente
a través de enlaces de hidrégeno, donde A forma dos enlaces hidrégeno con T,y C
forma tres enlaces de hidrogeno con G (Christopher P. Austin, M.D, 2021). En la parte
exterior del ADN, los espacios entre las hebras entrelazadas presentan diferente
anchura y se denominan zurco mayor y zurco menor. Por otro lado, cabe destacar
gue la estructura del ADN esta conformada de tal manera que el material genético
estd protegido de las posibles modificaciones quimicas causadas por agentes
externos, sin embargo, las moléculas de DNA son muy propensas a sufrir dafios bajo
varias condiciones, especialmente mediante la interaccion con algunas moléculas, y
este dafio puede dar lugar a varios cambios patolégicos en el organismo vivo
(Herréaez, A., 2012).

Como resultado de estas interacciones se originan cambios estructurales en el
ADN y en los farmacos. Es por ello que es un punto de suma preocupacion ya
gue la muerte celular y el desarrollo de nuevas enfermedades son algunas de las
consecuencias provocadas por tal interaccion, asi mismo es un punto de estudio
demasiado amplio que puede ayudar a la identificaciéon de las moléculas que
puedan tener interaccién con el ADN y con ello el desarrollo de medicamentos
con baja probabilidad de tener contacto con el material genético (De Oliveira, S.,

et al, 2018).
Las catecolaminas (Dopamina, DA) son compuestos organicos derivados del grupo
catecol que poseen una cadena lateral etil o etanolamina. El catecol es a su vez un
anillo bencénico con dos sustituyentes hidroxilo en su molécula y puede formar

metabolitos reactivos que han demostrado ser directamente téxico para la célula.




2. PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

¢,De qué manera la presencia de dopamina afecta las macromoléculas del ADN? Se
han realizado estudios sobre la dopamina (DA), en donde se demuestra que es una
molécula tdéxica que puede contribuir a trastornos neurodegenerativos, asi como la
oxidacién de esta produce de manera espontanea un resto de quinona reactivo la cual
puede llegar a modificar macromoléculas celulares de forma perjudicial llegando a
producir muerte celular y procesos patolégicos asociados con neurodegeneracion
cuando es combinado con estrés oxidativo. Asi mismo, se sabe que la molécula de
DA posee propiedades que la hacen tener mayor probabilidad de formar metabolitos

reactivos a diferencia de otras catecolaminas.

La interaccidon especifica entre un farmaco y el DNA da como resultado algunos
cambios en las propiedades fisicas y quimicas. Asi por ejemplo se han citado
ampliamente investigaciones electroquimicas sobre la interaccion entre un farmaco
anticancer y/o moléculas DNA-dirigidas y el DNA, estas investigaciones estan
basadas en las diferencias de los comportamientos electroquimicos de los farmacos

en presencia y ausencia de DNA (De Olivera, S, et al, 2018).

Para llevar a cabo el objetivo planteado, el presente trabajo se estructur6 en 2
apartados. En la primera etapa se realizo6 el analisis de resultados sobre la validacion
del sistema electroquimico usado, esto con el fin de medir la fiabilidad de que un
aumento en la concentracion de dopamina produce una respuesta oxidativa
proporcional, asi como asegurar que el sistema es repetible y reproducible. En la
segunda etapa se analizaran los resultados del método electroquimico para
determinar si existe algun dafio producido por los metabolitos generados por
Dopamina (dopaquinona), ya que tanto los farmacos como las bases pduricas
presentan estados de oxidacion y reduccion, el analisis se hara considerando los
cambios en la respuesta analitica, es decir cambios en la corriente o en la posicion

de la sefial (pico) o bien la aparicion o desaparicion de nuevas sefales.




3. ANTECEDENTES

Las moléculas de DNA son muy propensas a sufrir dafios bajo varias condiciones,
especialmente mediante la interaccion con algunas moléculas, y este dafio puede dar

lugar a varios cambios patoldgicos en el organismo vivo.

La interaccion entre el ADN y los farmacos puede provocar modificaciones quimicas
y conformacionales, provocando también modificaciones en las propiedades
electroquimicas de las bases nitrogenadas y el farmaco correspondiente. La
propension de un compuesto dado a interactuar con el ADN se mide en funcion de la
disminucién de la sefial de oxidacion de guanina en un biosensor electroquimico de
ADN. La unién covalente en N7 de la guanina (alquilacion), las interacciones
electrostéticas y la intercalacion son algunos mecanismos mediante los cuales los

farmacos pueden unirse al ADN. (Ravera mauro., et al, 2007)

Se ha informado que la DA tiene una mayor tasa de oxidacién a una quinona deficiente
en electrones y una tasa mas lenta de ciclacion interna de la estructura de quinona
en comparacién con otras catecolaminas (adrenalina y noradrenalina), esto debido a
la naturaleza inestable del anillo de catecol (hidroxilos vecinales en un anillo
aromatico), puede ser oxidado a una molécula de quinona reactiva, por lo que en los

sistemas bioldgicos puede interactuar con el DNA (Stokes, A,. et al, 1999).

En un estudio realizado en enero del 2010 se encontrd que la reaccién de las catecol
guinonas con nucleofilos se produce mediante una adicion de 1,4-Michael asistida por
protones. La reaccion de las quinonas al interaccionar con la guanina produce la
formacion de aductos de N7-Desoxiguanosina que pierden lentamente el resto

desoxirribosa para formar aductos de N7-Guanina (Zahid, M., et al, 2010).

La reaccion de Michael, consiste en el ataque nucleofilo de un enolato de aldehido o
cetona al carbono 3 de un a,B-insaturado. El producto final de esta reaccion pertenece

a la familia de los 1,5-dicarbonilos.




Ademas, en un estudio realizado en diciembre del 2011 se sefala que el efecto del
pH en la reaccion de DA activada por tirosinasa con ADN es un en la formacion de
aductos depurinantes, sefialando que la mayoria de estos aductos se forman a pH 4,

5y6yapH 7y 8se observd un nivel menor en la formacién de estos.

En este estudio también se demostr6 que Los antioxidantes N-acetil cisteina y
resveratrol bloquean eficazmente la formacion de aductos Dopamina-ADN, haciendo
énfasis en que la formacion de estos aductos podria dar lugar a mutaciones que
inicien la enfermedad de Parkinson u otras enfermedades neurodegenerativas.
Ademas, en esta investigacion respaldan el hecho de que a condiciones ligeramente
acidas se hace competitiva la reaccion de dopaminoquinona con el ADN para formar

aductos depurinantes (Muhammad, Z., et al, 2011).

En el presente proyecto se estudié el comportamiento de la dopamina y las bases
puricas del ADN a un pH acido (4), ademas de la interaccion entre estas en un
ambiente oxidativo para determinar si existe alguna reaccién que oxide a las
moléculas puricas formando en ellas mutaciones que puedan generar enfermedades
neurodegenerativas y con ello dar pie a investigaciones futuras sobre el
comportamiento de este neurotransmisor y los metabolitos que se generan a partir de

este, al interaccionar con el ADN.




4. MARCO TEORICO
DOPAMINA

La dopamina es la principal catecolamina (80% del total de catecolaminas en cerebro)
gue forma parte de la familia de neurotransmisores y es responsable de la regulacion
de un conjunto de funciones del sistema nervioso central (SNC) y periférico (SNP)
tales como la actividad sensorial, actividad motora, actividad endocrina, aprendizaje,

memoria y afectividad (Kumar, et al., 2006; Gonzalez, S., 2012) .

Especificamente en el SNC la dopamina es el principal activador de cuatro vias

principales del cerebro:

- La via nigroestriatal: Esta via es responsable del movimiento y los estimulos
sensoriales. Comienza en la sustancia negra y se conecta a los ganglios

basales.

- Lavia mesolimbica: Las neuronas en esta via son responsables de la emocién,
el placer y la busqueda de recompensas, la adiccion y la percepcién. Comienza
en el area tegmental ventral y se dirige a la amigdala, la corteza piriforme y el
ndcleo accumbens.

- La via mesocortical: Responsable de la cognicion, la memoria y la atencion.
Comienza en el area tegmental ventral y va hacia la corteza frontal y el
hipocampo.

- Sistema tuberoinfundibular: Esta via funciona para inhibir la secrecién de
prolactina de la glandula pituitaria. Comienza en el nucleo arqueado del

hipotalamo y se dirige a la eminencia media de la glandula pituitaria.

Por otro lado, en el SNP, la dopamina funciona como un vasodilatador que afecta

principalmente al ridn, favoreciendo la diuresis y la natriuresis.




PROPIEDADES FISICOQUIMICAS

e  Nombre de la molécula: Clorhidrato de Dopamina
HO e Formula molecular: CsH1iNO2 . HCI
e Punto de fusion: 241 - 243°C / 465.8 - 469.4 °F

NHE e Caracteristicas: Polvo sélido blancuzco e
HO inodoro, muy soluble en agua. Propiedades

Farmacoldgicas

La DA es una catecolamina simpaticomimética precursora de la norepinefrina la cual,
ayuda a la correccién de los desequilibrios hemodindmicos presentes en el estado de
shock producidos a causa de infartos de miocardio, traumatismos, septicemias
endotdxicas, insuficiencia renal entre otros, por lo que sus efectos se pueden observar
principalmente a nivel renal y cardiovascular. La DRA actia como un neurotransmisor
en el sistema nervioso central estimulando de manera directa los receptores
adrenérgicos del sistema nervioso simpatico, e indirectamente, provoca la liberacion
de norepinefrina. Ademas actla estimulando los receptores dopaminérgicos.
(Vadecum, 2016)

Propiedades farmacodinamicas

El clorhidrato de dopamina es una catecolamina simpaticomimética precursora de la
norepinefrina, actia como neurotransmisor en el sistema nervioso central estimulando
de forma directa los receptores adrenérgicos del sistema nervioso simpatico y de
forma indirecta provocando la liberacion de norepinefrina. De igual manera actua

estimulando los receptores dopaminérgicos.




Propiedades farmacocinéticas

La dopamina se metaboliza en el higado, rifiones y plasma, el inicio de la accién de
la dopamina aparece alrededor de los 5 minutos de su aplicacion teniendo una
duracion de esta de 10 minutos, sin embargo al administrar un tratamiento inhibidor
de la MAO su accion se prolonga hasta 1 hora. Tras la administracion de dopamina,
aproximadamente el 25% de la dosis se metaboliza a norepinefrina y esta es
excretada principalmente en forma de HVA, &cido 3,4-dihidroxifenilacético y una

fraccion muy reducida de la dosis administrada se excreta en forma inalterada.
SINTESIS DE DOPAMINA

La dopamina, la adrenalina, la noradrenalina son catecolaminas enddgenas, se
caracterizan por contener en su estructura quimica un grupo aromatico catecol o 3,4
hidroxifenilo unido a una cadena lateral etilamina. El proceso de sintesis de dichas
catecolaminas requiere la actividad de 4 enzimas, tirosina hidroxilasa,
dopadescarboxilasa, dopamina B-hidroxilasa, feniletanolamina- N-metiltransferasa,
sin embargo, para la sintesis de DA solo se necesitan las 2 primeras. Como se ilustra
en la figura 1, el primer paso consiste en la hidroxilacion del anillo fendlico del
aminoécido

L-tirosina por medio de la tirosina hidroxilasa (TH) dando origen a la
Ldihidroxifenilalanina (L-dopa). En el segundo paso la dopa-descarboxilasa realiza la
descarboxilacion de la L-dopa produciendo asi dopamina, este paso se lleva a cabo

en el citoplasma. (Fernandez, L. 2008)

Posteriormente se efectian reacciones que dan lugar a la sintesis de adrenalina y
noradrenalina las cuales se encuentran presentes en la imagen antes sefalada, pero

de las cuales no se hara mencion.
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CITOPLASMA VESIiCULA

HO. 0 HO. (4]
HO \\\OH
HN il __ S
2 Fenlletanol
Tirosina- N Dopa- HO Dopamlna amina-N-
hidroxilasa descarboxilasa B-hidroxilasa metiltransferasa
= Dopamina
OH
OH OH

L- Tirosina L- Dopa L- Noradrenalina L- Adrenalina

Figura 1. Sintesis de Dopamina, recuperada de Veldzquez, 2008, Farmacologia basicay
clinica, 18a. EDICION

METABOLISMO DE LA DOPAMINA

Posterior a la sintesis de DA en el citoplasma, esta se incorpora a vesiculas sinapticas
por medio de transportadores de monoaminas vesiculares, en donde se almacenan
concentraciones DA de aproximadamente 500 mM a través de una bomba ATP-H*
dependiente. Una vez alcanzada esta proxima concentracion, la DA es liberada de
las vesiculas sinapticas mediante la accion de canales de calcio sensibles a voltaje,
el cual promueve la fusion de las vesiculas sinapticas con la membrana neuronal que

resulta en la liberacion de DA+ al espacio sinaptico. (Fernandez, L. 2008)

La dopamina liberada se elimina del espacio sinaptico por un proceso de difusion
hacia el receptor postsinaptico, en donde el neurotransmisor es recapturado por
transportadores de DA (DAT), una proteina que estd presente en la membrana
plasmatica de neuronas dopaminérgicas en forma de dimero y que es dependiente
de Na*y CI (Kamal S., et al, 2020). Tras su recaptacion la dopamina es metabolizada
por accién de tres enzimas, monoaminooxidasa (MAO), presente en el interior de la
terminal nerviosa, aldehido-deshidrogenasa (ADH) y catecol-o-metiltransferasa
(COMT), estas enzimas tal como se muestra en la Figura 2, actian por medio de

procesos de oxidacidon y de desaminacion cuyos productos finales son acido
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dihidroxifenilacético (DOPAC) (Bahena, R., et al, 2000) y acido homovanilico (HV),
siendo este ultimo el metabolito mas abundante en el cerebro humano, lo que le
permite ser utilizado como indicador de la actividad dopaminérgica (Kamal S., et al,
2020).

HOIj\/NH2 HEC,O\[/TYOH
—. Ho” o)
HO COMT, MAO

Dopamina

Dopamina
MAO COMT
HO._~ _~2C A
5,4-Dihidroxifenil- 5-metoxi-4-hidroxi-
acetaldehido feniletilamina

|

He /O\/r\ ,f\T/OH
, | j
o~ ©

DOPAC HVA

Figura 2. Metabolismo de la Dopamina
Oxidacion de la Dopamina

La naturaleza inestable del anillo de catecol de la DA puede formar metabolitos
reactivos, debido a que puede ser oxidada a una molécula de quinona reactiva. Esta
oxidacion puede derivarse de diversas reacciones en las que participan diferentes
enzimas, también se produce de manera espontanea (Stokes, A., et al, 1999) y se ve
acelerada por la presencia de iones de metales de transicion como el manganeso o
el hierro (Shen, X. & Dryhurst, G., 1998).
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Formacién quinona.
Algunas de las enzimas implicadas en la oxidacion de la dopamina se mencionan a

continuacion y se ilustran en la Figura 3.

Tirosinasa. Esta enzima es la responsable de formar el pigmento melanina de la piel.
Se encarga de catalizar la hidroxilacion de tirosina a L- DOPA, la oxidacion de L-
DOPA a dopaquinona y la oxidacion de 5,6-dihidroxiindol dando como producto la
5,6indol-quinona en la via melanogénica. Ademéas de participar en la via

melanogénica, la tirosinasa también oxida DA a DA quinona.

La prostaglandina H sintasay otras actividades de peroxidasa. Se ha demostrado
gue la actividad de la enzima prostaglandina H sintasa produce la oxidacién de DA a
DA quinona a través de la actividad de la peroxidasa de la enzima, generando una

DA quinona deficiente de electrones como subproducto.

Peroxido de hidrogeno, lipoxigenasay la xantina oxidasa. También catalizan la
oxidacion de DA.

Debido a que diferentes enzimas catalizan la formacién de dopamina quinona se
propone que estos pueden en Ultima servir como dianas terapéuticas potenciales en

farmacoterapia (Stokes, A., et al, 1999).

Metales. Tanto el hierro (Il / 1lI) como el manganeso (Il) catalizan la auto oxidacion
del neurotransmisor dopamina (DA), ambos generan los radicales hidroxilo (HOe) vy
cisteiniltiilo (CyS.). El DA es oxidado por HO a especies de radicales semiquinona DA
gue reaccionan con CyS, para dar 5-S-cisteinildopamina (5-S-CyS-DA), 2-S-CyS-DA
y 6-S-CyS-DA. Esta 5-S-CyS-DA puede seguir oxidandose a causa de radicales HO,
formando una o-quinona que sufre una ciclacion intramolecular a una o-quinona
imina. Por lo tanto, si existe una concentracion elevada de metales de transicion en
el cerebro se veria reflejado en un aumento de la formacién de quinonay por lo tanto
se producirian grandes dafios macromoleculares y muerte celular. (Shen, X. &
Dryhurst, G., 1998)
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Figura 3. Oxidacién de dopamina catalizada por diferentes vias.

Analisis electroquimico

La electroquimica es una rama de la fisicoquimica que estudia las reacciones que se
llevan a cabo en la interfase formada entre un material conductor (un metal) y un
electrolito (especies quimicas con carga, que permiten la conduccion de corriente
eléctrica) (Gonzéalez, A. & Roman, L.); estudia los fenbmenos fisicos y quimicos
(transformacién entre la energia eléctrica y la energia quimica) de transferencia de
carga en la interfase electrodo-solucién. La transferencia de carga da lugar a
potenciales y / o corrientes que pueden medirse y relacionarse con la concentracion
del analito presente en la solucion que bafia el electrodo. (Borland L. & Michael AC,
2007).

Existen diferentes técnicas electroquimicas que se clasifican de acuerdo con la sefal

de excitacién que se suministra al electrodo de trabajo:

- Método amperométrico/voltamperométrico: Se aplica un potencial, dando
como resultado una corriente que sera la seial analitica.

- Método galvanostatico: Se aplica una corriente, dando como resultado un
potencial el cual sera la sefial analitica (Borland L. & Michael AC, 2007),
(Menosalina, 2004).

14



Voltamperometria diferencial de pulso

Una de las técnicas electroquimicas conocida y de la cual se abordara en este trabajo
es la Voltamperometria diferencial de pulso (DPV), la cual es una técnica que
proporciona sensibilidad y tanto selectividad como resolucion eficiente de diferentes
especies (Borland L. & Michael AC, 2007).

La DPV es una técnica que consiste en aplicar pulsos de potencial de amplitud en un
potencial de rampa lineal. Se elige un valor de potencial base en el que no hay
reaccion faradica y se aplica al electrodo. El potencial base aumenta entre pulsos con
incrementos iguales (Wang, P., et al, 2021). La corriente se mide inmediatamente
antes de la aplicacion del pulso y al final del pulso, y se registra la diferencia entre
ellos.

En la DPV, la sefial de excitacion consiste en una serie de pulsos a manera de
escalera en donde se determinan parametros tales como: amplitud de pulso, primer
ancho de pulso y segundo ancho de pulso en la respuesta de la sefial. Esta rampa de
potencial tiene las siguientes caracteristicas:

|. La aplicacion de un potencial constante durante un intervalo de tiempo
relativamente amplio (0.5 = < 4.0).

II. Después de este tiempo, se impone un nuevo pulso de potencial (10 < <

100) superior al anterior por un intervalo de tiempo muy pequefo (5< < 100).

[ll. Al término de este tiempo se regresa a un potencial superior al de inicio para
comenzar otro nuevo ciclo. (Baeza, A. & Garcia, A., 2010)

IV. Se eligen pardmetros 6ptimos para el experimento analitico de interés.

V. El area bajo la curva es proporcional a la concentracion del analito (Atkins, P. &

De Paula, J., 2008). Estas caracteristicas se ilustran en la Figura 4.
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Figura 4. a) Caracteristicas de la rampa de potencial, imagen tomada de Baeza, A. & Garcia,
A., 2010. b) Representacion de voltamperograma diferencial de pulso, imagen tomada de
Borland L. & Michael AC, 2007.

Algunas de las ventajas caracteristicas de este método y por las cuales se reconoce

como la técnica analitica mas usada son:

- Mayor sensibilidad, selectividad y mas rapida que la voltamperometria de
barrido lineal.

- Se pueden diferenciar picos individuales de sustancias con potenciales de
onda bajos.

- Los limites de detecciéon de DPV son dos o tres érdenes de magnitud mas bajos

que los de la voltamperometria clasica (107 a 10® M) (Gémez, S., et al, 2002).
Componentes de un sistema electroquimico

El sistema electroquimico consta de tres electrodos sumergidos en la disolucién que
contiene el analito y un electrolito no reactivo llamado electrolito de soporte, en la

Figura 5, se aprecia una representacion grafica de esta.

> Electrodo de trabajo: Su potencial se mantiene a un valor fijo o se hace variar
linealmente con el tiempo (voltametria lineal). Sobre este electrodo se produce

la oxidacion/reduccion del analito.
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> Electrodo de referencia: Su potencial permanece constante a lo largo del
experimento, se conecta al electrodo de trabajo y a un potenciometro que
controla el potencial aplicado al electrodo de trabajo. La resistencia eléctrica
que contiene este electrodo es muy grande (> 10%!), por lo que practicamente
no pasa corriente y se asegura que toda la corriente que proviene del
contraelectrodo pasa al electrodo de trabajo.

> Contraelectrodo: Hace pasar la corriente procedente del electrodo de trabajo

a través de la disolucion. (Skoog, A., et al, 2005)

ELECTRODO DE REFERENCIA
DE CALOMEL SATURADO POTENCIOSTATO
CELDA, l
ELECTROQUIMICA ‘
NaCl
3,5%
Lz
i A
ELECTRODO
AUXILIAR DE PLATINO

Celda electroquimica

ELECTRODO DE TRABAJO

Figura 5. Sistema electroquimico de tres electrodos, imagen tomada de
https://youtu.be/NHnecZC7aqgs

Comportamiento voltamperométrico de la dopamina

Como se muestra en la Figura 6, la oxidacion electroquimica de la dopamina se lleva
a cabo mediante un mecanismo llamado ECE, sefialando a E como una etapa
electroquimica y a C como una etapa quimica. En la Figura 7, se muestra el primer
paso de dicho mecanismo la dopamina se oxida a dopaquinona (pico a 1) v,
posteriormente se reduce en parte a dopamina (pico b 1). Parte de la dopaquinona
sufre una reaccion de ciclacién para formar dopaminecromo, este dopaminecromo se
reduce nuevamente para formar leucodopaminecromo (pico b 2). Finalmente, en el
segundo escaneo, se observa un pico a 2, el cual corresponde a la oxidacién de
leucodopaminecromo a dopaminecromo (Zablocka, 1., et al, 2018) (PorcelValenzuela,
M. 2016),
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Oxidacion electroquimica de la DA (Etapa E)
HO. NH, o NH,
D/\/ S D/\/
HO 0
A DAQ
Reacciones quimicas de la DA y DAQ (Etapa C)

PORES L

Dopammocromo

Reduccion electroquimica del dopaminocromo (Etapa E)

0, HO.
0 = SO0
o N HO N

Dopaminocromo Leucodopaminocromo

Figura 6. Mecanismo ECE de la dopamina.
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Figura 7. Voltamperograma del mecanismo ECE de dopamina
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Interaccién farmaco-ADN

Entre las diferentes funciones del ADN en las células una de las principales es
mantener y expresar correctamente la informacion genética. El dafio al ADN en las
células, por interacciones con una serie de agentes quimicos y fisicos que ocurren en
el medio ambiente, a menudo resulta en mutaciones que posteriormente pueden
conducir al desarrollo de cancer. El andlisis electroquimico del ADN ofrece una serie
de enfoques en la deteccidn de dafios en el ADN, asi como en la deteccion de agentes
gue dafian el ADN en el medio ambiente. (Fojta, 2002). De hecho, las propiedades
electroquimicas de los farmacos estan correlacionadas con su estructura 3D y su
actividad farmacoldgica, siendo Utiles para ayudar a comprender la respuesta

electroquimica. (Ravera Mauro., et al, 2007)
El dafio en el ADN se puede observar en un voltamperograma midiendo lo siguiente:

1. Los cambios en la respuesta voltamperométrica de DP de los biosensores
electroquimicos de ADN después de la incubacion durante diferentes periodos de

tiempo con el farmaco objetivo 0 compuesto peligroso

2. El cambio del potencial formal del farmaco electroactivo o compuesto peligroso

causado por la unién al ADN

3. La aparicion de nuevos picos anddicos asociados con componentes del ADN,
tales como nucleétidos, nucleésidos, bases libres de purina y productos de oxidacion

de bases de purina (De Oliveira., et al, 2018)
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5. OBJETIVOS
5.1 Objetivo general

Analizar los resultados electroquimicos experimentales sobre la evaluacion de la

interaccion de dopamina en el dafio oxidativo de Adenina y Guanina

5.2 Objetivos especificos

- Analizar los procesos electroquimicos de Adenina, Guanina y dopamina
- Analizar los resultados de la validacion del método analitico para la

cuantificacion de dopamina y adenina.

- Evaluar la interaccion de dopamina sobre los procesos 6xido-reduccion de las

bases puricas
6. HIPOTESIS

La interaccion de las bases puricas con DA provocara un dafio oxidativo en las bases
puricas, los cambios en la sefal de analitica (incremento/descenso, posicion del pico

de oxidacion) seran indicativos del dafio oxidativo.
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7. METODOLOGIA

Caracterizaciéon Electroquimica

e Sistema Electroquimico
A partir de todos los datos experimentales obtenidos previamente, se realizé el

analisis sobre los procesos electroquimicos y se identificaron los procesos redox de
adenina, guanina y DA.

e Solucion de Adenina, Guaninay Dopamina.

Las soluciones usadas se prepararon en concentracion 2x102 M. En el caso de
guanina, esta se disolvié con una solucién de HCI 0.1M debido a su insolubilidad con
el agua y en el caso de adenina, esta fue disuelta con una solucién de HCI 0.001M
con el fin de mantener la solucién acidificada y con ello evitar una degradacion

proxima.

Por otro lado, la dopamina se preparaba a la misma concentracion que las anteriores,
2x102 M, sin embargo, esta si era disuelta en agua y desgasificada realizando un
burbujeo de nitrégeno por 5 min, con el fin de eliminar las particulas de oxigeno
presentes en la solucion y con ello evitar su rapida oxidacion, ampliando la vida util de

la solucidn.

Estas soluciones fueron usadas como soluciones stock para preparar las diferentes

concentraciones usadas en el presente analisis.
Validacion del sistema
e Andlisis de las curvas de calibracion de Dopamina, Guaninay Adenina

Se analizaron las curvas de calibracién de DA, Guanina y adenina obtenidas por DPV
en un rango de concentraciones de 1.5X10° a 3.5X10°, con ello se determiné la

linealidad del sistema, el limite de deteccién y cuantificacion, asi como la exactitud.
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e Selectividad

A partir de los voltamperogramas obtenidos se compararon las sefiales analiticas de
dopamina, adenina y guanina con el fin de evaluar las posibles interferencias en el

ensayo.
e Linealidad

Para determinar la linealidad del sistema analitico se analizaron las curvas de
calibracion de DA, adenina y guanina, las cuales se habian realizado en un intervalo
de concentraciones lineal, en los que fueron probados 3 intervalos de concentracion
diferentes. Los parametros de regresion y el andlisis de varianza de la regresion seran
obtenidos del ajuste de los datos del area bajo la curva en funcion de la concentracion

de los analitos de interés.

e Limite de deteccion y cuantificacion

Los limites de deteccidn y cuantificacion fueron calculados a partir de los valores de
coeficientes y error tipico, que se obtuvieron a partir del analisis de varianza de la

regresion lineal, con base a la curva de calibracién de DA.

e Precision

La precision del sistema fue evaluada analizando el resultado de 6 soluciones a una
misma concentracion de dopamina, con lo cual se determiné la desviacion estandar

y el calculo del coeficiente de variacion (CV).

e Recobro y exactitud

Se analizaron y determinaron los niveles de recuperacion absoluta, en términos de
porcentaje de recobro analizando el resultado de 3 réplicas de muestras de DA,

adenina y guanina a tres diferentes concentraciones. La exactitud del sistema se
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evalu6é con los resultados de los porcentajes de recobro, calculando promedio,

desviacion estandar y con ello el intervalo de confianza (IC).

Evaluacion de lainteraccion de dopamina sobre los procesos 6xido-reduccién

de las bases puricas

Se evalué la interaccion de Dopamina con las bases puricas, analizando el resultado
de diversas adiciones continuas de una solucion de dopamina de concentracion
2x10 2 M a una solucién de guanina. Ademas, se analiz6 el resultado de la interaccion
de diversas adiciones tanto de dopamina como de adenina ambas a partir de una
soluciéon de concentracion 2x102 M.

Se analizaron los desplazamientos (potencial de oxidacion), la respuesta analitica

(corriente) de la dopamina y las bases puricas.

Interaccion Dopamina Y Guanina Aplicando E=0.5 V

Se analizo la interaccion de dopamina y guanina, tal como se muestra en la Figura 3,
tras aplicar un Eox =0.5 V a una solucion de incubacion que contenia dopamina y

guanina a una concentracion de 5x10M, durante 60,180 y 420s.

8. Objetivos y metas alcanzadas

Tras el analisis de los resultados obtenidos en la validacién se puede manifestar que
el método ejecutado fue el adecuado para evaluar los procesos electroquimicos de
Adenina, Guanina y dopamina.

Ademas, se pudo demostrar que la interaccion de las bases puricas con la dopamina
no provoco un dafo oxidativo en las bases puricas, ya que no se observd cambios en
la sefal analitica visualizados en un incremento/descenso del pico o la posicion del
pico de oxidacion, los cuales como se menciond anteriormente son indicativos de

dano oxidativo.
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9. RESULTADOS Y DISCUSION
9.1. Selectividad

Para el estudio de la interaccione entre dopamina, guanina y adenina, fue necesario
conocer el comportamiento de las especies de forma individual Figura 9, la
caracterizacion de cada especie se realiz6 a través de la posicion del pico asociado
con el potencial de oxidacién (Ea), de tal forma que la Dopamina presenta el pico de
oxidacién a Eai= 0.29V, la Guanina se presenta a Ea=0.78mV , mientras que la
Adenina se oxida en Ea=1.1mV. Cabe sefalar, que no se observa ninguna
interferencia entre las especies, de tal forma que la resolucién entre los picos de la

dopamina y la guanina es mayor a 0.5V, la separacion entre la dopamina y la adenina
es de 0.7V.
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Figura 9. Voltamperogramas de A. Buffer acetatos pH4, B. Dopamina, C. Adenina y D.
Guanina.
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9.2. Linealidad, limite de deteccion y cuantificacion

En la figura 10 se presentan los voltamperogramas correspondientes a dopamina,
adeninay guanina, en los cuales, al relacionar las corrientes y potenciales de 5 niveles
de concentracion, estos muestran una respuesta proporcional a ella, en
consecuencia, los valores de ABC calculados dardn una respuesta lineal como se
observa en la figura IX y un coeficiente de correlacion igual o mayor a 0.98 tanto para
dopamina, guanina y adenina. Dichos valores se encuentran en un parametro
aceptable, ya que el coeficiente de correlacion de la regresion lineal debe encontrarse

entre 0.98 y 1.00 en métodos analiticos.
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Figura 10. Voltamperogramas de A. dopamina, B. adenina y C. guanina a 5 niveles de
concentracion 1.5x10°, 2.0x10°, 2.5x10°, 3.0x10° y 3.5x10° en solucién amortiguadora de

acetatos 0.1 M a pH 4 y NaCl 0.01 M como electrolito soporte.
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9.3. Precision

En la tabla | se muestran las ABC de 6 muestras de dopamina a una concentracion
de 7.5x10®, con las cuales se calcul6 un porcentaje de coeficiente de variacion
(2.3246) el cual estd dentro de lo establecido y con ello podemos observar que la
metodologia empleada fue precisa y por ende puede ser tomada para futuros estudios

electroquimicos.

Tabla I. Precision del método para Dopamina concentracion intermedia (7. 5x10°)

Muestra Area
1 80.280
2 75.978
3 76.824
4 75.852
5 76.428
6 75.348
Promedio: 76.785
Desv. Estandar: 1.7850
Cv: 2.3246

9.4. Recobro y exactitud

Los resultados de porcentaje de recobro a los tres niveles de concentracion se
presentan en la Tabla Il. Se encontr6 un recobro absoluto de 98.2346% con CV < 3%

por lo que se considera repetible y con recobros aceptables.

En la tabla Il se muestran los valores de IC 90.88 - 105.58 y 95.92 - 102.08 para
dopaminay adenina respectivamente con los que se evaluara la exactitud del método,

dichos valores cumplen con los parametros establecidos (90 - 110%).
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Tabla Il. Recobro y exactitud del sistema electroquimico en el estudio de dopamina y

adenina

DOPAMINA ADENINA

Concentracién  1.5x10” 2.5x10” 3.5x10” 1.5x10” 2.5x10” 3.5x10"

Recobro Absoluto
92.16 105.82 96.64 100.64 95.61 100.74

% (n=3)

Promedio 98.23 99
Desv. Estandar 7 2.93
Coeficiente de

L 0.0713 0.0296

variacion
i 105.58 102.08
90.88 95.92

9.5. Interaccion de dopamina con las bases puricas del ADN.

En la Figura 11 se muestra el comportamiento de la adenina y guanina al interaccionar
con la dopamina, en la figura A. Tras la preparacién de una solucion de dopaminay
adenina a diferentes concentraciones, se puede observar que no existe interaccion
alguna entre estas ya que la concentracion de ambas aumenta gradualmente pero no
se presenta un cambio en el potencial, manteniendo un potencial de E=0.79V y 0.29V
para guanina y dopamina respectivamente, por lo que se infiere que la dopamina no
provoca alteraciones a nivel molecular en dicha base. Por otro lado, en la figura B. se
analizé una solucion en donde se realiz6 un aumento gradual de la concentracion de
dopamina, pero la concentracion de guanina se mantuvo constante, en este grafico al
igual que el anterior podemos observar la afectacion nula en la molécula de guanina
a causa de la dopamina, al no observarse un cambio en el potencial y/o corriente de
esta ya que presentan un potencial estable de E=1.10V y E=0.29V para adenina y

dopamina respectivamente.
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Figura 11. Interaccion de A. Dopamina-Adenina y B. Dopamina-Guanina en solucion
amortiguadora de acetatos 0.1 M a pH 4 y NaCl 0.01 M como electrolito soporte.
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9.6 Interaccion Dopamina Y Guanina Aplicando E=0.5

Como se ha mencionado la Dopamina al ser oxidada puede producir
dopaminoquinona, las especies asociadas con este grupo funcional, usualmente se
presentan a potenciales mayores, por lo que se espera que las especies oxidadas de

dopamina se registren en potenciales superiores a la sefial de esta.

Como un primer paso en el estudio de la interaccion de dopamina-guanina, fue
necesario conocer el comportamiento de la dopamina en funcién del potencial de
oxidacion aplicado y del tiempo, como es usual, se propuso un potencial mayor al Eal

= 0.29V para favorecer la oxidacién de la dopamina, por lo que se eligio Eox=0.5V.

Las mediciones donde se propicio la oxidacion de la dopamina aplicando Eox=0.5V,
aplicando el potencial en periodos de tiempo de 0 a 420s. La seleccion del tiempo se

realizé en funcion de la senal analitica, tomando como criterio la variacion de esta.

Con los resultados obtenidos se encontré que cuando se aplica el potencial Ea=0.5V:
la sefial tipica de la dopamina Eal= 0.29 V, disminuyo en 28% respecto a la inicial y
presento un desplazamiento en el Ea de pico, aunado a ello se observa la aparicion de
2 nuevas sefiales una en Ea2= 0.059 y Ea3=0.96V, lo cual podria deberse a la
presencia de un derivado de dopamina producto de la oxidacién de la especie. Tanto
la corriente de la especie derivada Dopamina en Eal como en Ea3 presentaron un
incremento en la sefial analitica en funcion del tiempo de aplicacion del potencial de
oxidacion. En la figura 12A, se presenta la comparacion de los voltamperogramas de
dopamina y las especies derivadas de la oxidacién de esta al aplicar el Eox 0.5V por

un periodo de t=420s.
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Figura 12. DPV de soluciones leidas por separado de dopamina 5E-4 M y sus especies derivadas de la
aplicacion del potencial de oxidacion Eox =0.5 durante 420s, en solucién amortiguadora de acetatos 0.1
M a pH 4 y NaCl 0.01 M como electrolito soporte.

Como se puede observar en la Figura 12B, la aplicacién del potencial de oxidacion
produce las especies de derivadas de dopamina en los primeros minutos, posterior a
180s la sefial analitica para todas las especies permanece sin cambios significativos,
por lo que se decidié que para el estudio de la interaccidon entre la Dopamina y la
guanina se aplicaria un tiempo de 420s, lo que permitiria generar las especies de

oxidacion de la dopamina.

La guanina se sometié a la aplicacién de potencial de Eox =0.5 V durante 450s, se
encontré que la sefal correspondiente a su oxidacion (Eox = 0.78 V) no tuvo ningdn

cambio significativo en la intensidad ni en la posicion de la sefial.

Para analizar la interaccion de la dopamina y guanina, Figura 13, se realizé una
solucion de incubacion que contenia dopamina 5E-4M y guanina 5E-5M, a esta
solucién se aplicO Eox =0.5 V durante 60, 180, y 420s. Los estudios preliminares
mostraron que la interaccion entre la dopamina y la guanina y se observé que las
sefales voltamperométricas sufrieron un desplazamiento hacia potenciales mayores y
una disminucién en la corriente respecto a la sefial base de ambas especies. Ademas,
es de resaltar que cuando se compara la sefal obtenida de la DA sometida a al Eox
=0.5 V, esta sefal presenta una corriente menor respecto a la obtenida con la

interaccién, esto puede deberse a que en el potencial de 0.4 V, suele presentarse la
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especies de oxidacion de la guanina, las cuales usualmente son asociadas con
biomarcadores de estrés oxidativo.
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Figura 13. DPV de soluciones individuales de DA 5E-4 M y G5E-5 M (linea continua), soluciones
incubadas para la interaccion de G 5E-5 M y de DA 5E-4 M y sus especies derivadas de la aplicacién
del potencial de oxidacién Eox =0.5 durante 60 (...) y 420s (- - -), en solucién amortiguadora de acetatos
0.1 M apH 4y NacCl 0.01 M como electrolito soporte.
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10. CONCLUSION

Al estudiar el potencial de oxidacion de las bases puricas del ADN, cada una en una
solucién con dopamina, se observé que no se produce ningun dafio oxidativo en
ninguna de las moléculas de las bases nitrogenadas ya que como se muestra en las
figuras antes sefialadas no se genera un cambio de potencial y/o corriente en la sefal
de estas. Sin embargo, fue posible detectar la interaccion de la dopamina y guanina
con esta técnica electroquimica a partir del comportamiento voltamperométrico,
donde los desplazamientos de las sefiales se relacionan con la interaccidon de estas
especies, un incremento en la sefial alrededor de E=0.4, sugiere la presencia de
especies asociadas con biomarcadores de estrés oxidativo, de tal forma que se
evidencia que los productos de oxidacion de la DA puede dafar a la base purica

guanina.
11. RECOMENDACIONES

Al encontrar que existe una interaccion entre dopamina-guanina, y ya que se encontro
gue la metodologia usada es idonea para esta investigacion, se invita a los alumnos
de UAM-X a seguir con la investigacion para obtener una respuesta sobre el posible
dafio del metabolito dopaminoquinona en adenina y de qué manera puede ser

afectado, respaldando y sumando asi investigaciones a esta investigacion.

Para evaluar si las especies asociadas con biomarcadores de estrés oxidativo
presentan una interaccion con las bases puricas del ADN, se recomienda la activacion
electroquimica in situ de la dopamina (formando dopaminoquinona), y la subsecuente
deteccion de la interaccion de estos compuestos con el ADN mediante técnicas

electroquimicas.
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