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RESUMEN

La dopamina es un neurotransmisor del sistema nervioso central, y su cuantificacién usualmente se lleva a cabo por
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién (CLAR) con detector amperométrico, empleando como electrodo de trabajo
carbon vitreo. Sin embargo, es necesario modificar el electrodo para evitar la pasivacion del material. En este contexto,
presentamos la sintesis y caracterizacién de compositos formados a base de nanoparticulas de Ir, Os, Pd, Pt, Rh y Ru,
confinadas dentro de dendrimeros de poliamidoamina generacion 4.0 con 64 grupos hidroxilo periféricos, los cuales
fueron inmovilizados en un electrodo de carbén vitreo que forma parte del detector amperométrico de un CLAR. Estos
electrodos modificados fueron posteriormente evaluados en términos de su aplicacion en la deteccion electroquimica de
dopamina presente en muestras reales sin pre-tratamiento, via oxidacion electro-catalitica.

1. INTRODUCCION

La dopamina (DA) es un neurotransmisor que juega
un papel importante en el funcionamiento del
sistema nervioso central, asi como en el sistema
cardiovascular, renal y hormonal [1]. De ahi que la
cuantificacion analitica de la DA ha sido muy
estudiada en muestras de orina por electroforesis
capilar con deteccién luminiscente [2] y por
deteccion electroquimica a partir de muestras
microdializadas [3]. Sin embargo, este tipo de
determinaciones requiere de un pre-tratamiento de
muestra, con el fin de eliminar problemas de matriz,
los cuales pueden interferir en la determinacion y en
los limites de deteccion del compuesto en muestras
bioldgicas.

Ademas, la deteccion y el monitoreo de la DA por
técnicas electroquimicas usando electrodos de
carbén son importantes en neuroquimica [4], en
donde los métodos de pre-concentracion en
interfases electrodo-solucion son muy utilizados con
el fin de incrementar la sensibilidad analitica en los
protocolos de deteccidén amperométrica [5]. En este
contexto, se ha reportado el uso de electrodos
modificados con monocapas de dendrimeros de
poliamidoamina (PAMAM), los que interaccionan
especificamente con moléculas organicas para
disminuir limites de deteccion [6].
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Asimismo, se ha reportado la deteccion
amperométrica de la DA en muestras de sangre de
cerebro de rata in situ, las cuales previamente
fueron pre-tratadas con microdialisis para
posteriormente ser separados los
neurotransmisores y metabolitos por cromatografia
de liquidos de alta resolucion (CLAR), la que utiliza
un detector amperométrico de multicanales con la
finalidad de estudiar el estado depresivo de la rata y
equipararlo con el mostrado por el ser humano.

De esta manera, se propuso la aplicacién de los
electrodos de carbdén vitreo modificados con
compositos de dendrimeros PAMAM G4.0-OH y
nanoparticulas metalicas del grupo del platino, con
el fin de usarlos en un detector electroquimico
acoplado a un detector espectrofotométrico en un
cromatografo de liquidos de alta resolucién. De esta
manera se senso la dopamina en muestras reales
de orina sin pre-tratamiento con la técnica de
adicion de estandar.

2. METODOLOGIA

2.1. Materiales y reactivos.

Se emplearon dendrimeros PAMAM™ G4.0 con 64
grupos hidroxilo terminales obtenidos con alta
pureza de la marca Aldrich, y usados sin previa
purificacion. El NaBH, y H,SO, fueron obtenidos de
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la marca J.T. Baker. Las sales de (NH,);lrClgexH,0,
OsClzexH,0, (NH4)2PdC|4, KoPtCly,
(NH4)3RhC|6.XH20 Yy KzRUCls.XHzo fueron
obtenidas de la marca Strem Chemicals. El agua
deionizada empleada tenia calidad mili-Q (p > 18
MQ-cm™).

La celda electroquimica usada era de BAS con 10
mL de capacidad, teniendo como electrodo de
referencia un electrodo de Ag/AgCl NaCl 3M de la
misma marca. El electrodo auxiliar empleado
durante las pruebas de Voltamperometria Ciclica
(VC) fue de alambre de Pt, y para la deteccion
amperométrica con el cromatégrafo se empled
acero inoxidable, ambos electrodos eran de la
marca BAS.

Como electrodo de trabajo, se empleé un
microelectrodo de carbdn vitreo (CV), con area de
0.07 cm? para la VC y 0.28 cm® para el sensor
amperométrico del cromatografo, ambos marca
BAS.

Para realizar la separacién cromatografica, se
empled un cromatégramo de Hewlett Packard Serie
1050, con wuna fase estacionaria (columna
cromatografica) Hypersii C18 ODS (ODS =
octadecilsilano con 18 atomos de carbono; 250 x 4.6
mm, 5 pum) marca Supelco, Inc que es de fase
reversa; ademas se us6 una fase moévil compuesta
de 475 mL de H,0, 47 g de é&cido
monocloroacético, 75 mg de octil sulfato de sodio,
93 mg de EDTA hidratado, 25 mL de MeCN y 4 mL
de tetrahidrofurano; esta solucion se ajusto a un pH
de 3.2 con NaOH de 6 M. El volumen de la muestra
fue de 20 pL (se diluy6 en 95 % fase movil y 5 %
agua) con un tiempo de andlisis de 30 min,
manteniendo la columna caliente a 30 °C, el flujo a
0.5 mL min” y una presion entre 80 a 90 psi. La
activacion de la columna se realizaba lavando con
agua al 100 %, luego con 30 % : 70 % de agua :
MeCN y finalmente con 100 % con MeCN.

El equipo usado para la espectroscopia de UV-Vis
fue de la marca Agilent modelo 6483 con arreglo de
diodos y 2 nm de resolucion. Ademas, el equipo
empleado para la espectroscopia de infrarojo (FT-
IR) fue de la marca PerkinElmer.

Los experimentos de Microscopia de Barrido
Electrénico y el Microanadlisis se realizaron con el
equipo Jeol JSM-5400LV Scanning Microscope con
14 kV de voltaje de aceleracion en promedio y 90
pA. La Espectroscopia de Impedancia
Electroquimica se desarrollo con el potenciostato
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BAS-Zanher, con una amplitud de 10 mV y 500
puntos muestreados.

2.2. Sintesis de los Compésitos de Dendrimeros
PAMAM G4.0 — OH — Nanoparticulas Metalicas

La sintesis de dendrimeros que encapsulan
nanoparticulas (DENs) en solucion se prepararon en
tres pasos basicos de acuerdo a lo descrito en la
literatura [7]: (A) preparacion de complejos
dendrimero — i6n, (B) reduccién de los iones
encapsulados entre las moléculas de dendrimero v,
(C) dialisis para purificar los DENs.

En la primera etapa, se prepararon soluciones 2 mM
de cada una de las sales metalicas en presencia de
50 uM de dendrimero PAMAM G4.0 con
terminacion hidroxilada.  Estas mezclas fueron
posteriormente mantenidas en agitacion constante
durante 65 h, con el fin de que los iones metalicos
se complejaran con las aminas internas de los
dendrimeros mediante enlaces supramoleculares no
covalentes.

En la segunda etapa, los compositos dendrimero —
nanoparticula  metalica  cero-valente  fueron
sintetizados por adicién de 2 mL de NaBH, 0.5 M.
Una vez que se realizd la reaccion de reduccién, se
ajusto el pH a 1 con HCI concentrado en cada una
de las soluciones, las cuales se mantuvieron en la
oscuridad durante 12 h con agitacién constante para
favorecer la reduccién quimica y no foto-quimica de
los iones, y finalmente, completar la sintesis de las
nanoparticulas metalicas cero-valentes.

En el tercer y ultimo paso, la solucién fue dializada
por 48 h usando una membrana de celulosa de
masa molecular 12 000 (Sigma Diagnostics, Inc.),
con el fin de eliminar las posibles impurezas de las
sales empleadas para realizar la interaccién ién-
dendrimero, asi como los iones metalicos libres que
no formaron parte de la nanoparticula metalica cero-
valente.

2.3. Construccion de los Electrodos de Carboén
Vitreo Modificados con Compoésitos de
Dendrimeros PAMAM G40 - OH -
Nanoparticulas Metalicas del Grupo del Platino

El carbon vitreo (CV) fue pulido con alumina de
diferentes tamanos (1.0, 0.3 y 0.05 um) sobre un
pafio Buehler y entre cada tamafio de alimina era
enjuagado con agua abundante. Posteriormente,
con el fin de eliminar los residuos de alimina sobre
el electrodo, éste se colocaba en un vaso con agua
desionizada y se sonicaba durante 10 min [7]. Este
tipo de pre-tratamiento expone en la superficie del
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CV  diferentes  grupos funcionales como
hidroquinona, anhidrido ftalico, cetonas y acidos
carboxilicos evaluados por voltamperometria ciclica
(VC) [8].

Los electrodos de CV se pre-trataron y modificaron
con la técnica de amperometria durante 1 ha 1.6 V
vs. Ag/AgCl NaCl 3 M que era el potencial al cual
aparece el par redox anhidrido ftalico — acidos
carboxilicos de acuerdo a las VC obtenidas
anteriormente. Ademas, los grupos funcionales se
verificaron con pruebas de Espectroscopia de
Infrarojo con Transformada de Fourier (FT-IR).

Después del pre-tratamiento del CV, éste fue
modificado con los DENs de manera covalente, lo
cual se favorecid al tener una superficie con
homogeneidad quimica. La modificacion se realiz6
sumergiendo el electrodo de CV en NaF 0.1 M que
contenia alrededor de 20 uM de cada solucién de
DENSs. Posteriormente  se realizaron las
amperometrias de 1 h aplicando 1.6 V vs. Ag/AgCl
NaCl 3 M. Se verificd la presencia de las DENs
sobre el CV con microscopia electrénica de barrido,
asi como su correspondiente microanalisis de las
particulas metalicas presentes en la superficie. Asi
mismo, la interaccién entre la DENs y el CV se
analiz6 con espectroscopia de impedancia
electroquimica, y el correspondiente analisis del
espectro de Nyquist con el circuito equivalente de
Randles corregido con una fase constante.

Cuando se queria trabajar de nuevo la superficie de
CV, ésta recibia una limpieza electroquimica
durante 50 s a 2200 mV vs. Ag/AgCl en H,SO, 0.5
M, con el fin de promover la sobre-oxidacion del CV
y eliminar cualquier impureza sobre éste.
Posteriormente, se comenzaba el procedimiento de
pre-tratamiento con amperometria si se deseaba
reutilizar el electrodo de CV, para su posterior
modificacion.

2.4. Deteccion Electroquimica de la Dopamina
con Electrodos de Carbén Vitreo Modificados
con Compésitos de Dendrimeros PAMAM G4.0 —
OH - Nanoparticulas Metalicas del Grupo del
Platino

Una vez que los electrodos de CV modificados con
DENSs fueron caracterizados en el apartado anterior,
se usaron en la determinacion amperométrica de
DA en CLAR, y su sensibilidad y selectividad fueron
comparadas con las obtenidas en el detector
espectrofotométrico. De ahi, que los parametros
utilizados para las detecciones espectroscopicas y
electroquimicas fueron obtenidos a partir de los
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espectros de UV-Vis y los experimentos de VC
respectivamente.

La DA fue detectada y cuantificada con la sefal de
absorbancia a 281 nm para el detector
espectofotométrico, asi como con la densidad de
corriente de oxidacion a 900 mV vs. Ag/AgCl NaCl 3
M para el detector amperométrico. EI potencial
anterior se eligi6 por encontrarse en la zona
difusional en todas las DENs para la reaccion
electroquimica DA - 2e° — DOQ + 2H", donde la
DOQ es la o-quinona de la DA [9].

Cabe sefialar, que para determinar la DA en la
muestra real de orina, se realiz6 la deteccién por el
método de adiciébn de estandar. En dichas
detecciones se determind el Limite de Deteccion
(LD) y Cuantificacion (LC), correspondientes a 3o/m
y 10c/m respectivamente, donde o es la desviacion
estandar de los datos y m es la pendiente de la
curva de calibracion.

3. DISCUSION DE RESULTADOS

3.1. Sintesis de los Compésitos de Dendrimeros
PAMAM G4.0 — OH — Nanoparticulas Metalicas
Para corroborar la formacion de las DENs, se
analizaron cada una de las soluciones sintetizadas
en cada paso mediante espectroscopia de UV-Vis.
De esta manera, fue interesante notar el cambio de
los espectros de las soluciones en presencia de
sales metalicas, cuando el borohidruro de sodio fue
adicionado para llevar a cabo la reduccién quimica
de los iones metdlicos y, una vez formadas las
nanoparticulas metalicas cero-valentes.

Los espectros de las soluciones con iones
hidratados mostraron sefiales espectroscépicas
debidas a los acuacomplejos formados entre 400 y
600 nm aproximadamente (Fig. 1.A). En cuanto a
los espectros de las soluciones de iones -
dendrimeros, estos presentaron sefiales de
transiciones electronicas n — n* entre 250 y 650 nm
aproximadamente, las cuales son caracteristicas de
la interaccion aminas terciarias — iones (Fig. 1.B).
Finalmente, en los espectros de las soluciones con
DENs aparecidé una nueva sefial [10], alrededor de
300 nm, correspondiente a la transicion d — d propia
del complejo metal — ligando y denominado pico
plasmén (Fig. 1.C), ya que este complejo no se
comporta ni como particula ni como i6n, sino una
especie intermedia entre estos dos.
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Fig. 1. Espectros de UV-Vis de la DENs - Rh: (A) sal
metalica, (B) iones metalicos complejados con las aminas
terciarias internas de los dendrimeros y, (C) DENSs.
Imagen del microscopio 6ptico a 200 x, correspondientes
a las soluciones de
DENs — Rh (D).

Ademas, de acuerdo a la literatura, el pico plasmén
se presenta cuando se tienen nanoparticulas con un
diametro entre 1 nm y 10 nm (tamafio intermedio
entre moléculas pequenas y metales masicos). Las
propiedades fisicas resultantes no son ni de metales
masicos ni de compuestos moleculares y dependen
en gran medida del tamafo de particula, distancia
inter-particular, naturaleza de la corteza organica
protectora, forma de las nanoparticulas, asi como
de las propiedades del medio en que se encuentran
(especificamente la constante dieléctrica) [11].

Por otra parte, con el fin de verificar que se estaban
sintetizando los compdsitos  dendrimero  —
nanoparticula metalica en solucién, se realizé un
estudio de imagen con el microscopio 6ptico y EDX
de cada una de las soluciones de DENSs, las cuales
previamente se colocaron sobre un porta-objetos y
se secaron con una pistola de aire (Fig. 1.D). De
esta manera, por las condiciones de sintesis a pH
acido y la manera en que se prepardé la muestra
para este estudio, las DENs se agregaron con una
distribucién estadistica de su tamano que en
promedio eran de 5 um.

3.2. Construccion de los Electrodos de Carbodn
Vitreo Modificados con Compésitos de
Dendrimeros PAMAM G40 - OH -
Nanoparticulas Metalicas del Grupo del Platino

Las superficies se observaron en SEM (Fig. 2.A),
sélo fueron evidentes los agregados de Ir, Pt, Rh 'y
muy poco en Ru, en forma de agregados
superficiales con su correspondiente sefial de EDX
(Fig. 2.B). Mientras que el Os y Pd so6lo mostraron
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algunos agregados en SEM, por lo que
posiblemente no existia la cantidad de
nanoparticulas suficientes como para observar una
sefal evidente de los metales en EDX.

Fig. 2. Micrografias de SEM (A) y microanalisis de EDX
(B) de los DENSs - Rh. Pruebas obtenidas con una
aceleracion de electrones de 15 kV a 2 000 x.

3.3. Deteccion Electroquimica de la Dopamina
con Electrodos de Carbén Vitreo Modificados
con Compésitos de Dendrimeros PAMAM G4.0 —
OH - Nanoparticulas Metalicas del Grupo del
Platino

Con los dos detectores ensamblados y con las
condiciones de operacion cromatografica
establecidas, los cromatogramas para cada detector
fueron obtenidos con un tiempo de elusion de 13
min para la DA.

Posteriormente, se obtuvieron las curvas de
calibracion (Fig. 3) donde el electrodo CV-DEN-Rh
mostré la mejor respuesta en la deteccién de la DA,
caracterizada por un incremento en sensibilidad de
aproximadamente veinte veces que el obtenido para
el electrodo de CV y de nueve veces mas
comparado con el electrodo modificado de CV con
el dendrimero PG4.0—OH, como se muestra en la
Tabla 2.

Ademas, el detector amperométrico a base del
electrodo modificado de CV con las DENs-Rh (Tabla
1) es mas sensible (mayor pendiente) que el
detector espectrofotométrico (Tabla 2), indicando
que la deteccion amperométrica con CV-DENs-Rh
es mejor para determinar la concentracion de DA
que la espectrofotométrica.

Al observar que la DENs con Rh mostraba la mejor
sensibilidad en la deteccién de DA que las demas
particulas metalicas, se evalu6 sometid6 a
calentamiento el electrodo modificado a 50°C
durante 72h con el fin de realizar una reaccién de
Retro-Michael para destruir el dendrimero. Una vez
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realizada la reaccion, se traté de obtener una curva
de calibraciéon con esta superficie, pero solo se
observo eliminacién de sensibilidad y consecuente
pasivacion. Con este resultado se comprobd que
era necesario tener la matriz dendrimero -
nanoparticula para favorecer a la permeabilidad de
la DA para su consecuente deteccién, asi como la
proteccion de las nanoparticulas interfacialmente
para eliminar su oxidacién y posterior pasivacién por
el medio circundante.
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Fig. 3 Curvas de calibracion del detector
espectrofotométrico (A) y electroquimico (B) de muestras
sintéticas de DA, usando diferentes electrodos
modificados: CV, CV-(PG4.0 - OH), asi como CV con
DENSs de Ir, Os, Pd, Pt, Rh y Ru.

Por otra parte, una vez que las muestras sintéticas
fueron analizadas usando el detector
espectrofotométrico y electroquimico acoplados, se
decidié probar muestras reales. Por tal motivo, se
emplearon muestras de orina sin pre-tratamiento
para detectar la concentracion de DA presente
usando la técnica de adicion de estandar, por
considerar a las muestras de orina como una matriz
compleja en su composicion [12].
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Tabla 1. LD y LC para la deteccion electroquimica de DA

en muestras sintéticas usando CV (1), CV - (G4-OH) (2),

CV-DENSs de Ir (3), Os (4), Pd (5), Pt (6), Rh (7) y Ru (8).
Ecuacion: y [uA cm?] = m [uM DA] + b.

Detector Ecuacién R? LD/uM  LC/uM
1 y=0.003x-0.058 0.9941  3.01  10.02
2 y=0.005x-0.115  0.9941  1.72 5.73
3 y=0.018x+0.031 0.9979  0.29 0.97
4 y=0.011x-0.231 0.9941  0.73 2.44
5 y=0.027x+0.445 0.9982  0.18 0.61
6 y=0.023x+0.337 0.9965  0.25 0.82
7 y=0.046x+0.100 0.9981  0.15 0.51
8 y=0.032x+0.268  0.9998  0.22 0.72

Tabla 2. LD y LC para la deteccion espectrofotométrica de
DA en muestras sintéticas.
Ecuacioén: y [m a.u.] = m [uM DA] + b.

Detector  Ecuacion R? LD/pM  LC/uM

UV-Vis  y=0.02x+0.06  0.9974 0.14 0.47

A partir del hecho que el electrodo modificado de
CV-DEN-Rh fue el mas sensible para detectar a la
DA en muestras sintéticas, sélo este electrodo fue el
que se probd para evaluar DA en muestras reales
de orina con el sensor espectrofotométrico y
amperométrico.

Una vez realizadas estas pruebas, como se puede
ver en la Fig. 4.A, la pendiente, que refleja la
sensibilidad de la deteccion espectrofotométrica fue
diferente para las muestras sintéticas y reales; lo
cual da indicio de la presencia de efectos de matriz
por errores paralelos, es decir, se pierde
sensibilidad en la deteccion de la DA debido a otros
compuestos que son detectados en las muestras
reales en la misma longitud de onda para sensar
DA, como claramente se puede notar en el
cromatograma de la Fig. 5.A. En cambio, cuando se
observa la deteccion electroquimica en la Fig. 4.B,
la sensibilidad es la misma para muestras sintéticas
y reales, por lo que se considera que este detector
es mas selectivo para sensar DA debido a que no
mostré un efecto de matriz [12]; es decir, que los
demas compuestos de la orina no interfirieron en la
sefial electroquimica de la DA (Fig. 5.B).
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Fig. 4. Curvas de calibracion con adicién de estandar
durante la deteccion espectrofotométrica (A) y
electroquimica (B), empleando el electrodo modificado de
CV-DEN-Rh para sensar DA usando muestras sintéticas
(e) y reales de orina sin pre-tratamiento (¢).

Ademas, la selectividad del detector electroquimico
se reafirma porque el pico de la sefal de DA se
puede integrar de forma mas correcta (Fig. 5.B - i)
que en el cromatograma del detector
espectrofotométrico (Fig. 5.A - i).

Tabla 3. Limite de Deteccion (LD) y Limite de
Cuantificacion (LC) para la determinacion
espectrofotométrica (A) y electroquimica (B) de DA en
muestras de orina sin pre-tratamiento, usando el electrodo

de CV-DEN-Rh.
Detector —m b R? LD/uM  LC/pM
A 0.04 101 09999 0.7 0.23

B 0.04 1.04 0.9973 0.16 0.54

La concentracion de DA en las muestras reales se
determind con la ordenada al origen de las curvas
de calibracion, la cual fue de 24 uM con ambos
detectores (Fig. 4) que muestran practicamente la
misma sensibilidad (Tabla 3, m es la pendiente), sin
embargo con el detector electroquimico se observa
menos ruido y por lo tanto se elimina el efecto de
matriz de la muestra de orina. Ademas, estas
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curvas no pasan por el origen debido a que se
estaba detectando la DA en la orina aun sin la
adicion del estandar, asi que cuando se
incrementaba la concentracion del estandar se
sensaba éste mas la DA ya existente en la muestra
real.
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Fig. 5. Cromatogramas de la deteccioén
espectrofotométrica (A) y amperométrica (B) de DA en
muestras reales de orina sin pre-tratamiento.

i = Integracion del pico de DA.

4. CONCLUSIONES

El electrodo de carbén vitreo modificado con
compositos de dendrimero PAMAM G4.0 con
terminacion hidroxilada y nanoparticulas metalicas
del grupo de platino presenté una opcién viable para
detectar dopamina en muestras sintéticas,
incrementando los limites de deteccion vy
cuantificacion respecto a los mostrados con carbon
vitreo sin modificar o soélo modificado con los
dendrimeros.

Por otra parte, el electrodo de carbdn vitreo
modificado con compdsitos de dendrimero PAMAM
G4.0-OH y Rh (CV-DEN-Rh) fue el mas sensible a
la deteccion de dopamina en muestras sintéticas, en
comparacion  con los demas  detectores
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amperométricos (CV, CV-(PAMAM G4.0-OH), CV-
DENSs-Ir, CV-DENs-Os, CV-DENs-Pd, CV-DENs-Pt
y CV-DENs-Ru). Ademas, fue el mas selectivo por
mostrar mayor tolerancia a la presencia de otros
componentes de matriz a diferencia del detector
espectrofotométrico. De esta manera se elimina el
pre-tratamiento de la muestra de orina, asi como la
pasivacion de la superficie del electrodo de CV
modificado.
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