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RESUMEN

El comportamiento electroquimico de la
dependencia de la oxidacion de la dopamina (DA)
con el pH fue estudiado usando un electrodo de carbon
vitreo modificado electroquimicamente (CVMEQ) en
medio acido, usando la técnica de voltamperometria
ciclica (VC) variando la velocidad de barrido de
potencial. Se encontré que el potencial redox de la DA
!( — lEp oxid +Ep red J\:
| " redox 2

~ / es inversamente proporcional
al pH, lo cual indica que la DA sufre un proceso
de deprotonacion. A medida que aumenta el pH, la
reaccion electroquimica de oxidacion de la DA se va
haciendo mas reversible. Sin embargo a valores de
pH > 6 el producto de la oxidacion electroquimica de
la DA, la dopaminoquinona (DAQ) experimenta una
reaccion de adicion de Michael la cual consiste en una
reaccion de ciclizacion que da origen a la formacion de
dopaminocromo. Este proceso puede ser confirmado
por VC a velocidades de barrido < 50 mV s-1.
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ABSTRACT

The electrochemical behavior of the dependence
of Dopamine (DA) oxidation upon pH variation has
been studied atan electrochemically modified glassy
carbon (GCEQM) in acidic medium, using cyclic
voltammetry, at different potential sweep rates. The
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DA redox potential * 7 was
found to be inversely proportional to pH values,
indicating that DA deprotonates. As pH increases,
the electrooxidation of DA becomes more reversible.
However at pH > 6, the species produced in this
reaction, the dopaminoquinone (DAQ) undergoes
an addition reaction Michaelis, which consists of
a reaction of cyclization that leads to formation of
dopaminochrome. This can be confirmed by VC at

potential sweep rates < 50 mV s71.
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INTRODUCCION

La dopamina es el neurotransmisor catecola-
minérgico mas importante del Sistema Nervioso
Central (SNC) de los mamiferos y participa en la
regulacion de diversas funciones como la conducta
motora, la emotividad y la afectividad asi como en
la comunicacion neuroendocrina. La variaciéon en
la concentracion de este neurotransmisor en ciertas
regiones del cerebro puede dar origen a una variedad
de enfermedades, tales como, la enfermedad de
Parkinson [1], esquizofrenia [2] y epilepsia [3]. En
pacientes portadores de la enfermedad de Parkinson
[1], existe una disminucidén importante en el contenido
de dopamina en el cuerpo estriado (nucleo caudado y
putamen). Actualmente se considera que los efectos
de la transmision dopaminérgica sobre los comandos
motores pueden reflejar acciones combinadas de la
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dopamina en el neuroestriado, en la sustancia negra
reticulada y en el nucleo subtaldmico [4-6]. La
esquizofrenia se cree que podria estar relacionada
con alteraciones especificas de la transmision
dopaminérgica [2]. Mientras que la epilepsia, en base a
diversas observaciones clinicas, podria ser un sindrome
de hipoactividad dopaminérgica, con disminucion de
la transmision mesolimbica en particular [3].

El desarrollo de métodos analiticos que puedan
ser implementados en la deteccion y cuantificacion
de DA en el analisis clinico de muestras provenientes
de diferente regiones del cerebro, permitira no
solo avanzar en la comprension de la funcidén de
los sistemas dopaminérgicos, sino también disefiar
nuevas estrategias farmacologicas que incidan en la
terapéutica de los diferentes procesos patoldgicos que
son causados por la pérdida o disminucién de este
neurotransmisor.

La DA se oxida facilmente en un intervalo
de potencial donde el medio electrolitico no
se descompone. Sin embargo la determinacion
electroquimica de DA es complicada debido a la
interferencia de varias sustancias electroactivas
que pueden estar presentes con la DA en el medio
de reaccion [7]. Ademads, la capacidad buffer del
medio electrolitico puede afectar el comportamiento
electroquimico de la DA [8].

En el liquido extracelular del sistema nervioso
central, el nivel de concentracion de DA es tres ordenes
de magnitud menor que la de 4cido ascorbico (AA)
y ademas el AA se oxida a potenciales cercanos al
propio potencial de oxidaciéon de la DA [7,9]. Por
otro lado el comportamiento electroquimico de la DA
y del AA depende de la concentracion de la solucion
reguladora de pH utilizada como medio electrolitico
cuando esta concentracion no es lo suficiente alta para
neutralizar los protones producidos en la oxidacion
electroquimica de dichas sustancias [8]. En diversos
trabajos publicados utilizan un determinado electrodo
modificado electroquimicamente para separar las
seflales de oxidacion de la DA y del AA [10-12]. El
tratamiento electroquimico de electrodos de carbon
vitreo a través de la aplicacion de programas de
potenciales de oxidacion conduce a la formacion de
grupos funcionales sobre la superficie del mismo. Este
tipo de modificacion ha permitido la determinacion de
sustancias de interés biologico [11] y la determinacioén
simultanea de DA, AA y acido urico (AU) [12]. Otro
tipo de modificacion consiste en aplicar un potencial
lo suficientemente positivo > +1,5 V durante un
tiempo determinado a un electrodo de grafito pirolitico
en presencia de DA en buffer fosfato a pH > 6 para
inducir la formacion de una pelicula de melanina

sobre la superficie electrddica de carbdn vitreo,
a través de una reaccion de polimerizacidon entre
compuestos (entre ellos el dopaminocromo) que se
originan como consecuencia de reacciones quimicas
y electroquimicas que experimenta el producto de
la oxidacion electroquimica de la DA, la dopamino-
quinona (DAQ) en presencia de iones hidrogeno
fosfato (HPO42). Esta modificacién electroquimica
permitié la determinacion simultdnea de DA, AA 'y
AU [13].

Otros investigadores por el contrario hacen
uso de la sefial de reduccidn electroquimica del
dopamino-cromo, producto que se forma por la
actividad enzimatica de la enzima tirosinasa sobre la
oxidacion de la DA para la determinacion indirecta
de dicha sustancia a potenciales menos positivos a los
potenciales de oxidacion de los interferentes como el
AA[14,15].

En algunos trabajos relacionados con la oxidacion
electroquimica de la DA, se pudo observar que
en soluciones buffer pH > 6, dependiendo de la
concentracion del buffer [8] o del sensor electroquimico
utilizado [13-15] o del tipo de celda utilizada [16],
aparece una sefial de reduccién electroquimica
cerca de -0,2 V, correspondiente a la reduccién de
dopaminocromo, mientras que a pH < 6 la formacién
de este compuesto no se detecta.

En este trabajo se estudia el comportamiento
electroquimico de la oxidacion de la DA con el pH del
medio electrolitico y con la velocidad de barrido por
VC utilizando un electrodo de CVEQ con la finalidad
de analizar las condiciones bajo las cuales la formacion
de dopaminocromo es posible o no y su efecto sobre
el proceso redox de la DA

MATERIAL Y METODOS

Los experimentos por VC se realizaron utilizando
una celda de vidrio de un compartimiento y tres
electrodos. Un electrodo de Ag/AgCl (sat) fue utilizado
como electrodo de referencia y un alambre de platino
como electrodo secundario. Como electrodo de trabajo
se utilizo un disco (d = 3mm) de carbdn vitreo (CV)
modificado electroquimicamente (CVMEQ). El
electrodo de CV fue pulido con diferentes grados de
alimina (0,3 y 0,05 pm) provenientes de la Buehler
usando agua desionizada como lubricante. Posterior
a dicha limpieza mecénica, el electrodo de CV fue
modificado electroquimicamente por VC en una
soluciéon 0,1M de acido perclorico (HCIOy) aplicando
un determinado nimero de ciclos consecutivos en una
ventana de potencial entre 0y 1,8 V.

Los experimentos de VC se realizaron utilizando
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un potenciostato/galvanostato Autolab PGSTAT12.
Todo el material de vidrio fue lavado inicialmente
con detergente y abundante agua desionizada. Los
reactivos fueron de grado analitico y utilizados sin
ningun tratamiento adicional de purificacion.

RESULTADOS

Las figuras | y 2 muestran la respuesta electroquimica
de los electrodos de CV y CVMEQ en soluciéon
reguladora acético/acetato pH 4,3 (Fig. 1) y en solucion
reguladora acético/acetato pH 4,3 + 1x103 M de iones
ferrocianuro (Fe(CN)g]™#), Fig. 2A y 2B.

En la figura 3 se pueden observar las estructuras
de las especies predominantes de la DA en diferentes
intervalos de pH de acuerdo a resultados reportados por
Menolasina y col (2009) [14].

El comportamiento electroquimico de la DA (1x10#
M) con el electrodo modificado CVMEQ a diferentes
valores de pH utilizando como medios electroliticos
soluciones reguladoras de acido acético/acetato (pH =
3,6; 4,1; 4,6; 5,8; 6,1 y 6,7) y fosfato (pH = 7,1) esta
ilustrado en las figuras 4A y 4B.

En la figura 5, se muestra la reaccion de oxidacion
electroquimica de la DA.

El comportamiento electroquimico del pico de oxidacion
de la DA y de los picos de reduccion de la DQA y
dopaminocromo a pH > 6 se muestra en las figuras 6A 'y 6B.

En la figura 7, se muestran la reacciones que
experimenta la DAQ a pH > 6.

En las figuras 6 y 7, se muestran el comportamiento
electroquimico de la DAy de las especies electroactivas que
se originan a pH 6,7 en funcion de las velocidad de barrido.

DISCUSION

El electrodo CVMEQ presenta una mayor area activa
con respecto al electrodo de CV sin modificar (Fig. 1 y 2).
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Fig. 1. Respuesta electroquimica en solucion reguladora acido
acético/acetato pH 4,3 2 0,2 V s de los electrodos sin modificar
(CV) y modificado electroquimicamente (CVMEQ).
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Fig. 2. Respuesta de la oxidacion electroquimica del ion ferrocianuro
(F e(CN)ﬁ]"‘) en solucion reguladora 4cido acético/acetato pH 4,3
a 0,2 Vs': A) con el electrodo de carbon vitreo sin modificacion
electroquimica; B) con el electrodo CVMEQ.

El Factor de Rugosidad (FR) y el area real (ARear)
de estos electrodos fueron determinados a partir de las
ecuaciones 1y 2:

1
FR = - pa(exp] (1)

pa(reérico ]

‘élRemI = F RXAGeomérrfca (2)

Donde 7, cypy es el valor de corriente del pico
de oxidacion del i6n [Fe(CN)g]™ que se obtiene al
sustraer de la corriente del pico de oxidacion de i6n, la
corriente de fondo obtenida con el mismo electrodo en
solucién blanco (solucion reguladora acético/acetato
pH 4,3) a partir de los datos en las figuras 2Ay 2B e
Ipa(tesrico) €8 la corriente que se calcula a partir de la
ecuacion de Randles-Sevcik:

= (2.69x10° )n*2 D" 24 3)

L pa(tedrico
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Donde 7 es el nimero de electrones transferidos,
D es el coeficiente de difusion del i6n [Fe(CN)g]™#
(7,6x106 cm?2s71), v es la velocidad de barrido (0,2
Vs1), 4 es el area geométrica del electrodo de CV
sin modificar (0,2376 cm?) y C es la concentracion
de [Fe(CN)g]™ (1x1073 M).

De las figuras 2A y 2B se tiene que los valores
experimentales de /,,, son 9x1073A para el electrodo
sin modificar y 10x10-3A para el electrodo EQMEQ.
De la ecuacion (1), Ipa(tedrico) es igual a 7,87x10
A. Por lo tanto los FR del electrodo sin modificar y el
electrodo CVMEQ son 1,14 y 1,27 respectivamente y
las areas reales de dichos electrodos fueron de 0,2708
cm? para el electrodo sin modificar y 0,3019 cm? para
el electrodo CVMEQ. Estos resultados muestran que
la superficie del electrodo CVMEQ es mas rugosa que
la del electrodo sin modificar.

pHde0a®

pH de 10,5 a 12

pH >12

HO. /
\Q/\ pH de 9 2 10,5

Fig. 3. Estructuras quimicas de la Dopamina presentes a diferentes pH.

En los voltamperogramas representados en la
figura 4A se observa un descenso en los potenciales
de pico de la pareja DA/DAQ al aumentar el pH
de 3,6 a 7,1. Este comportamiento es atribuido
a la generacion de iones hidrdégeno durante la
reaccion de oxidacion de la DA (Fig. 5). Por ello,
un aumento del pH de la disolucién favorece la
oxidacién de la DA y como consecuencia, los
potenciales disminuyen. Esto se corrobora al
observar que AEp (Epoxid — Epred) disminuye a
medida que se incrementa el pH haciéndose mas
reversible el proceso redox de la DA. A partir de
los datos obtenidos de la figura 4A se construyo

' +Ep \I

l — lEp oxid red |

. redox 2 |
un grafico de - / vs. pH,

observandose un comportamiento inversamente
proporcional del E;eqox con el pH (figura 4B).
La relacion entre el E;eqox ¥ €l pH cumple con la
ecuacion lineal: E;¢qox= 0,587 —0,0544pH.
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Fig. 4. A) Familia de voltamperogramas ciclicos de DA 1x10* M
en solucion reguladora a diferentes pH, con el electrodo CVMEQ,
v=0,2 Vs, B) Vrepox Vs PH, a partir de los datos en figura 4A.

Reaccion electrogquimica

Dopamina Dopaminoquinona

Fig. 5. Oxidacion electroquimica de la Dopamina.

De la figura 6A se puede observar que, a medida
que se aumenta el pH, por encima de 6, comienza a
desarrollarse un pico de reducciéon a -0,2 V (pico 3),
el cual es atribuido a la reaccion de reduccion del
dopaminocromo que se origina bajo esas condiciones
de pH. A medida que se incrementa el pH, la carga
parcial positiva de la molécula DA comienza a
disminuir debido al proceso de desprotonacion que
comienza a experimentar la molécula. A pH > 6, el
grupo amino de la molécula DAQ (producto de la
oxidacién electroquimica de la DA) se desprotona
experimentando una reaccion de adicién 1,4 de
Michael, la cual resulta en una reaccion de ciclizacion
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que da origen a la formacion de dopaminocromo (Fig.
7). Da Silvaet.al [13] consideraron que la reaccion
de ciclizacion es favorecida por las especies fosfatos
presentes en la solucion buffer utilizada como medio
electrolitico. En el presente trabajo se utilizaron
diferentes soluciones buffer (4cido acético/acetato y
fosfato) y con ambas se observé que al incrementarse
el pH por encima de 6,1, el pico de la reduccion
de dopaminocromo comienza a aparecer, lo que
es indicativo de que una reaccidon quimica ocurre
indistintamente del tipo de anion presente en el medio
electrolitico cuando el pH > 6, la cual se origina
posiblemente como consecuencia de la desprotonacion
del grupo amino de la DAQ. A medida que aumenta
el pH la desprotonacion de la DQA se ve favorecida
produciéndose una reaccidén de ciclizacion que da
origen al dopaminocromo, por ende se observa una
disminucion del pico de reduccion de la DAQ (Fig.
6A, pico 2 y Fig. 6B, asi como, un incremento del
pico de reduccién del dopaminocromo (Fig. 6A, pico
3 y Fig. 6B). Observandose también que el potencial
de reduccion del dopaminocromo varia con el pH del
medio electrolitico.

Conociendo que a pH > 6 ocurre la reaccion quimica
de ciclizacion como consecuencia de la desprotonacion
del grupo amino del producto de la DAQ), se investigd
el comportamiento electroquimico de la oxidacion
de la DA con la velocidad de barrido a pH 6,7. Las
figuras 8A y 8B muestran dicho comportamiento en
dos intervalos de velocidad de barrido. Se observa que
en el intervalo de velocidades de barrido comprendido
entre 0,005 20,2 Vs!, se va definiendo un picoa-0,2V,
el cual es atribuido a la reduccion del dopaminocromo
mientras que el potencial de reduccién de la DAQ
(Ep(b@a)) disminuye. En el intervalo de velocidades
de barrido comprendido entre 0,2 y 1 Vs! (Fig. 8B),
el potencial de pico de la oxidacion de DA (Epox(pa))
aumenta con la velocidad de barrido y el potencial de
pico de reduccion de la DAQ (Epred(paq)) disminuye,
no aprecidndose claramente el comportamiento del
pico de reducciéon del dopaminocromo.
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Fig. 6. Comportamiento electroquimico del pico de reduccion
de DAQ y del dopaminocromo en una solucion reguladora + DA
1x10* M variando el pH entre 6,1 hasta 8,1 utilizando el electrodo
CVMEQ.v=02Vsl

0\ -2 ©
/\\/| m +2H Y 2 m
DAQ Leucodopaminocromo Dopaminocromo

Fig. 7. Reacciones que experimenta la Dopaminoquinona (DAQ)
apH>6.

La figura 9A muestra el comportamiento del
cociente de la corriente de pico de reduccion de la
DAQ (Ipred(pa@)) con la ralz cuadrada de la velocidad
de barrido (Ipred(DAQ)/V vs. Velocidad de barrido
(v)). Se observa que Ipred(DAQ) [v72 dlsmlnuye
rapidamente cuando v aumenta desde 0.00520,05 Vs'!
y luego su decaimiento se hace mas lento a valores de
v> 0,05 v s, lo cual es indicativo de que el proceso
de reduccion de la DAQ esta acoplado a una reaccion
quimica. La figura 9B muestra que la relacion entre
la corriente de pico de reduccion del dopaminocromo
y la corriente de reduccion de la DAQ (Ipgopamicromo/
Ipred(paQ)) decrece rapidamente entre 0,005 y 0,05
Vsl y luego su decaimiento se hace lento cuando v >
0,05 Vs,

8,0x10
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4,0x10°1 -

= 20x10°{
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Fig. 8. Voltamperogramas de la DA (1x10™* M) a diferentes
velocidades de barrido de potencial en solucion reguladora acido
acético/acetato pH 6,7 sobre electrodo CVMEQ.
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utilizando el electrodo CVMEQ.

CONCLUSIONES

El Eredox de la DA sigue un comportamiento

lineal con el pH del medio electrolitico a través de la
ecuacion: E . qox= 0,587 -0,0544pH, la cual demuestra
que el proceso general de la oxidacion de la DA es
dependiente de la concentracion de iones hidrogenos
y que la transferencia electrénica va acompafiada por

la transferencia de igual numero de iones hidrogenos
. 0,059m

de acuerdo a la ecuacién de Nernst (=~ "~ n ),
donde m es el nimero de iones hidrogenos transferidos
y n es el nimero de electrones involucrados en la
oxidacion electroquimica de la DA.

A valores de pH > 6 el proceso redox de la DA se
ve afectado por reacciones que se desarrollan con el
producto de su oxidacion (DAQ), el cual se desprotona
experimentando una reaccion de adicion de 1,4 de
Michael resultando en una reaccion de ciclizacion que
da origen a la formacion de dopaminocromo.

El proceso de transferencia electronica de la
reduccion de la DAQ esta acoplado a una reaccion
quimica la cual es favorecida a valores de pH > 6.
Estos procesos pueden ser observados por VC en
el intervalo de velocidades de barrido de 0,005 a 1
Vsl
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