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IV. RESUMEN

La enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda enfermedad neurodegenerativa con mayor
incidencia mundialmente. Las causas de su origen siguen sin ser esclarecidas. Sin embargo,
estudios han develado algunos de los principales mecanismos que participan en la muerte de las
neuronas dopaminérgicas en la sustancia nigra (SN), la regidn principalmente dafiada en la EP. El
metabolismo de la dopamina (DA) se ha sefialado como un factor intermedio y que juega un papel
primordial en dichos mecanismos. La oxidacién de DA lleva a la formacién de diversos metabolitos,
los cuales se han demostrado que causan severas alteraciones celulares, induciendo la muerte
neuronal. Algunos de los productos oxidados de DA, de formaciéon enddgena, tal como el
conjugado 5-S-Cisteinil-dopamina (5-S-CysDA), se ha demostrado ser altamente tdxicos para la
célula dopaminérgica. Por otro lado, analizando los niveles de 5-S-CysDA en pacientes con EP, ha
llevado a proponer que este metabolito podria ser un buen biomarcador para evaluar vy
diagnosticar la EP de forma temprana. Sin embargo, los andlisis cuantitativos de este conjugado se
han centrado en validarlo como un marcador clinico para la EP, sin llegar estudiar detalladamente
la evolucidn de dicho compuesto en el metabolismo celular de las neuronas dopaminérgicas en un
modelo de neurodegeneracidn. Lo anterior ha llevado a plantear, como parte de los objetivos de
este trabajo la busqueda, deteccidn y cuantificacidon del conjugado 5-S-CysDA y otros metabolitos
derivados de la DA, en un modelo animal de neurodegeneracidn inducido por ozono. Para lograr
tal propdsito, se implementd un método analitico, basado en cromatografia liquida HPLC acoplada
a espectrometria de masas (HPLC-MS), en el que se identificaron y cuantificaron los metabolitos
DA, acido homovanilico (HVA), acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC) y 5-S-CysDA en las regiones
de la SN y el estriado en el cerebro de ratas que fueron expuestas a bajas dosis de ozono durante
7, 15, 30, 60 y 90 dias. Por otro lado, como una estrategia alternativa a la deteccién
cromatografica de dichos metabolitos, se empled la técnica de espectroscopia Raman amplificada
por superficie (SERS). Ademds, con miras a desarrollar dispositivos analiticos que permitan la
deteccidn sensitiva de metabolitos de interés médico, en este trabajo se evalué como prueba de
concepto la adsorcién del conjugado 5-S-CysDA sobre éxido de grafeno (GO) y su deteccidn
mediante espectroscopia Raman. El conjugado 5-S-CysDA fue cuantificado tanto en la SN como en
el estriado en el modelo animal, presentando un notable después de los 30 dias de exposicion a
ozono. Durante todo el tratamiento los productos DA, HVA y DOPAC fueron identificados en el
estriado, mientras que en la SN solo se identificé DA y HVA. Estos tres metabolitos presentaron un
decremento en su concentracion a lo largo de la exposicion a ozono, siendo la DA notablemente
disminuidas a los 60 dias de exposicién. Lo anterior ha permitido evaluar de forma cercana la
sintesis y metabolismo de la DA en condiciones de estrés oxidativo. Ademas, la DA y el 5-S-CysDA
fueron identificados mediante espectroscopia SERS en agua y en fluidos biolégicos simulados. 5-S-
CysDA fue identificado en agua, liquido cefalorraquideo (LCR) y en orina sintéticos; en tanto que la
DA fue Unicamente identificada en agua y en LCR. Estos resultados llevan a proponer que la
espectroscopia SERS podria ser un potencial método analitico alternativo para la deteccion de
estos compuestos. Finalmente, la adsorcion de 5-S-CysDA sobre GO permitié apagar su
fluorescencia y mostrar, por primera vez en la literatura, su espectro experimenta Raman. Por lo
gue los sustratos grafénicos podrian permitir desarrollar plataformas analiticas de reconocimiento
molecular sensitivo, asistido mediante la espectroscopia Raman.
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V. ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is the second most frequent neurodegenerative disease worldwide.
Extensive research has been conducted to explain the origin of the disease, but it still remains
elusive. However, recent studies have better defined the mechanisms involved in the death of
dopaminergic neurons in the substantia nigra (SN), the main region damaged in the PD pathology .
Dopamine (DA) metabolism has been identified as an intermediate factor that plays a major role in
these processes. Dopamine oxidation leads to the formation of several oxidized metabolites,
which has been shown to cause severe cell disruption, leading to dopamine neural death in the
SN. Some of the endogenously formed oxidized dopamine products, such as the 5-S-cysteinyl-
dopamine (5-S-CysDA) conjugate, have been shown to be highly toxic to the dopamine cell. On the
other hand, by analyzing the levels of 5-S-CysDA in PD patients it has been proposed that this
metabolite could be a good biomarker to evaluate the progression of the disease for its early
diagnosis. However, quantitative analyses of this conjugate have been focused on its validation as
an efficient marker for PD, without studying in detail the behavior of this compound in the cellular
metabolism of dopaminergic neurons, in a neurodegenerative model. These observations have led
to propose in this work for the searching, detection and quantification of the conjugate 5-S-CysDA
and other metabolites derived from dopamine metabolism, in an animal model of ozone-induced
neurodegeneration. In order to achieve these aims, an analytical method based on HPLC
chromatography coupled to mass spectrometry (HPLC-MS) was implemented, in which DA,
homovanillic acid (HVA), 3,4-dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC) and 5-S-CysDA products, were
identified and quantified in SN and the striatum of brain tissues of rats that were exposed to low
doses of ozone for 7, 15, 30, 60 and 90 days. In addition, as an alternative strategy to
chromatographic detection, the surface enhanced Raman spectroscopy (SERS) method was used
to detect these metabolites in complex media. On the other hand, with the aim of developing
analytical devices that allow the sensitive detection of metabolites of medical interest, in this work
we evaluated, as a proof of concept, the adsorption of the 5-S-CysDA conjugate on graphite oxide
(GO) and its detection by Raman spectroscopy. The 5-S-CysDA conjugate was quantified both in
the SN and in the striatum in the animal model, showing a remarkable increase in abundance at
higher ozone exposure times. DA, HVA and DOPAC products were identified in the striatum, while
DA and HVA were only identified in the SN. These metabolites showed a decrease in concentration
over the course of exposure to ozone, being DA significantly reduced after 60 days of exposure.
This has allowed to perform a close study of the metabolism of DA under conditions of oxidative
stress. DA and 5-S-CysDA were identified by SERS spectroscopy in water and in simulated
biological fluids. 5-S-CysDA was identified in water, artificial cerebrospinal fluid (CSF) and in
synthetic urine; whereas DA was only identified in water and in CSF. Therefore, we show that SERS
spectroscopy could be a potential alternative analytical method for the detection of these
compounds in complex samples. The adsorption of 5-S-CysDA on GO allowed to quench its
fluorescence, leading to reveal, for a first time, its experimental full Raman spectrum. Also,
graphenic derivatives substrates could allow the development of analytical platforms for sensitive
molecular detection of 5-5-CysDA, assisted with Raman spectroscopy.
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1. INTRODUCCION

La enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas frecuente y
de mayor incidencia a nivel mundial, afectando mayormente a personas adultas pero los casos de
afectacién a la poblacién joven han mostrado un incremento [1]. Varios grupos de investigacion
alrededor del mundo se han dedicado a tratar de entender las causas que la originan, con la
finalidad de desarrollar potenciales estrategias terapéuticas o farmacos efectivos que eviten su
aparicién o alivien sus sintomas [2]. Sin embargo, con los avances realizados hasta, ahora estos
objetivos siguen sin ser alcanzados. Una de las mayores dificultades en entender el origen de esta
patologia es debido a la combinacion de multiples factores relacionados con su aparicion, entre los
gue se encuentran la exposicidén a téxicos ambientales, los habitos de vida del individuo y los
factores genéticos hereditarios. Es cada vez mas claro que la EP es una enfermedad de multiples
mecanismos celulares y moleculares, los cuales conducen a la muerte de las neuronas
dopaminérgicas en la sustancia nigra (SNpc), particularmente en la region de la pars compacta [3].
El estudio a profundidad de estos mecanismos, desde varias perspectivas, podria ayudar a
entender las etapas caracteristicas por las que transcurre esta enfermedad. Investigaciones
recientes han apuntado a que el metabolismo de la dopamina (DA) tiene una estrecha relacion con
la aparicidn y la progresidon de varios de los mecanismos claves que llevan a la muerte de la
neurona dopaminérgica [4, 5]. Sin embargo, a pesar de la extensa investigacidn existente sobre el
papel toxico de la DA sobre las neuronas dopaminérgicas, aln no es claro si la DA por si misma o
alguno de sus multiples metabolitos sean los responsables de dicha toxicidad.

La degradacién de la DA a través de las vias enzimdtica y oxidativa, llevan a la formaciéon de los
productos 3,4-dihidroxifenil acetaldehido (DOPAL), dopamina-o-quinona, aminocromo,
indolequinona y 5-S-cisteinil-dopamina (5-S-CysDA). Multiples investigaciones han demostrado en
experimentos in vivo e in vitro que la exposicidn a estos productos inducen un dafio severo celular,
asi como la activacién de varios de los mecanismos moleculares que caracterizan a la EP [6]. Sin
embargo, en la mayoria de los experimentos se ha estudiado la toxicidad de estos metabolitos
sobre las células cuando se exponen de forma exdgena, y algunas veces en concentraciones
elevadas, lo que resulta en un dafio severo en un periodo corto. Por otro lado, hasta el momento
ningun trabajo ha demostrado que estos metabolitos se formen de manera enddgena en las
neuronas dopaminérgicas, en el transcurso del tiempo, ante la exposicion de agentes exdgenos.
Ademas, tampoco se ha estudiado el metabolismo de la DA en la SN o en el estriado en un modelo
animal de neurodegeneracién progresiva. Por lo que en la primera parte de este trabajo se han
evaluado cuantitativamente la DA y los metabolitos acido homovanilico (HVA) y acido 3,4-
dihidroxifenilacético (DOPAC), provenientes del metabolismo enzimatico de la neurona
dopaminérgica, asi como el conjugado 5-S-CysDA, como producto derivado de su metabolismo
oxidativo. La cuantificacion de dichos productos se realiza empleando un método analitico basado
en cromatografia liquida (HPLC) acoplada a espectrometria de masas (HPLC-MS), identificando los
metabolitos antes mencionados en homogenados de tejido cerebral de la regién de la SN vy el
estriado de ratas expuestos a la inhalacion de ozono, como modelo de neurodegeneracion
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progresiva. El modelo de animal se basa en las condiciones de contaminacién ambiental, causadas
por la inhalacién de ozono y que induce estrés oxidativo [8]. En estas condiciones grupos de ratas
fueron expuestas a bajas dosis de este gas durante intervalos de tiempo perfectamente
delimitados: 7, 15, 30, 60 y 90 dias. El emplear este modelo para estudiar la neurodegeneracién en
la SN, permitira realizar un seguimiento detallado sobre la aparicion y evolucidn en el tiempo del
conjugado 5-S-CysDA y los metabolitos derivados de DA, lo cual ayudard a entender
indirectamente el metabolismo de la neurona dopaminérgica, en su ruta enzimatica y oxidativa,
ante un estado de estrés oxidativo, lo cual también permitira correlacionar la formaciéon enddgena
de dichos compuestos con el dafio de las neuronas dopaminérgicas que se ha reportado
empleando este modelo animal.

El conjugado 5-S-CysDA ha sido detectado tanto en tejido cerebral como en fluidos bioldgicos en
mamiferos, incluyendo humanos [8]. En estas mediciones se ha determinado que la concentracion
de este compuesto se encuentra elevadas en pacientes con despigmentacién en la SN, pero los
niveles de este conjugado fueron considerablemente superiores en pacientes diagnosticados con
la EP. Lo anterior llevé a varios autores a proponer el uso del conjugado 5-S-CysDA como un
potencial marcador para identificar la EP, incluso de ser empleado como un buen biomarcador de
diagndstico temprano [9]. Sin embargo, los trabajos existentes en la literatura han cuantificado
dicho producto Unicamente en pacientes con EP e individuos sanos, sin describir la evolucién de
este compuesto en etapas intermedias de la patologia. Por lo anterior, en este trabajo también se
busca determinar, de forma cuantitativa, la evolucién de dicho metabolito, conforme transcurre la
neurodegeneracién en el modelo animal. Ademas, en este trabajo se busca reforzar la propuesta
de emplear el compuesto 5-S-CysDA como un metabolito de aparicién temprana y que podria ser
empleado como un potencial biomarcador de la EP, dado que es un producto de formacion
enddgeno, el cual proviene directamente del metabolismo oxidativo de la neurona dopaminérgica,
y por lo tanto, resultaria ser un mejor indicador de un estado de neurodegeneracién en la SN.

El conjugado 5-S-CysDA ha sido identificado y cuantificado en autopsias de tejido cerebral, liquido
cefalorraquideo y plasma, tato en mamiferos como en humanos y en pacientes con EP, empleando
técnicas convencionales cromatograficas, mayoritariamente HPLC [10]. Sin embargo, estas
técnicas requieren largo tiempo de analisis y son costosas, por lo que se busca la implementacion
de técnicas alternativas y complementarias a las cromatograficas, que permitan hacer un andlisis
en menor tiempo y con mayor versatilidad. Como una alternativa para identificar el 5-S-CysDA, en
este trabajo se propone el uso de materiales nanoestructurados, acoplados con la espectroscopia
Raman como método de deteccidén. La espectroscopia Raman en combinacién con nanomateriales
metdlicos, mayoritariamente nanoparticulas de oro o plata, bajo ciertas condiciones
experimentales, permiten generar el llamado fendmeno de espectroscopia Raman amplificada en

superficie (SERS, del inglés). El fendmeno SERS permite la amplificacidon de los modos vibracionales
de los grupos funcionales de las moléculas que se encuentran adsorbidas o en interaccién cercana
con la superficie de la nanoparticula [11]. La espectroscopia SERS se ha enfocado
mayoritariamente hacia el estudio y deteccion de sustancias y moléculas pequefias, a muy bajas
concentraciones, en diversas condiciones fisiolégicas o patoldgicas. Por otro lado, los sustratos

grafénicos, entre los que se encuentran el grafeno pristino, el éxido de grafeno y el éxido de
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grafeno reducido, poseen excelentes propiedades fisicoquimicas que los hacen materiales
altamente atractivos para el desarrollo de microarreglos para el sensado de biomoléculas [12].
Entre sus propiedades se encuentran el poseer una gran area superficial, lo cual permite favorecer
la adsorcién de una gran cantidad de moléculas en regiones especificas de sus superficies.
Adicionalmente, la adsorcion de estas moléculas puede ser moduladas mediante el control
juicioso de los grupos funcionales presentes en los mismos. Ademads, los sustratos grafénicos
también permiten suprimir la fluorescencia de moléculas que se encuentran adsorbidas en su
superficie, cuando son excitadas en la longitud de onda que coincide con su espectro de adsorcion,
asi como de generar el llamado efecto de amplificacion de bandas Raman por grafeno (GERS, del
inglés) [13]. Esta propiedad es altamente atractiva para detectar e identificar, mediante
espectroscopia Raman, moléculas que presentan fluorescencia cuando se lleva a cabo su analisis
directo sobre soportes inertes, ya que en estos casos la intensidad y anchura de la banda de
fluorescencia oculta la sefial Raman y no permite observar su espectro. Las propiedades
plasmodnicas de las nanoparticulas metalicas, asi como la adsorcién selectiva que aportan los
sustratos grafénicos, acoplados con la espectroscopia Raman, podrian permitir el desarrollar
plataformas analiticas sensitivas, selectivas y de rapida deteccion, lo que podria significar un
aporte relevante para la deteccién de metabolitos de interés médico [14]. Por lo que en este
trabajo también se buscan identificar y demostrar las potencialidades de los métodos SERS y GERS,
en conjunto con la espectroscopia Raman, como estrategias alternativas viables para la deteccién
rapida y sensitiva del conjugado 5-S-CysDA, resaltando su capacidad como potencial biomarcador
de la EP. El desarrollo de estas nuevas metodologias podria significativamente facilitar el
diagndstico rdpido y certero de la EP en la clinica, incluso de ser diagnosticado en una etapa
temprana del avance de la enfermedad, lo cual permitird implementar tratamientos y terapias
efectivos en el paciente, conduciendo a mejorar su calidad de vida.
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2. ANTECEDENTES

2.1. La Enfermedad de Parkinson

La enfermedad de Parkinson (EP) es la segunda enfermedad neurodegenerativa mas frecuente y
con mayor incidencia alrededor del mundo, afectando mayoritariamente a individuos mayores a
65 afos [15]. La EP es reconocida por ser una neurodegeneracién mayoritariamente de tipo
idiopatica y multifactorial, en la que el 85-90% de los casos son esporadicos, los cuales se han
propuesto ser originados por alguno o varios agentes exdgenos, tales como: la exposicidn a
agentes contaminantes utilizados en el medio agricola, industrial o farmacéutico; atmdsferas
contaminantes, como el ozono; iones metdlicos; la actividad fisica crénica, entre otros [16, 17]. En
tanto que el 5-10 % de los casos restantes corresponden a los factores genéticos asociados con la
forma familiar de la EP [18].

La EP tiene como caracteristica principal la muerte progresiva de las neuronas dopaminérgicas en
la sustancia nigra pars compacta (SN). Consecuentemente, la disminucién de células en la SNpc
conduce a la pérdida de las terminales nerviosas en el estriado, lo cual en conjunto lleva a alterar
significativamente las funciones de los ganglios basales, manifestdndose mediante alteraciones
motoras y cognitivas en el paciente. El daflo neurodegenerativo en la EP se ve reflejado en el
individuo mediante sintomas motores y no-motores, donde los sintomas motores incluyen
inestabilidad de la postura, rigidez muscular, lentitud de movimiento, bradicinesia y temblor en
reposo; en tanto que los no-motores se caracterizan por alteraciones cognitivas y autondmicas,
tales como la apatia, depresién o alteraciones del suefio [19, 20].

La base fisiopatolégica de la EP es debido a la alteracién en la funcién de los ganglios basales,
causada principalmente por la falla del sistema dopaminérgico. Los ganglios basales son un
conjunto de nucleo subcorticales interconectados anatdmica y funcionalmente, en los cuales se
incluyen el nucleo estriado (cuadato y putamen), nucleo subtalamico y los glébulos pélido externo
e interno; dichos nucleos mantienen conectividad con la SNpc, la substancia nigra pars reticulata
(SNr) y el nucleo ventro-lateral del tdlamo [21]. Los ganglios basales se encuentran
anatomicamente subestructurados en tres circuitos: motor, limbico y asociativo y cognitivo; los
cuales son responsables de modular cada una de duchas funciones. La dopamina y el acido
gamma-aminobutirico (GABA) son los principales neurotransmisores que actlan en estas areas
cerebrales; por lo que la falla o deficiencia de dichos neurotransmisores conduce a alteraciones
neurofisioldgicas de los ganglios basales, lo cual conduce a manifestar los sintomas antes descritos
[22].

Algunos de los principales mecanismos moleculares que subyacen a la patogénesis de la EP, con la
finalidad de tratar de explicar la muerte de las neuronas dopaminérgicas en la SN se encuentran:
1) la formacién, acumulacién y dano inducido por los Ilamados "cuerpos de Lewy", los cuales son
originados cuando la proteina alfa-sinucleina (a-syn) sufre un mal plegamiento y se agrega
insolublemente en forma de placas que se depositan en la SNpc; 2) la disfuncidon mitocondrial; 3)
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el estrés oxidativo y; 4) neuroinflamacién [3, 23, 24]. La relacion existente entre estos
mecanismos, asi como su secuencia de aparicidén en la patogénesis de la EP, alin no es muy clara.
Sin embargo, investigaciones recientes han mostrado que la DA oxidada juega un papel clave en el
iniciacion y viculo con algunos de los mecanismos moleculares caracteristicos de la EP [4, 5]. Lo
anterior ha llevado a plantear que bajo condiciones de estrés oxidativo celular, la DA puede llevar
a la formacién de metabolitos enddgenos, como las quinonas de DA, los cuales se han demostrado
ser altamente téxicos para la neurona dopaminérgica. Multiples investigaciones han concluido que
las quinonas de dopamina y sus productos derivados causan vulnerabilidad hacia las neuronas
dopaminérgicas, generando severos dafios en la célula e incluso su muerte [6, 25, 26].

2.2. Metabolismo de la DA

La DA es una catecolamina que es sintetizada en el interior de las neuronas dopaminérgicas,
principalmente en las neuronas localizadas en la SN. La sintesis de DA se inicia mediante la
hidroxilacion del aminoacido tirosina, por accidn de la enzima tirosina hidoxilasa (TH), en este paso
los cofactores de hidrobiopterinas coadyuvan al proceso, llevando a la formaciéon de la I-
dihidroxifenil alanina (L-DOPA). Posteriormente, mediante una reaccién de descarboxilacién y en
presencia de la enzima aminodacido aromatico de carboxilasa (AADC, en inglés), junto con el
fosfato piridoxal, la L-DOPA es descarboxilada para formar DA [27] (Figura 1, Ruta 1). Posterior a
su sintesis, la DA es internalizada en las vesiculas sindpticas por accién del transportador vesicular
de monoamina-2 (VMAT-2, del inglés). La DA se mantiene quimicamente estable dentro de la
vesicula debido al pH interno del medio (pH 5-5.4), el cual la protege de sufrir reacciones de
oxidacion [28]. El VMAT-2 representa un factor crucial para mantener la estabilidad quimica de la
DA citoplasmatica después de su sintesis de novo. Finalmente, la DA almacenada en la vesicula
sindptica es transportada y liberada durante la sinapsis para interactuar con las neuronas
postsindpticas y actuar como neurotransmisor.
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Figura 1. Sintesis y metabolismo de la DA. Reaccidn 1. Sintesis enzimatica de DA, almacenamiento vesicular y
liberacion en la sinapsis. Reaccion 2. Degradacion enzimatica de DA dentro de la neurona dopaminérgica;
formacion del intermediario DOPAL y DOPAC como producto final. Reaccion 3. Degradacidon enzimatica de
DA en el astrocito para formar DOPAC y HVA. Reaccién 4. Degradacién oxidativa de DA, mediante la
formacidn de la orto-quinona de dopamina, aminocromo, 5,6-indolequinona y neuromelanina.
(Abreviaturas: Aminoacido aromatico de carboxilasa (AADC); aldehido deshidrogenasa (ALDH); catecol-o-
metil transferasa (COMT); oxidasa monoamina (MAQ); transportador vesicular de monoamina-2 (VMAT-2);
transportador de dopamina (DAT); 3,4-dihidroxifenil acetaldehido (DOPAL); acido 3,4-dihidroxifenilacético
(DOPAC); acido homovanilico (HVA); 3-metoxitiramida (3-MT); 3-metoxi-4-hidroxifenilacetaldehido (MHPA)
y tirosina hidroxilasa (TH)). Modificado de [29].

2.2.1. Degradacidon enzimatica y oxidativa de la DA

La DA liberada en el espacio intersinaptico es limpiada y reincorporada nuevamente a las vesiculas
sindpticas por accién de los transportadores de DA (DAT), localizados en la membrana plasmatica
de la neurona [30]. Sin embargo, cuando la DA no es eficientemente internalizada en las vesiculas
y queda libre en el citoplasma, ésta puede ser degradada por dos rutas: la ruta enzimatica o la ruta
oxidativa. En la ruta enzimdtica la enzima monoamina oxidasa (MAO, del inglés) convierte DA en
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3,4-dihidroxifenil acetaldehido (DOPAL) y la enzima aldehido deshidrogenasa (ALDH, del inglés)
transforma DOPAL en acido 3-4-dihidroxifenilacético (DOPAC). Alternativamente, los astrocitos, el
tipo de células gliales mas abundante, los cuales se encuentran rodeando a la neurona
dopaminérgica también son viables de sintetizar DA, llevandola a la formacidn tanto de DOPAC
como del acido homovanilico (HVA, del inglés), siendo éstos dos metabolitos los principales
derivados del metabolismo enzimdatico de la DA y que son excretados al sistema circulatorio [27]
(Figura1, Rutas 2y 3).

Por otro lado, la ruta oxidativa de la DA se inicia cuando ésta es oxidada tan solo por el cambio de
pH del medio celular, de pH 5 en el interior de la vesicula a pH 7.4 en el citoplasma, y ante la
presencia de oxigeno molecular. Sin embargo, la oxidacidn de DA puede ser significativamente
acelerada por la presencia de iones metalicos, tales como el Fe (Ill) o el Cu (ll), y por la accién de
otras enzimas diferentes de su metabolismo, tales como la xantina oxidasa o el citocromo P450
[31].

La oxidacidn espontanea de la DA, catalizada por el oxigeno molecular (0,), lleva a la formacién del
intermediario radical dopamina o-semiquinona, acompafiada de la produccién de una molécula
del anion superoxido (O27). Posteriormente, la dopamina o-semiquinona es oxidada por una
segunda molécula de O, para formar la ortoquinona de DA (DA-0-Q), junto con una segunda
molécula de anidn superdéxido. Sin embargo, si la oxidacion se realiza por via enzimdtica, se lleva a
la formacion directa de la DA-0-Q [32] (Figura 1, Ruta 4). Sin embargo, la DA-0-Q es sélo estable a
un pH menor a 2.0, por lo que en el pH citoplasmatico (7.4) su estabilidad se alterada y sufre
subsecuentes reacciones de oxidacion [33].

2.2.2. Formacién de derivados de quinonas de dopamina: aminochromo, 5,6-indolequinona y
neuromelanina

El grupo amino de la DA-0-Q tiende a ciclarse de manera intramolecular de forma espontanea en
el pH fisiolégico, a una constante de velocidad de 0.15/s, dando paso al intermediario
leucoaminocromo, el cual se auto-oxida rapidamente formando el producto aminocromo, junto
con un radical superéxido [34]. Posteriormente, el aminocromo se rearregla intramolecularmente,
a una constante de velocidad de 0.06/min, para formar el 5,6-dihidroxi indol como intermediario,
el cual es facilmente oxidado ante la presencia de O, llevando a la formacién de 5,6-indol
quinona. Finalmente, la 5,6-indol quinona puede continuar su autopolimerizacién junto con
agregados lipidicos y proteicos para llevar a la formacién de la neuromelanina (NM), como
producto final [35] (Figura 1, Ruta 4).

2.2.2.1. Implicacidn de los metabolitos oxidados de DA en la EP

Diversas investigaciones han demostrado que las quinonas de DA y sus metabolitos derivados son
altamente toxicos para las neuronas dopaminérgicas. La toxicidad inducida de estos productos es
debida a su capacidad de formar aductos con diversas biomoléculas citoplasmaticas; por ejemplo
con proteinas, enzimas y acidos nucleicos, principalmente. La DA-0-Q se une covalentemente con
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los residuos de cisteinas de proteinas y complejos enzimaticos, llevando a la formacién de grandes
agregados proteicos de cisteinil-catecol; por ejemplo, en la formacién del aducto de DA-0-Q con la
enzima tirosina hidroxilasa (TH). La formacidn de estos grandes complejos genera un incremento
intracelular de especies reactivas de oxigeno, ademas de inhibir la pérdida de la actividad de
dichas enzimas y de inducir cambios conformacionales sobre las proteinas, alterando sus
funciones [36]. Por otra parte, la DA-0-Q también puede unirse a los sitios puricos del DNA
mitocondrial, induciendo alteraciones genéticas progresivas y posiblemente hereditarias [37]. Por
otro lado, varias investigaciones destacan también la participacién tanto del aminocromo como de
la 5,6-indol quinona sobre el dano celular en la SN, causando: induccidn de la disfuncion
mitocondrial; formacidn y estabilizacion de protofibrillas neurotéxicas de a-syn; la disrupcién del
citoesqueleto mediante la formacidn de aductos con actina, alfa y beta-tubulina; la disfuncién de
la degradacidon proteica de los sistemas proteosdmicos y lisosdmicos; estrés del reticulo
endoplasmico; contribucion del incremento de estrés oxidativo y activacion de la sefializacion
apoptética celular [25, 38, 39].

2.2.3. Formacidn de tio-catecolaminas y benzotiazinas: GSH-DA, 5-S-CysDA y DHBT-1

Alternativamente a la ciclizacién intramolecular de la DA-0-Q, ésta puede reaccionar rapidamente
con nucledfilos; es decir con moléculas que contienen un atomo de azufre en su estructura
quimica. El aminoacido L-cisteina (L-cys) y el tripéptido de glutatién (GSH), son los nucledéfilos mas
sencillos y de mayor abundancia en las células del sistema nervioso central [40]. Dichas moléculas
reaccionan con la DA-0-Q, llevando a la formacién de la familia de aductos o conjugados conocidas
como "tio-catecolaminas". La reaccién de L-cys con la DA-o-Q forma el conjugado 5-S-cisteinil-
dopamina (5-S-CysDA), siendo éste el mds estable y de mayor abundancia sobre sus isémeros 2-S-
cisteinil-dopamina (2-S-Cys-DA) y 2,5-S-dicisteinil-dopamina (2,5-Cys-DA) [41]. Por otro lado, el
GSH en la reaccién con la DA-0-Q lleva a la formacién del conjugado 5-S-glutationil-dopamina (5-S-
GSH-DA) como producto mayoritario [42]. Sin embargo, se ha reportado que el 5-S-GSH-DA puede
llevar a la formacidn inmediata del 5-S-Cys-DA, al ser metabolizado por la enzima gama-glutamil-
transferasa (GGT) y otras dipeptidasas (Figura 2. Reaccién 1) [29].

La 5-S-CysDA es un metabolito que ante la presencia de radicales libres y otros agentes oxidantes
es facilmente oxidada en productos secundarios. La oxidacién de 5-S-CysDA procede mediante la
formacidon de quinonas iminas biciclicas intermediarias, las cuales se estabilizan mediante la
formacion de la benzotiazina 7-(2-aminoetilico)-3,4-dihidro-5-hidroxi-2H-1,4- benzotiazina-3-
carboxilico (DHBT-1) [43]. La DHBT-1 puede seguir subsecuentes reacciones de oxidacion y formar
benzotiazinas derivadas, tales como las benzotiazinas 7-(2-aminoetilico)-5-hidroxi-1,4-
benzotiazina-3-carboxilico (BT-1) y 7-(2-aminoetilico)-5-hidroxi-1,4-benzotiazina (BT-2), (Figura 2,
Reacciones 2 y 3) [29]. Sin embargo, estos productos han sido poco estudiados, ya que no es clara
su cinética de formacidn ni estabilidad intracelular.
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Figura 2. Sintesis de tio-catecolaminas y dihidrobenzotiazinas. Reaccién 1. Formacion de 5-S-glutationil-
dopamina (5-S-GSH-DA) y su degradacidén enzimatica para formar 5-S-cisteinil-dopamina (5-S-Cys-DA).
Reaccién 2. Oxidacion de 5-S-Cys-DA para formar el acido 7-(2-aminoetilico)-3,4-dihidro-5-hidroxi-2H-1,4-
benzotiazina-3-carboxilico (DHBT-1). Reacciéon 3. Formacion del acido 7-(2-aminoetilico)-5-hidroxi-1,4-
benzotiazina-3-carboxilico (BT-1) y del dcido 7-(2-aminoetilico)-5-hidroxi-1,4-benzotiazina (BT-2). Reaccidn 4.
Formacion de cisteinil-dopamina oxidada por hipoclorito (HOCD). (Abreviaturas: glutation (GSH); 5-S-
Cisteinil-dopamina-o-quinona (5-S-Cys-DA-0-Q) y gamma-glutamil transferasa (GGT)). Adoptado de [29].

2.2.3.1. Implicaciones de las tio-catecolaminas y las benzotiazinas en la EP

La toxicidad de los productos 5-S-CysDA y DHBT-1 han sido evaluados en varios modelos celulares,
tales como en células humanas de neuroblastoma dopaminérgico, neuronas corticales primarias y
en células de la SN inmortalizadas; asi como en roedores, tal como en ratén de tipo CD1,
demostrado que estos metabolitos generan toxicidad severa y muerte neuronal [44, 45, 46].
Varios estudios en los que se han empleado células de neuroblastoma dopaminérgico de la linea
SH-SY5Y expuestas al 5-S-CysDA, se identificé una significativa disfuncién mitocondrial y estrés
oxidativo, como principales consecuencias, los cuales causaron una severa alteracién en la
homeostasis celular [45, 47]. Ademads, se identific6 que el 5-S-CysDA condujo a generar
despolarizacion del potencial en la membrana, oxidacion de lipidos y de las bases puricas y
pirimidinas, carbonilacidn de proteinas y una marcada disminucién de los niveles de antioxidantes
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endégenos [44, 46]. Ademas, tanto la 5-S-CysDA como la DHBT-1 causan un fuerte dafio en Ia
cadena respiratoria mitocondrial, inhibiendo los complejos | y IV, lo cual lleva a activar algunos de
los mecanismos apoptdticos celulares, induciendo posteriormente la muerte de la neurona
dopaminérgica [43]. Estudios han demostrado que el 5-S-CysDA actua de forma inductora sobre la
expresion, agregacion y acumulacién de la proteina a-syn en el citoplasma. Consecutivamente, se
ha demostrado que 5-S-CysDA también interfiere con la estabilidad y el desempeno de los
transportadores de DA, limitando la recaptura e internalizacién de DA después su liberacién [48].
Una descripcion detallada de los mecanismos de formacion e implicaciones de dafio celular de la
5-S-CysDA, DHBT-1 y sus metabolitos derivados se encuentra en la revisidén publicada, derivada de
este trabajo doctoral (ver ANEXO 1) [29].

2.2.3.2. Propuesta de uso del 5-S-Cys-DA como potencial marcador para la EP

La 5-S-CysDA fue por primera vez identificada en humanos y otros mamiferos en 1986 por
Rosengren y colegas [8, 49]. Mediante el analisis en autopsias de cerebros humanos, empleando
técnicas cromatograficas, se encontré un incremento de los niveles de 5-S-CysDA y otros tio-
catecoles en las regiones del estriado y la SN [50]. Las concentraciones de este metabolito en
biopsias de humanos fue reportada en un rango de 37 a 40 pmol/g y de 51 a 36 pmol/g en el
estriado y la SN, respectivamente. Particularmente, en este estudio los pacientes que presentaban
mayor despigmentacidn en la SN, contenian la mayor concentracién de 5-S-Cys-DA. Sin embargo,
la proporcién de los niveles de 5-S-CysDA respecto a la concentracion de DA fue diez veces mayor
en pacientes diagnosticados con la EP [49]. Partiendo de esos hallazgos y de la identificacién de 5-
S-CysDA en liquido cefalorraquideo (LCR), en una concentracion alrededor de 0.09 pmol/mL, se
propuso emplear la relacidon 5-S-CysDA/DA como un marcador para diagnosticar la EP [9]. Sin
embargo, el uso de esa relacion como biomarcador ha sido cuestionada debido a que la
concentracién de DA que circula en fluidos bioldgicos, LCR, dificilmente refleja un estado de
neurodegeneracién de la SN, ademas de que no es especifica de la EP [51]. Estudios posteriores
correlacionaron los niveles de HVA con los niveles de 5-S-CysDA en el LCR de pacientes con EP,
identificando una disminucién de la concentracién total de HVA, en tanto que la relaciéon de 5-S-
CysDA/HVA fue considerablemente incrementada, proponiendo que la relacion 5-S-CysDA/HVA
podria ser empleada como marcador de mayor certeza para el diagnéstico de la EP [52]. Sin
embargo, estos resultados fueron puestos en duda, debido a que la medicién de estos metabolitos
fue proveniente de pacientes que fueron diagnosticados con EP varios afios después del ensayo y
gue estuvieron en tratamiento con L-DOPA, debido a los efectos adversos a largo plazo del
tratamiento de L-DOPA en pacientes con EP [53]. Ademas, la cuantificacion de HVA en el LCR
tampoco es especifica de la PD, debido a que su sintesis se realiza en las células gliales, lo cual
dificilmente refleja un estado real del metabolismo de la DA en la neurona dopaminérgica [54].

Recientemente, mediante métodos analiticos cromatograficos y estudios de neuroimagen se han
evaluado los niveles de 5-S-CysDA y DOPAC en el LCR de pacientes con tres diferentes tipos de
patologias parkinsonianas: EP, atrofia del sistema multiple parkinsoniano (MSA-P) y falla pura
autonémica (FPA). En este estudio se determind que los niveles de la relacién de 5-S-
CysDA/DOPAC drasticamente incrementaron a mas del doble en pacientes con EP y MSA-P, en
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tanto que esta relacién se mantuvo sin cambio en los pacientes con FPA [55]. Los resultados
anteriores han llevado a proponer el uso de DOPAC y de la relacion de 5-S-Cys-DA/DOPAC como
biomarcadores mas certeros para el diagndstico temprano de la EP. Por lo tanto, ante la creciente
busqueda de biomarcadores especificos de la EP, la deteccion de metabolitos provenientes del
metabolismo enzimatico y de la degradacidn oxidativa de DA, podria significar un gran avance para
estudiar la progresion de la EP y su posible diagnéstico de forma temprana.

2.3. Modelo de ozono para entender la neurodegeneracion en la EP

En la literatura se han empleado varios modelos animales con la finalidad de estudiar y entender
algunos de los mecanismos biomoleculares implicados en las patologias neurodegenerativas.
Algunos de los cuales incluyen animales modificados genéticamente, knockout, tratados con
toxinas quimicas o de induccidn exdgena, entre otros [56]. Estos modelos han ayudado
significativamente a entender algunos de los mecanismos involucrados en estas neuropatologias.
Sin embargo, aun falta emplear modelos en los que se permita simular la degeneracion de forma
cercana a lo que se manifiesta en los pacientes. Una propuesta consiste en emplear modelos
animales en donde se desarrolle la neurodegeneracidn tan solo con la exposicién a ambientes
exogenos, por ejemplo en el modelo animal de ozono, en el cual se pueden simular las condiciones
en las que el individuo se encuentra expuesto a contaminantes ambientales [57].

2.3.1. Contaminacién del aire en procesos neurodegenerativos

Los contaminantes ambientales son una mezcla compleja en la que se incluye: material
particulado (MP, MP1, MP25 y MP;s.10), 0zono, mondxido de carbono, éxidos de azufre vy
nitrégeno, metano, compuestos organicos volatiles y metales. Estos contaminantes tienen la
capacidad de llegar al cerebro y generar dafio en el sistema nervioso central (SNC), ademds de
causar dafios respiratorios y enfermedades cardiovasculares [58]. Algunas de las consecuencias de
estos contaminantes sobre el SNC son la inflamacion crénica cerebral, enfermedades
neurodegenerativas, esclerosis multiple y eventos cerebrovasculares. Multiples estudios han
demostrado que tanto la inflamacién como el estrés oxidativo en el cerebro son consecuencias
evidentes que se manifiestan después de una constante exposicién a contaminantes ambientales
[59]. El envejecimiento, el estrés oxidativo cronico y la desregulaciéon de los sistemas
antioxidantes, son algunos de los principales factores que se manifiestan en el transcurso en las
enfermedades neurodegenerativas. Sin embargo, los mecanismos de formacion y propagaciéon de
estos compuestos en el cerebro, asi como de su dafio celular siguen sin ser esclarecidos. Los
contaminantes ambientales que con mayor frecuencia se han estudiado en afectaciones
neurolégicas son el material particulado pequefio y el ozono, los cuales dependiendo de su
composicion quimica, pueden migrar desde los pulmones hacia el sistema circulatorio o viajar a
través del sistema olfatorio hasta el cerebro, mediante la interaccién con células o tejidos extra
pulmonares [60]. Estos contaminantes tienen un efecto sobre el cerebro a través de mecanismos
indirectos, tales como en la formacién de especies reactivas de oxigeno y el estrés oxidativo,
deterioro en la respuesta de los sistemas antioxidantes, inflamacidon y estimulacién de las
neuronas aferentes pulmonares, tal como se ha propuesto para explicar los dafios en el sistema
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cardiovascular [61]. Por otra parte, en estudios de exposicién aguda y repetida al ozono en
animales, se han reproducido los mecanismos anteriores, en los cuales también se han
identificado alteraciones de tipo estructural, funcional y transcripcionales de algunas proteinas en
el cerebro, tales como la alteracién estructural secundaria de la proteina B amiloide, 1-42 [62].

2.3.2. Ozono y sus efectos en el cerebro

El ozono es un gas atmosférico, generado fotoquimicamente a partir de éxidos de nitrégeno e
hidrocarburos volatiles. El ozono es un gas oxidante no fisioldgico altamente reactivo, el cual causa
efectos inmediatos en el tracto respiratorio posterior a su inhalacion. Este gas se consume en los
pulmones a través de reacciones con lipidos, proteinas y antioxidantes presentes en el
revestimiento de la superficie de las vias respiratorias [63]. Sin embargo, se ha determinado que
su toxicidad extrapulmonar es mediada por productos reactivos secundarios, tales como especies
reactivas de oxigeno y biomoleculas oxidadas. Se ha reportado que la exposicién continua de ratas
a este gas, genera dafios de tipo biomoleculares y celulares en el cerebro, reflejdndose en la
diminucién del nimero de neuronas, la neuroinflamacién y la disfuncién neuronal, lo cual lleva a
afectar el desempefio conductual y cognitivo en las ratas, asi como del deterioro de las memorias
de corto y largo plazo [64].

Investigaciones semejantes también han identificado que la exposicion crénica a ozono inhibe la
neurogénesis en el giro dentado en animales, promueve la gliosis y disminuye la densidad de
espinas de dendritas de neuronas en varias zonas del cerebro [65]. Las afectaciones del ozono
sobre la homeostasis celular se han propuestos como mecanismos prominentes que tienen un
impacto severo sobre el SNC y que conduce a desarrollar enfermedades neurodegenerativas, tales
como la EP o la EA [61, 66]. En la Figura 3 se describen graficamente los efectos de la inhalacién de
ozono en el cerebro y a nivel de SNC. Por otro lado, los efectos del ozono en el cerebro implicados
en procesos neurodegenerativos, como en la EA, han sido estudiados en un modelo de ratas, en
las cuales después de ser expuestas a bajas dosis de ozono se distingue: incremento de especies
reactivas de oxigeno (ERO) y radicales libres, falla de las capacidades antioxidantes, pérdida de Ia
neurogénesis, estimulaciéon glial, induccion de cambios conformacionales y estructurales en la
proteina B-amiloide 1-42. Lo anterior conduce finalmente a desarrollar neurodegeneracién
progresiva en el hipocampo, de forma semejante a los mecanismos neuropatoldgicos que podrian
padecer los pacientes de la EA [61, 67].

2.3.2.1. Efecto del ozono en la oxidacion de DAy en la EP

Estudios recientes en pacientes con EP han reportado que el bulbo olfatorio es afectado en etapas
tempranas de la patologia, antes de que aparezcan los sintomas motores [68]. Lo anterior sugiere
gue la inhalacidn de contaminantes atmosféricos puede ser un factor de riesgo para desarrollar la
EP. Ademds, experimentos en animales han mostrado que la inhalacion constante de
contaminantes atmosféricos causa una reduccion de neuronas dopaminérgicas en la SN.
Particularmente, la exposicion a bajas dosis de ozono en ratas causa un dafio acumulado en el
cerebro de roedores, alterando la morfologia de las células en la SN e incrementando el nivel de
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lipidos oxidados y la oxidacion de DA. Estos efectos se intensifican cuanto mayor es el tiempo de
exposicién al ozono [69].
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Figura 3. Efectos de la inhalacidn de ozono sobre el cerebro. El ozono puede llegar al cerebro mediante el
tracto respiratorio y los pulmones o a través de los receptores olfativos en el bulbo olfatorio. Las
alteraciones celulares en el cerebro son debidas principalmente a la formacion de especies reactivas de
oxigeno, posterior a la inhalacién de ozono. Figura modificada de [61].

Por otro lado, en experimentos con ratas que fueron expuestas a la inhalacién subcrénica de gases
contaminantes, se encontré en el tejido cerebral que los niveles de las proteinas B-amiloide 1-42,
tau fosforilada y a-syn fueron considerablemente incrementados [70]. Resultados semejantes
fueron encontrados en el analisis neuropatoldgico de tejidos post-mortem de pacientes con
patologias neurodegenerativas, los cuales habitaban en dareas altamente contaminadas [58].
Recientemente, reportes mediante meta-analisis han relacionado la incidencia a desarrollar la EP
con la exposicién a contaminantes ambientales, siendo el material particulado, el NO3, el O; y el
CO; las sustancias de mayor impacto en el cerebro [71]. En los estudios anteriores se ha
determinado que los efectos téxicos se deben al tipo de gas, al incremento con la dosis y al tiempo
de exposicidn. Sin embargo, se requieren estudios en poblaciones mayores, lo cual permita
establecer las relaciones entre los contaminantes ambientales y la neurobiologia de la EP.

2.3.3. Modelo murino de neurodegeneracion progresiva inducido por especies reactivas de
oxigeno

El efecto del estrés oxidativo en modelos animales se ha estudiado cominmente mediante dos
aproximaciones experimentales: la produccion de ERO de forma enddgena y exdgena. En el

primero, la formacidon de las ERO se genera mediante moléculas prooxidantes, como en el modelo
del acido 3-nitropropidnico, el cual altera la funcién de los complejos de respiracion mitocondrial,
causando déficit de ATP y un considerable incremento de ERO [72]. Por otro lado, en el modelo de
induccion exdgena, el animal es expuesto a contaminantes ambientales, tal como es el caso de

exponer ratas a bajas dosis de ozono de forma repetida [63, 67]. Este modelo permite inducir de
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forma secuenciada un estado de estrés oxidativo crénico, durante un tiempo de ensayo
delimitado, y que puede ser monitoreado. Este modelo ha permitido estudiar de forma mas
cercana los efectos del estrés oxidativo el cerebro y establecer su relacion con procesos
neurodegenerativos [74]. El modelo animal de ozono replica las condiciones en las que un
individuo puede estar expuesto ante condiciones elevadas de contaminacion ambiental. Este
modelo tiene la ventaja de ser no invasivo, ya que sin otro factor agregado, la exposicién a ozono
es suficiente para inducir estrés oxidativo y sus efectos pueden ser evaluados progresivamente en
el tiempo.

Empleando este modelo se ha identificado que el estrés oxidativo crénico, mediante la formacion
de ERO vy radicales libres, es un factor crucial de dafio celular en el cerebro y que desencadena
mecanismos celulares tales como: la disfuncién mitocondrial, peroxidacion de lipidos,
carbonilacion de proteinas, dafio al reticulo endopldsmico, incremento de la neuroinflamacién,
activacidon de la microglia y activacién de las citocinas proinflamatorias, , tal como el factor de
necrosis tumoral alfa (TNFa). La cascada de eventos anteriores conlleva a causar un severo dafio
en la célula y posteriormente llevarla a su muerte [63, 67]. Estos mecanismos moleculares han
sido involucrados en los procesos de neurodegeneracion de la EP y la EA. Particularmente, varios
estudios empleando este modelo han correlacionado los dafios causados por el ozono sobre las
regiones de la SN y el estriado en ratas. En estos ensayos se ha evaluado la reactividad y muerte
celular, cuantificando marcadores de citocromo c y p53; peroxidacion de lipidos en plasma y
homeganados de estriado; identificacion de dopamina oxidada en plasma de las ratas, evaluado
mediante voltamperometria ciclica ; proteinas oxidadas; respuesta inflamatoria de la microglia y
dafios en los astrocitos, mediante la expresion del factor nuclear kappa de las células B (NFkB) y de
la proteina acida fibrilar glial (GFAP) [ 69, 74, 75]. Ademas, en las ratas después de intervalos de
exposicion a ozono, se evaluaron la actividad motora, conductual, asi como el comportamiento de
congelamiento y exploratorio [35]. Los resultados en estos experimentos han mostrado que el
dafio y muerte celular en la SN, causado por eventos de estrés oxidativo, conduce a afectar las
capacidades motoras de las ratas, lo cual podria estar implicado en mecanismos que conducen a
manifestar la EP en etapas avanzadas.

2.4. Biomarcadores de la EP

Actualmente el diagndstico clinico de la EP se basa en la evaluacidn de los sintomas motores y no-
motores, el historial médico y la respuesta a tratamientos dopaminérgicos [76]. Sin embargo, los
sintomas motores son evidentes después que se ha perdido un 70% de las neuronas
dopaminérgicas en la SN, lo cual limita considerablemente su diagndstico temprano [77]. Ademas
esta ruta de diagndsticos dificilmente permite diferenciar la EP de otros sindromes parkinsonianos.
Las limitantes anteriores revelan una urgente necesidad de desarrollar estrategias para detectar
de forma temprana a la EP. En este contexto, el uso de biomarcadores especificos podria permitir
realizar avances significativos en la clinica para el diagndstico oportuno de esta neuropatologia
[78].
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2.4.1. Definicion de biomarcador

La definicién de “biomarcador” ha sido descrito por el Instituto Nacional de Salud (NIH, en inglés)
como “una caracteristica que se mide y evalla objetivamente, como un indicador de procesos
bioldgicos normales, procesos patogénicos o de respuesta farmacoldgica ante una intervencion
terapéutica” [79]. En este sentido, los biomarcadores en la EP pueden ser empleados para
diagnosticar la enfermedad (de diagndstico), describir la severidad de la enfermedad (de marcaje)
y ayudar a la seleccion del tratamiento de apoyo (marcadores terandsticos). Los marcadores de
diagndstico pueden ser utiles para detectar la enfermedad antes de que la sintomatologia motora
0 no motora se manifieste en el paciente, o incluso para detectar una poblacién asintomatica con
riesgo de desarrollar la EP. Idealmente se esperaria que un buen biomarcador pueda identificar la
EP de forma temprana y con gran especificidad [80]. Sin embargo, actualmente no existe ningln
biomarcador que cumpla dichas caracteristicas, por lo que mayores investigaciones en este campo
permitirian aportar un avance significativo al diagndstico clinico de la EP.

2.4.2. Clasificacion de biomarcadores usados para la EP

Actualmente se ha propuesto el uso de varios marcadores que podrian ser empleados para
diagnosticar la EP, los cuales han sido clasificados en seis grupos, organizados como: 1)
neurotransmisores, neuromoduladores y sustancias relacionadas, entre los que se incluyen la
dopamina, la serotonina, la acetilcolina y neuropéptidos; 2) neurotoxinas enddgenas, tales como
los derivados de la tetrahidro isoquinolina (TIQ) o salsolinol; 3) marcadores de estrés oxidativo,
que incluye lipidos peroxidados o bases oxidadas del DNA; 4) marcadores inmunoldgicos e
inflamatorios, tal como el factor de necrosis tumoral (TNF); 5) factores neurotréficos y de
crecimiento, en el que se incluye el factor neurotrdéfico derivado del cerebro (BDNF) y el factor de
crecimiento transformante beta (TGF-B); y 6) biomoléculas proteicas relacionadas con la EP, tales
como la proteina a-syn o proteinas del neurofilamento [81]. Estos marcadores pueden ser
encontrados en tejido cerebral, sangre, orina y LCR. La mayoria de los estudios clinicos se han
enfocado en identificar estos marcadores en muestras que se obtengan de la forma menos
invasiva posible. Sin embargo, tanto la seleccidon del marcador, asi como del tratamiento de la
misma y su método de deteccién, son factores que determinan la eficiencia en el diagndstico
clinico.

2.4.3. Metabolitos de DA como biomarcadores de la EP

La busqueda de metabolitos que migren fuera del cerebro, que sean altamente especificos de la
EP y que permitan evaluar el metabolismo de la neurona dopaminérgica, durante el transcurso de
la neurodegeneracién, son los objetivo de mayor ambicion para un diagnéstico oportuno de la EP.
Ante tal caso, el seguimiento y la cuantificacidn de la DA y sus metabolitos mas comunes, DOPAC y
HVA, han sido mayormente empleados con esta finalidad [82].

La cuantificacién de la DA, DOPAC y HVA se ha realizado mayoritariamente en muestras de LCR de
pacientes en varios estados de la patologia. Estos estudios han determinado variaciones en las

-26-



concentraciones de dichos metabolitos; por ejemplo, los niveles del HVA se han encontrado
notablemente disminuidos en pacientes avanzados con la EP, respecto a los controles [83].

Estudios semejantes han reportado alteraciones de las concentraciones de estos tres metabolitos,
en las cuales tanto DA como HVA se mantienen constantes pero DOPAC tiende a disminuir cuanto
mayor es el avance de la patologia [84]. Las diferencias encontradas en estos estudios han sido
debidas a la administracién de levodopa, como tratamiento de control en los pacientes en etapas
avanzadas. Sin embargo, el consumo de levodopa tiende a incrementar los niveles de HVA,
ademas de la posibilidad de desarrollar discinesias inducidas por levodopa (LID, inglés) [85]. Por
otro lado, la cuantificacién de DA en el LCR dificilmente refleja el metabolismo de DA en la
neurona dopaminérgica, ademads de no ser un marcador confiable para diferenciar la EP de otros
sindromes parkinsonianos. Estudios recientes han sugerido que la medicién de DOPAC podria
evaluar con mayor eficiencia el metabolismo enddgeno de la DA, incluso con la ventaja de ser mas
especifico para identificar la EP [55, 86]. Las evidencias anteriores sugieren que el estudio y la
busqueda de diversos metabolitos provenientes del metabolismo de la DA podrian permitir
estudiar el avance degenerativo en la SN. En este sentido el estudio de metabolitos oxidados que
provengan del metabolismo oxidativo de DA, tal como el 5-S-CysDA y sus productos derivados,
como se describid anteriormente, podrian aportar mayor informaciéon de las condiciones del
metabolismo de la DA en la SN ante un evento de neurodegeneracion.

2.5. Técnicas para la deteccion de metabolitos como biomarcadores

Los avances en instrumentacion cientifica han permitido emplear una mayor cantidad de
herramientas analiticas para estudiar y detectar sensiblemente marcadores neurodegenerativos.
Entre estas técnicas, la cromatografia liquida de alto desempefio (HPLC) ha sido la herramienta
mayormente empleada con este propdsito, proporcionando varias ventajas en la cuantificacién de
metabolitos, por ejemplo una gran sensibilidad de deteccidn, lo cual han sido altamente atractivo
para analisis clinico [87]. Por otra parte, las técnicas espectroscopicas, tal como la resonancia
magnética nuclear (RMN), se han introducido de forma complementaria y con otras ventajas sobre
las cromatografias, por ejemplo en el estudio in vivo de biomarcadores de diversas patologias [88].
Por otro lado, la implementacidn de herramientas computacionales ha permitido el analisis masivo
de datos para detectar, clasificar y cuantificar una gran cantidad de biomarcadores presentes en
muestras de paciente [89].

2.5.1. Técnicas cromatograficas para la deteccion de metabolitos

Las cromatografias tanto de liquidos como de gases acopladas a la espectrometria de masas,
clasificadas en cromatografia de gases-espectrometria de masas (GC-MS) y cromatografia liquida-
espectrometria de masas (LC-MS), incluyendo HPLC, han sido las herramientas analiticas
mayormente empleadas para la deteccidon de metabolitos de diversas patologias [90].

En la GC-MS los compuestos a analizar deben ser facilmente volatiles y poco polares, los cuales
son separados en fase gas en una larga columna para después ser ionizados e identificados
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mediante la espectrometria de masas [91]. En la LC-MS, asi como en HPLC-MS, los compuestos
deben cumplir la caracteristica de ser mayormente polares, los cuales deben ser previamente
suspendidos en un volumen pequefio de solucién para posteriormente ser fragmentados por
ionizacion y luego ser analizados en el espectrémetro de masas [92]. La versatilidad del HPLC-MS
para el analisis de muestras en medio acuoso y la gran sensibilidad de deteccion a muy bajas
concentraciones, ha favorecido su uso hacia la busqueda y el andlisis de marcadores relacionados
con alguna patologia. Multiples trabajos en la literatura se han presentado para evaluar y
cuantificar diversos metabolitos como biomarcadores de la EP, integrandolos en la llamada
“metabolémica” de biomarcadores para estudiar la EP [93]. Lo anterior ha permitido estandarizar
robustos métodos cromatograficos para la deteccidén sensible y selectiva de marcadores en
muestras de poblaciones de pacientes con EP, logrando establecer parametros cuantitativos, con
la finalidad de ayudar a un diagndstico clinico de mayor precisién [94]. Sin embargo, estas técnicas
requieren de largos tiempos tanto de andlisis como de preparacién de las muestras, cantidades
elevadas de solventes y otros reactivos, incrementando los costos operacionales; ademas del
costo afiadido en la instrumentacion, mantenimiento y sistemas de andlisis. Estas limitaciones han
hecho que las cromatografias sean minimizadas en su uso para el andlisis rutinario en el sector
clinico. Lo anterior ha llevado hacia la busqueda e implementacidon de nuevas herramientas que
mejoren esas limitaciones operacionales y econdmicas, con la finalidad de analizar metabolitos
como marcadores de diagndstico con mayor versatilidad y viabilidad se ser trasladables a la clinica.

2.5.2. Técnicas espectroscopicas vibracionales para estudio y deteccién de biomarcadores

Las técnicas espectroscdpicas vibracionales, en las que se encuentran las espectroscopias
infrarrojo (IR) y Raman, se basan en la interaccién de la radiacion electromagnética con la muestra
de estudio, mediante su absorcidn (caso IR) o esparcimiento (caso Raman). En ambos fendmenos,
los enlaces quimicos de los grupos funcionales en la molécula vibran ante la interaccién de dicha
radiacidon. Las vibraciones de los enlaces son representados graficamente como bandas,
posicionadas en numeros de onda especifico en un espectro IR o Raman. Estas técnicas
proporcionan informacion en la composicién y estructura de la (bio)molécula o sistema quimico en
estudio [95]. Ademads, mediante el espectro Raman/IR ambién es posible obtener informacién del
microentorno de la molécula. Algunas ventajas en ambas técnicas es ser de tipo no destructiva,
son de rapido andlisis, se requiere minima cantidad de muestra y poca o nula preparacion de la
misma. Las ventajas anteriores han logrado promover a estas espectroscopias como herramientas
de mayor versatilidad y econdmicas a largo plazo, a diferencia de las técnicas cromatograficas o de
imagen antes descritas. Lo anterior ha permitido la aplicacidon de estas técnicas en varios campos
de la biomedicina para el estudio de metabolitos, biomoléculas, células, microorganismos, tejidos,
etc. [96, 97].

En la literatura se ha reportado mayormente el uso de la espectroscopia IR, a comparacion de la
espectroscopia Raman, para el estudio de tejidos y sustancias como marcadores relacionadas con
enfermedades neurodegenerativas [98]. Por ejemplo, mediante el andlisis por IR se ha permitido
la deteccién de la proteina B amiloide 1-42, identificando su conformacion de estructura
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secundaria en muestras de plasma y LCR de pacientes con EA, logrando identificar dicha proteina
con un 85% de precisidon [99]. Estrategias semejantes se han empleado para detectar y estimar
modificaciones oxidativas en el sustrato de plasma, comparativamente en muestras de pacientes
con EP y sujetos control con envejecimiento normal; en las que se lograron distinguir variaciones
espectrales significativas entre los dos grupos con un 75% de sensibilidad [100].

Por otra parte, la espectroscopia Raman posee algunas ventajas sobre la espectroscopia IR, por
ejemplo una menor interferencia de las bandas de vibracidon de la molécula de agua, lo cual ha
permitido realizar el analisis in vivo e in vitro en medio acuoso, facilitando el estudio de las
muestras en su estado nativo. Ademds, en combinacién con métodos de microscopia se puede
obtener una mayor resolucién espectral, incluso la obtencién de imagenes o mapeos sin el uso de
marcadores (label-free). Lo anterior ha permitido emplear la espectroscopia Raman para el anélisis
de muestras en su estado nativo y que procedan de alguna condicién neurodegenerativa. Por
ejemplo, en el analisis Raman de células del hipocampo en tejido cerebral de rata, proveniente del
modelo animal de ozono, se identificd la variacion estructural de la conformacién secundaria de la
proteina B amiloide 1-42, mediante el seguimiento de la posicién de la banda de la amida |, a lo
largo de la exposicion a bajas dosis de ozono (trabajo publicado de nuestro grupo
multidisciplinario) [62]. Por otro lado, la espectroscopia Raman para el estudio de la EP ha sido
mayormente enfocada en el analisis estructural y conformacional de la proteina a-syn, durante su
proceso de plegamiento que da paso a formar los llamados cuerpos de Lewy. Estos ensayos se han
realizado bajo diferentes condiciones experimentales, tanto en medios quimicos, como en
modelos celulares [101, 102]. Sin embargo, la aplicacion de esta técnica ha sido poco extendida en
estudios estructurales in vivo en modelos de la EP.

La espectroscopia Raman presenta limitaciones para aportar informaciéon quimica cuando el
analito en estudio se encuentra a bajas concentraciones, tipicamente inferior a 1 mM, limitando su
detecciéon mediante un andlisis por espectroscopia Raman convencional [103]. Sin embargo, esta
limitante ha logrado ser superada considerablemente empleando materiales nanoestructurados.
Por ejemplo, mediante el uso de nanoparticulas metalicas, las cuales permitan generar el llamado
fendmeno de espectroscopia Raman de amplificacion por superficie (SERS, del inglés). Esta
estrategia ha permitido una extensa aplicacion para el estudio, identificacién y cuantificacion de
sustancias o metabolitos marcadores de diversas patologias. Detalles de estas estrategias se
discutiran en la siguiente seccion.

2.6. Materiales nanoestructurados para detectar marcadores de la EP

En las ultimas décadas el avance en el desarrollo de materiales nanoestructurados ha permitido
conducirlos hacia diversas aplicaciones de sensado, por ejemplo en la deteccidon sensible de
moléculas, metabolitos, células o cualquier tipo de marcadores [104]. Estos materiales pueden ser
especificamente disefiados para identificar una respuesta del estado sano o patoldgico de un
sistema. En este sentido, los materiales nanoestructurados podrian aportar grandes ventajas para
el desarrollo de dispositivos, por ejemplo en la fabricacion de biosensores. Por otro lado, las
técnicas espectroscépicas opticas y moleculares, tales como las espectroscopias Raman o IR, con
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sus ventajas antes descritas, podrian potenciar el uso de los arreglos nanoestructurados hacia la
mejora en la deteccidn de biomarcadores.

2.6.1. Nanomateriales metalicos y uso para SERS

En el apartado anterior se describieron las ventajas de emplear las espectroscopias vibracionales,
Raman e IR, para el estudio de sustancias biolégicas mediante sus espectros caracteristicos. Estas
estrategias podrian ser perfectamente aplicables hacia la busqueda y deteccién sensible de
metabolitos en procesos neurodegenerativos.

La espectroscopia Raman en combinacion con nanomateriales metdlicos, mayoritariamente
nanoparticulas de oro o plata, bajo ciertas condiciones experimentales permiten generar el efecto
SERS. Este fendmeno se basa por un lado, en las propiedades de superficie plasmédnicas de las
nanoparticulas metalicas cuando se acoplan a un campo electromagnético; y por el otro, depende
también de las propiedades fisicoquimicas de la molécula adsorbida sobre la superficie metalica de
la nanoparticula [105]. La combinacién de ambos factores conduce a amplificar
considerablemente los modos vibracionales de los grupos funcionales de las moléculas que se
encentren adsorbidas o en interaccidn cercana con la nanoparticula. La amplificacién de los modos
vibracionales en SERS puede ser en un orden 10-100 veces superior, respecto a su espectro normal
Raman [106]. Una representacidon esquematica del fenédmeno SERS y la amplificacidon de bandas se
muestran esquematicamente en la Figura 4. La espectroscopia SERS se ha enfocado
mayoritariamente hacia el estudio y la deteccidon de sustancias y moléculas pequefias en muy
bajas concentraciones, ya sea en ensayos quimicos o en condiciones fisioldgicas. Esta técnica
también se ha aplicado eficientemente para la deteccién de marcadores bioldgicos en procesos
patoldgicos y neurodegenerativos [107, 108]. Por ejemplo, mediante SERS se ha logrado detectar
la proteina B-amiloide 1-42, a muy bajas concentraciones, en fluidos bioldgicos de modelos
animales, en los cuales se ha logrado diferenciar también el cambio de la conformacién en su
estructura secundaria en su forma alfa hacia una estructura tipo beta plegada [109].

-30-



Luz incidente;
laser monocromatico

\\\‘ Analito Espectro SERS; amplificacion de bandas Raman
*
\\ [ g
— HoN
R 2\)J\OH

1012

30000

w2
(@INPs Ag
(b)NPsAg + GLY (pH=2)

20000

Intensity (a.u.)

(e
(d)NPsAg + GLY (pH=10)

10000 (d)

ampo electromagnetico 5:]3
(a)
) T T

" ‘
200 400 600 800 1000 1200 1400 1600 1800 2000
Raman shift (cm”)

Figura 4. Representacion esquematica del fendmeno SERS. La incidencia de la radiacién electromagnética,
empleando una fuente de luz de una longitud de onda monocromatica, sobre las nanoparticulas metdlicas
genera un campo electromagnético en su entorno, lo cual induce la amplificacidn de los modos vibraciones
de las moléculas adsorbidas en la superficie metdlica. La combinacién de los efectos electromagnéticos y
guimicos conduce a la amplificacidn de las bandas Raman, representadas en un espectro SERS, distinguiendo
notablemente los modos vibraciones de los grupos funcionales en la molécula que ha sido adsorbida sobre
la superficie de la nanoparticula. Espectro SERS de la molécula de glicina en una solucién coloidal de
nanoparticulas de plata. Imagen modificada de [110].

2.6.2. Materiales para sustratos SERS

Los sustratos SERS se refieren tanto a sustratos sélidos como a dispersiones coloidales, en un
medio acuoso, en ambos casos se contiene una gran cantidad de nanoparticulas metalicas con la
finalidad de amplificar la dispersion Raman de la molécula adsorbida superficialmente. Las
dispersiones coloidales de nanoparticulas de oro (Au NPs) o de plata (Ag NPs) han sido
mayormente preferidas por ser econdmicas y de facil sintesis; ademds poseen la ventaja de estar
dispersas en un medio acuoso, lo cual facilita la compatibilidad con metabolitos provenientes de
un fluido bioldgico [111]. Sin embargo, algunas limitantes de los medios coloidales consiste en la
poca reproducibilidad de la sintesis para obtener una forma y tamafio consistentes; pérdida de la
estabilidad de las nanoparticulas a lo largo del tiempo, asi como de un limitado efecto de
amplificacidn, el cual es facilmente afectado en las condiciones experimentales. Por contraparte,
en los sustratos solidos es posible obtener arreglos ordenados de nanoparticulas metalicas, los
cuales se fabrican mediante procesos quimicos o fisicos. Estas estrategias han permitido fabricar
sustratos solidos con nanoparticulas bien ordenadas, tanto en forma como en tamario, para cubrir
grandes areas en soporte sdlido, llevando también a obtener sustratos flexibles o rugosos con
distintos fines de aplicacién en sensado SERS [112]. Sin embargo, estos sustratos presentan
algunas limitantes en su fabricacion, por ejemplo en la reproducibilidad y costos elevados en su
produccidn. Los diversos sistemas de sustratos nanoestructurados con nanoparticulas metalicas
han sido ampliamente empleados en diversa aplicaciones de reconocimiento SERS de analitos de
interés biomédico [113, 114].
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2.6.3. Deteccion de biomarcadores de la EP mediada por SERS

Reportes en la literatura han demostrado la eficiencia de la espectroscopia SERS en la deteccién de
metabolitos y neurotransmisores relacionados con enfermedades neurodegenerativas, siendo
para la EA y la EP en donde mas enfoques se han realizado [108]. Particularmente, en la EP el uso
de SERS se ha enfocado mayoritariamente para la deteccién de la DA, como propuesta de
biomarcador para identificar la EP [115]. Por ejemplo, se han disefiado arreglos con
nanoparticulas metdlicas, mayoritariamente de plata debido a que existe una mayor interaccién
superficial para adsorcion de los grupos catecoles de la DA con la superficie metdlica de plata, lo
cual ha llevado a fabricar nanoelectrodos de plata para detectar DA en fluidos biolégicos, como en
el LCR, en concentraciones del orden nanomolar [116]. Otras aproximaciones, bajo el mismo
principio, han empleado materiales hibridos con nanoparticulas metalicas, ya sea de Ag o Au
funcionalizadas con agentes de reconocimiento celular, por ejemplo combinando cédigos de
barras de ADN con inmunoensayos de microesferas, con la finalidad de incrementar la selectividad
hacia la DA, donde se tiene mezclas complejas con otros neurotransmisores [117, 118]. Sin
embargo, hasta el momento no se ha aplicado la espectroscopia SERS para la deteccién de otras
biomoléculas o metabolitos que pueden ser de gran relevancia para estudiar la EP, debido a que,
por un lado, existen pocos grupos de investigaciéon dedicados en el estudio SERS de biomoléculas
para estudiar la neurodegeneracidn y por otro lado, debido a la poca especificidad existente de
metabolitos que sean especificos de la EP. Ademas, la optimizacidon de sintesis para obtener
robustos materiales nanoestructurados, que permita incrementar la respuesta SERS, asi como la
implementacion de métodos que permitan un facil reconocimiento SERS en muestras complejas,
siguen en constante desarrollo. En este sentido la espectroscopia SERS aplicada hacia la deteccidn
de otros metabolitos, tal como el conjugado 5-S-CysDA, podria aportar un método alternativo de
gran potencialidad en la deteccién de biomarcadores para la EP.

2.7. Nanomateriales de grafeno

Los materiales derivados de grafeno tales como grafeno pristino, éxido de grafeno, dxido de
grafeno reducido o quantum dots de grafeno se caracterizan por poseer una gran cantidad de
enlaces C-C tipo sp? y sp?, ademads de la presencia de algunos grupos funcionales superficiales,
mayoritariamente grupos OH, dependiendo de su método de obtencidn [119]. Estas caracteristicas
guimicas y estructurales les confieren excelentes propiedades quimicas, fisicas y eléctricas, tales
como: una alta conductividad eléctrica y de calor, gran drea superficial, estabilidad y resistencia
guimica, biocompatibilidad, etc [120]. Estos materiales, junto con sus propiedades, han sido
ampliamente explorados en los Ultimos afios en diversas aplicaciones biomédicas; por ejemplo, en
el diseno y fabricacidon de biosensores con multiples tipos de reconocimientos tanto electrdnicos,
Opticos y espectroscopicos [121].

El oxido de grafeno (GO), obtenido mediante la oxidacién de grafeno, y el 6xido de grafeno
reducido (rGO), proveniente de la reduccién de GO, poseen ventajas quimicas adicionales, debido
a la presencia de grupos oxigenados en su superficie, principalmente hidroxilos, acidos carboxilicos
y epoxidos, los cuales les confieren mayor dispersabilidad en un medio acuoso pero sin perder sus
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propiedades fisicoquimicas [122]. Estas ventajas han permitido explorar sus aplicaciones en
interaccion directa en ambientes bioldgicos, permitiendo desarrollar dispositivos de
reconocimiento con vias de sensado para la deteccién de moléculas, proteinas, células o
patégenos, con multiples enfoques de interés desde el ambiental hasta en casos clinicos [119,
121].

2.7.1. Dispositivos analiticos de grafeno para disefio de biosensores

Las propiedades de los materiales grafénicos han permitido construir biosensores para la
deteccion sensitiva y reproducible de multiples metabolitos de interés clinico y biomédico. Los
materiales grafénicos para la deteccidn de biomarcadores se han enfocado principalmente en el
desarrollo de tres tipos: biosensores electroquimicos, inmunobiosensores y biosensores de DNA
[123]. Lo anterior ha llevado a desarrollar prototipos de dispositivos deteccion de biomarcadores
de la EA; por ejemplo, en el desarrollado de inmunobiosensores para identificar la proteina -
amiloide 1-42, basado en quantum dots de grafeno, integrados en una plataforma con un doble
método de reconocimiento, mediante espectroscopia de fluorescencia y electroquimica [124]. En
otros disefios se ha empleado el rGO en el cual se han realizado modificaciones quimicas
superficiales, con la finalidad de ser funcionalizado y anclar anticuerpos contra B-amiloide 1-42,
proporcionandoles selectividad superficial, permitiendo distinguir un cambio de resistencia en el
biosensor, cuando el péptido se adsorbe en su sitio especifico de reconocimiento con el
anticuerpo [125]. El disefio de biosensores basados en grafeno para detectar biomarcadores de EP
también ha sido explorado, de forma semejante a la EA, donde gran parte de los disefios de los
biosensores han sido enfocados en un reconocimiento de tipo electroquimico. Por ejemplo,
electrodos basados en grafeno han sido modificados superficialmente para generar estructuras
tridimensionales, con la finalidad de detectar dopamina y dacido urico simultdneamente, siendo
identificados mediante voltamperometria diferencial pulsada, en los cuales se llegaron a detectar
dichas moléculas en concentraciones en el orden de 1 nM en muestras de pacientes con EP [126].

Los materiales derivados de grafeno también poseen excelentes propiedades en el apagamiento
de la fluorescencia de moléculas altamente fluorescentes. Por ejemplo, mediante la adsorcién de
la rodamina verde 6 (R6G) sobre la superficie de grafeno, se ha logrado disminuir
significativamente su florescencia en condiciones experimentales [127]. Estas propiedades aportan
una ventaja considerable del uso de estos materiales cuando se emplea la espectroscopia Raman,
como método de deteccién de los metabolitos, ya que ademas de apagar la fluorescencia, se
puede favorecer la amplificacion de algunos modos vibracionales de las moléculas que estan
adsorbidas en la superficie, generando el llamado amplificacién de dispersion Raman basada en
grafeno (GERS, del inglés) [128]. Este fendmeno tiene un principio semejante a SERS, en el cual el
efecto quimico de interaccidn superficial juega un papel de mayor relevancia para promover dicho
fendmeno, permitiendo obtener un espectro Raman mas claro, estable y reproducible en las
bandas de los vibracionales de la molécula en estudio, a comparacién de un espectro SERS. Sin
embargo, ambas estrategias pueden ser perfectamente combinadas, mediante la formacién
hibrida de sustratos grafénicos en los que se crecen o depositan nanoparticulas metalicas. Lo
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anterior permite combinar en un solo dispositivo los efectos de drea superficial, propiedades
eléctricas y estabilidad del sustrato grafénico, con las propiedades plasménicas de las
nanoparticulas, en la obtencidon conjunta del llamado efecto G-SERS [129]. Ejemplos en Ia
literatura han mostrado que estas estrategias combinadas, asistidas con la espectroscopia Raman
como el método de deteccidén, permiten detectar una diversidad de moléculas a muy bajas
concentraciones, con gran sensibilidad y de mayor reproducibilidad en sus espectros [130].

Los ejemplos anteriores muestran que los materiales grafénicos y sus derivados son potenciales
recursos para la fabricacion de plataformas analiticas, las cuales puedan facilitar la deteccidon
selectiva y sensible de (bio)moléculas de interés médico. Particularmente, para la deteccion de
marcadores de la EP aun existen multiples alternativas experimentales, en las que se pueden
emplear diversos materiales nanoestructurados, lo cual permita la fabricacién de biosensores y
dispositivos de reconocimientos, que posteriormente puedan ser trasladados al diagnostico clinico
de esta patologia.
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Justificacion

El metabolismo oxidante de la DA ha sido sefialado como un factor clave que promueve la
activacion de varios mecanismos celulares, los cuales conducen a la muerte de las neuronas
dopaminérgicas en la SN, la principal zona danada en la EP. Los metabolitos oxidados de la DA se
han reportado en la literatura como compuestos que causan toxicidad en la célula, entre ellos se
encuentra el conjugado 5-S-CysDA. Dicho conjugado causa una severa alteracién en Ia
homeostasis de la célula y activa mecanismos apoptdticos de muerte celular programada, lo cual
ha llevado a especular que la formacion desmedida y la acumulacién de este producto puede jugar
un papel significativo en el transcurso de la neurodegeneracién en la SN. Sin embargo, los reportes
existentes en la literatura se han enfocado mayoritariamente en demostrar los efectos toxicos de
dicho conjugado de forma exdgena. Por otro lado, el conjugado 5-S-CysDA ha sido identificado en
el tejido cerebral de mamiferos, incluyendo humanos, siendo abundante en el estriado y la SN.
Ademas, también se ha identificado su presencia en el LCR de pacientes diagnosticados con la EP,
siendo sus niveles considerablemente mayores, casi del doble, en comparacién con los pacientes
sanos; por lo que varios autores han propuesto emplear el 5-S-CysDA como un potencial
biomarcador de la EP. Sin embargo, hasta el momento no existe un reporte en la literatura que
demuestre cuantitativamente si existe una evolucién de dicho compuesto en el metabolismo
celular de las neuronas dopaminérgicas ante un estado de neurodegeneracion. Ademds, a pesar
de que varios autores han sefialado una relacién entre la contaminacién de la atmédsfera con la
pérdida de neuronas dopaminérgicas en la SN, en la literatura aun no existen evidencias
experimentales suficientes que muestren que gases contaminantes atmosféricos, como el ozono,
conducen a la alteracion de la sintesis y el metabolismo de la DA en un modelo animal. Por lo que
en este trabajo, se planted evaluar cuantitativamente los niveles del conjugado 5-S-CysDA y otros
metabolitos derivados de DA en un modelo animal, el cual se basa en la exposicion de ratas a bajas
dosis de ozono en intervalos de tiempo delimitados. Por otro lado, el conjugado 5-S-CysDA ha sido
identificado y cuantificado en biopsias de tejido cerebral y en LCR de pacientes con EP, empleando
técnicas cromatograficas convencionales, comiunmente HPLC. Sin embargo, estas técnicas
requieren largo tiempo de analisis y conllevan costos elevados, por lo que la introduccién de
técnicas analiticas alternativas, con miras a su uso clinico, podrian facilitar la deteccion de éste y
otros metabolitos con alta sensibilidad pero en menor tiempo. Como una alternativa para la
identificacion del 5-S-CysDA, en este trabajo se propuso por un lado, el uso de materiales
nanoestructurados, tales como nanoparticulas metalicas y sustratos derivados de grafeno, como el
sistema de reconocimiento, y por otro lado, a la espectroscopia Raman como la técnica de
identificacion de dicho conjugado. Combinando estos métodos se generan efectos plasmdnicos de
superficie, lo cual permite detectar moléculas en muy baja concentracion y con gran sensibilidad
mediante su espectro Raman. Por lo que en este trabajo, se evaluaron las capacidades de los
métodos de superficie amplificada (SERS) y de adsorcidn molecular en sustratos grafénicos (GERS),
para identificar a la DA y el conjugado 5-S-CysDA. Estas herramientas podrian permitir desarrollar
plataformas analiticas sensibles y de rapida deteccion para estos y otros metabolitos de interés
médico.
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Hipotesis

Los conjugados de quinonas de dopamina-glutatiéon pueden ser identificados de forma confiable y
precisa en un modelo animal de neurodegeneracidon progresiva, inducida con la exposicion a
ozono, empleando métodos analiticos cromatograficos y espectroscépicos, para ser empleados
como marcadores bioldgicos en la EP.

Objetivo General

Identificar y cuantificar la presencia de conjugados de dopamina-glutatién en la SN y el estriado de
cerebros de un modelo murino de neurodegeneracidn progresiva, empleando métodos analiticos,
cromatograficos y espectroscépicos.

Obijetivos Particulares

1.- Sintetizar los conjugados de dopamina-glutation y caracterizarlos mediante técnicas analiticas
convencionales y espectroscopicas vibracionales complementarias (espectroscopias Raman e
infrarroja).

2.- Implementar un método analitico basado en HPLC-espectrometria de masas que permita la
identificacion y cuantificacion de metabolitos derivados de DA y los conjugados de dopamina-
glutatién en la SN y el estriado del modelo animal.

3.- Demostrar la eficiencia de la espectroscopia SERS, como herramienta alterna a los métodos
cromatograficos, para la deteccion sensitiva de metabolitos derivados de DA y los conjugados de
dopamina-glutation.

4.- Desarrollar una prueba de concepto para adsorber alguno de los conjugados de dopamina-
glutatién en sustratos basados en materiales grafénicos, con miras hacia el desarrollo de
biosensores selectivos y sensitivos.
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3. METODOLOGIA

3.1. Sintesis, purificacion y caracterizacion de tio-catecolaminas

Con la finalidad de lograr el objetivo particular 1, previamente descrito, se realizd la sintesis
guimica del conjugado 5-S-CysDA, debido a que no existe comercialmente. Ademas, su sintesis
quimica, con los métodos aqui reportados, permitido obtener una mayor cantidad de la muestra
puray ser empleado como un criterio analitico en los diversos andlisis previamente propuestos.

3.1.1. Sintesis de 5-S-CysDA

La sintesis del conjugado 5-S-CysDA se realizd siguiendo las rutas previamente reportadas en la
literatura con algunas modificaciones menores [44, 131]. Se prepard una soluciéon de 10 mmoles
de DA, disuelta en 5 mL de H,S04, 2M, a la cual se le adicionaron 20 mmoles de nitrato de amonio
y cerio (IV) (CAN, del inglés), disuelto en 10 mL de H,SO4, 2M. CAN es un agente oxidante
comunmente empleado en reacciones de quimica orgdnica, en esta reaccién se empled para
oxidar a la DA y generar el intermediario de DA-0-Q. La mezcla de la reaccidn anterior fue
rapidamente afiadida a una solucién que contenia 20 mmoles de L-Cys, disuelta en 5 mL de H,SO,,
2M. La solucién de color marrdn, correspondiente a la DA-0-Q, presentd varios cambios de color
posterior a la reaccién con L-Cys, pasando por amarillo, verde y finalmente azul-verdoso (Figura
5). Estos colores son indicativos tanto de la reaccién de DA-0-Q con L-Cys y los cambios del estado
de oxidacidn de CAN, IV a lll. Después de la reaccion completa, la solucién contenia la mezcla de
los isémeros 5-S-CysDA y 2-S-Cisteinil-dopamina (2-S-CysDA). En la Figura 5 se representa un
esquema de la reaccion experimental para formar el conjugado 5-S-CysDA.
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Figura 5. Representacion esquematica de la ruta de sintesis del conjugado de 5-S-CysDA, asistida mediante
la oxidacion de DA con el complejo de nitrato de amonio y cerio (CAN).
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Posteriormente, la solucidon fue inmediatamente transferida a una columna (2 x 40 cm) de
intercambio idnico (forma H*), Dowex 50Wx8, equilibrada previamente con agua desionizada. La
columna fue lavada con agua desionizada y posteriormente eluida con 50 mL de HCI 0.5 M para
eliminar la DA que no reacciond, la cual fue seguida espectrofotométricamente a un maximo de
absorbancia de Amax = 280 nm. Posteriormente, se hicieron eluciones con HCl 3 y 4 M, empelando
150 y 300 mL, respectivamente. Las soluciones provenientes de cada medio acido fueron
analizadas espectrofotométricamente para medir la formacién de 5-S-CysDA, siguiendo los
maximos de absorcion a Amax= 254 y 292 nm. Se colecté y redujo el volumen de las fracciones
provenientes de las eluciones con HCI, 4M. La solucién anterior se transfiridé a una segunda
columna (2 x 40 cm), empaquetada con una resina Dowex 50Wx2 (forma H*), equilibrada con HCI
2M. Se hicieron eluciones con HClI 2M (150 mLl), monitoreando las fracciones mediante
espectrofotometria y se colectaron solo aquellas fracciones con los maximos de absorcidén a Amax=
254 y 292 nm, lo cual es indicativo que el conjugado 5-S-CysDA se encontraba mayoritariamente
presente en el medio. En la literatura se ha reportado que mediante esta sintesis el conjugado 5-S-
CysDA se encuentra en mayor proporcion que el isémero 2-S-CysDA (5:1 aproximadamente) [132].
Sin embargo, se realizd una purificacidon adicional mediante HPLC en fase reversa, con la finalidad
de obtener el compuesto lo mds puro posible para ser empleado como estandar analitico de
referencia en los ensayos posteriores.

3.1.2. Separacion y purificacion de 5-S-CysDA

La purificacién de 5-S-CysDA se realiz6 mediante HPLC en fase reversa, empleando un
cromatégrafo HPLC con deteccion espectrofotométrica (Prominence Shimadzu HPLC). Se empled
una columna C-18 y las fases moviles empleadas fueron A: agua con acido trifluoroacético (TFA)
1% (pH 3) y B: agua-acetonitrilo (1:1). Se empled un gradiente de eluciéon: 10% por 2 min; 100%
por 10 min; 20% por 20 min y 2% por 5 min. Se colectaron las alicuotas fijando los méximos de
absorciéon por espectrofotometria a Amax = 254 y 292 nm. Las alicuotas colectadas se concentraron
en volumen y se separaron en varias fracciones para: ser analizadas espectroscépicamente, ser
empleada como estandar HPLC para la cuantificacidn analitica y ser empleados en las pruebas de
identificacion mediante SERS y GERS.

3.1.3. Caracterizacion espectroscopica y estructural de 5-S-CysDA

El conjugado 5-S-CysDA sintetizado previamente fue caracterizado espectroscépica vy
estructuralmente, con la finalidad de verificar tanto la estructura quimica como la pureza del
compuesto y poder ser empleado como estandar de referencia en los analisis cualitativos y
cuantitativos. Ademas, en la literatura no se ha mostrado una caracterizacién completa de dicho
compuesto, por ejemplo no se ha reportado previamente un espectro experimental por
espectroscopia infrarroja.
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Se emplearon las siguientes técnicas y condiciones de caracterizacién: 1) Espectrofotometria UV-
Vis, se realizé empleando un espectrofotometro UV-Vis (Cary UV-Vis, 5000, Agilent), se analizé una
solucién acuosa del producto sintetizado en una celda de cuarzo, colectando el espectro de
absorcion en un intervalo de 200-800 nm; 2) Resonancia magnética nuclear (MRN) de protén (*H),
empleando un espectrometro NMR de 300 MHz (Bruker, Avance 300 MHz), el andlisis se realizo en
liguido empleando una muestra concentrada; 3) Espectrometria de masas, el andlisis se realizé
empleando en un espectrdmetro de masas con triple cuadrupolo (Agilent serie 6490, LC-Masas,
QgQ), mediante el modo de ionizacidn por electrospray (ESI, inglés); y 4) Espectroscopia infrarroja
con transformada de Fourier (FTIR), se realizd empleando un espectrometro Nicolet iS50R
(Thermo Scientific, USA) equipado con un aditamento de reflectancia total atenuada (ATR, del
inglés) con cristal de diamante, se deposité una cantidad de 5-S-Cys-DA liofilizado sobre la ventana
de diamante y se cubrid para evitar su hidratacidn, se colectaron varios espectros con 32 scans, a 4
cm™ de resolucién espectral en un rango de 500-3600 cm™,

3.2. Método HPLC-MS para la deteccion de metabolitos derivados de DA

Con la finalidad de lograr el objetivo particular 2, primero se desarrolld6 un método analitico
basado en HPLC-espectrometria de masas (HPLC-MS), combinando estrategias recientes de
métodos de la literatura [133, 134]. El diseifio de este método permitié implementarlo como un
método de rutina para identificar y cuantificar con alta sensibilidad y selectividad los metabolitos
DA, HVA, DOPAC, asi como el conjugado 5-S-CysDA, previamente sintetizado. Ademas, este
método también fue empleado para cuantificar dichos compuestos en los tejidos de la SN y el
estriado de las ratas en el modelo animal de ozono.

3.2.1. Optimizacion de parametros analiticos para medicidon de metabolitos por HPLC-MS

En la optimizacién de la identificacidn analitica el primer paso consistié en obtener los espectros
de masas y fragmentaciones en masa de cada uno de los metabolitos definidos: dopamina (DA),
acido homovanilico (HVA), acido 3,4-dihidroxifenilacético (DOPAC), 5-S-CysDA y el I-a-metil-3,4-
dihidroxifenil alanina (AMDOPA), como estandar interno. El analisis por masas se realizé mediante
cromatografia HPLC acoplada a espectrémetro de masas (Agilent 6490, LC-Masas de triple
cuadrupolo, QqQ), empleando el modo ionizacidon por electrospray (ESI). Se analizé cada uno de
los metabolitos para obtener su espectro de masas, en el cual se pudiera identificar tanto el ion
molecular, en su relaciéon carga/masa, asi como el pico mas abundante en todo el espectro. La
identificacion sensitiva de cada compuesto se realizd empleando el modo de adquisicién de
monitoreo de ion selectivo (SIM). Posteriormente, cada ion molecular y su pico de mayor
abundancia se optimizaron en las siguientes condiciones de medicion en el detector de masas:
voltaje del fragmentador, dwell, voltaje del capilar, temperatura del gas ionizante, flujo del gas y
presion del nebulizador. Los valores de los parametros de optimizacién para cada compuesto se
muestran en detalle en la Tabla 1. Las condiciones anteriores permitieron asegurar una
selectividad de deteccién de los iones de cada compuesto, asi como en incrementar la sensibilidad
de deteccion.
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Tabla 1. Parametros de optimizacién por espectrometria de masas para la deteccidon de los compuestos
derivados de DAy el conjugado 5-S-CysDA.

Compuesto ion molecular lon a seguir Voltaje Frag (V) Voltaje Capilar (V)
Dopamina 154 154.1 85 3
HVA 182 137.1 60 3
DOPAC 168 123.1 80 3
5-S-CysDA 273 273.1 75 4

Agilent 6490 QQQ, LC-Masas con tecnologia JetStream

Modo del ion ESI (+) para DA, HVA, CysDA y DHBT-1, ESI(-) para DOPAC
Temperatura del gas 350°C

Flujo del gas 11 L/min

Presién del nebulizador (nitrégeno) 18 psi

Dwell time 40 ms

Posteriormente, se determinaron las condiciones de elucién y deteccidon de los metabolitos en
HPLC, empleando las condiciones anteriormente optimizadas por espectrometria de masas. Con
esta finalidad se empled una columna analitica Agilent Pursiut 3 PFP (150 X 2.0 mm, 3 um de
tamafio de particula), en la cual se favorece la retencién de moléculas aromaticas polares. Las
condiciones implementadas en HPLC y en la columna PFP fueron: temperatura en la columna,
30°C; volumen de inyeccidn, 15 uL. Se utilizaron dos fases moviles para eluir los analitos en la
columna: A (agua ultrapura con acido féormico 0.2%) y B (metanol), con un flujo de arrastre de 3
mL/min y empleando una curva de gradiente tal como se describe en la Tabla 2.

Tabla 2. Parametros y condiciones cromatograficas en el método de HPLC para la deteccion y cuantificacion
de los metabolitos.

Parametro Valor
Columna Analitica: Agilent Persuit PFP, 2x 150 mm, 3 um
Temperatura de columna 30°C
Volumen de inyeccion 15 pL
Temperatura de inyector 4°C
Fases moviles A: Agua ultrapura con 2% acido féormico, B: Metanol
Flujo de arrastre 3 mL/min, constante
Gradientes de flujo Curva de Gradiente
0.0 2 j
0.5 2
1.5 20
11.0 40
20.0 60
21.0 2
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Posteriormente, con las condiciones optimizadas en HPLC y espectrometria de masas se
determinaron los tiempos de retencién de cada analito y lograron establecer los criterios analiticos
de cuantificaciéon en el método. Finalmente, se crearon las curvas de calibracion de cada analito,
empleando concentraciones conocidas de cada uno de ellos en un intervalo de 1x10° a 1x10% M,
con la finalidad de establecer los parametros analiticos para determinar los limites de deteccion y
cuantificacion, asi como la sensibilidad del método para cuantificar los compuestos puros. La
determinacién del limite de deteccién se realizdé mediante la integracidn total del area bajo la
curva del pico de cada analito, a la concentracidn dada, y en el tiempo de retencidn previamente
determinado. La cuantificacion de DA, 5-S-CysDA y HVA se realizé por medio de una curva de
calibracion utilizando como estdndar interno la AMDOPA. La curva de calibracién se validé de
acuerdo a los pardmetros establecidos por la Comision de Control Analitico y Ampliaciéon de
Covertura (CCAYAC, 2017) de la COFEPRIS, la cual establece los parametros acepados de intervalo
lineal, intervalo de trabajo, precision, exactitud (recobro), limites de detecciéon (LDD) y de
cuantificacion (LDC). Los pardmetros de precisidén y exactitud se consideraron aceptables cuando
el coeficiente de variacion (CV) es menor al 10 % y el recobro se ubica entre el 60-120 % (CCAYAC,
2017) [135]. Por otro lado, la cuantificacion de DOPAC se realizd mediante una curva de
calibracion con estandar externo y se emplearon los mismos criterios de validacién descritos para
los compuestos anteriores.

3.2.2. Tratamiento y separacion metabolitos por etraccién en fase sélida

Con la finalidad de separar con mayor eficiencia las catecolaminas contenidas en la muestra del
homogenado del tejido cerebral, se empled un cartucho de extraccién en fase sdlida (SPE, del
inglés), (Agilent, SPE Bond Elut). Este cartucho permite crear una adsorcién con alta preferencia
por catecolaminas, mediante variaciones tipo acido-base en el medio, favoreciendo su adsorcién
en la superficie del cartucho mediante enlaces covalentes, formando de un complejo difenil-
boronato catecolamina [136]. La finalidad de emplear el cartucho SPE fue para proporcionar
selectividad de retencidn a las catecolaminas en el cartucho, lo cual reduce la cantidad de matriz
interferente en la inyeccion de la muestra en la columna de HPLC. Lo anterior permitié obtener un
espectro mas limpio y con los picos bien definidos, lo cual incrementa la sensibilidad de deteccién
de cada metabolito.
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Figura 6. Descripcion grafica del procedimiento de separacion de catecolaminas el cartucho SPE. 1. Se
acondiciona el cartucho; 2) adicién y carga de la muestra, se adsorben las catecolaminas; 3) lavado, se
remueven los interferentes y se forma el complejo difenil-boronato-catecolamina; y 4) elucidn, se hace la
extraccion selectiva de las catecolaminas. Figura adaptada de [137].

La adsorcidn y elucién de las catecolaminas en el cartucho SPE se realizé6 mediante cuatro pasos de
tratamiento, previo a la inyeccién del analito en la columna HPLC: 1) acondicionamiento del
cartucho SPE con 1 mL de agua-acetonitrilo (70:30) con acido férmico 1%, 1mL de amortiguador de
lavado (amortiguador de fosfatos 0.5 M a pH 11) y 1 mL de amortiguador fosfatos 0.5 M a pH 8.5;
2) adicidn de los metabolitos, previamente incorporados en el amortiguador de fosfatos (pH 5.6);
3) lavado del cartucho con 1mL de amortiguador de fosfatos y acetonitrilo 5% a pH 8.5; y 4)
elucién con 1 mL agua-acetonitrilo (70:30) con 4cido férmico 1% y secado al vacio durante 3 s.
Posteriormente, la muestra colectada se transfiere en un vial para su inmediato analisis en el
método HPLC-MS. Una representacion esquematica del proceso de separacion en el cartucho SPE
se muestra en la Figura 6.

Previo a la cuantificacién de los metabolitos en el tejido cerebral del modelo animal, se debe
determinar la eficiencia de recobro en todo el método, con la finalidad de descartar el efecto
matriz que aporta la composicién compleja del tejido cerebral. Para este propdsito se homogend
el cerebelo de una rata control del modelo, esa region no debe contener los metabolitos que se
desean analizar. En el sobrenadante del homogenado se agregd una concentracidon conocida de
cada metabolito (DA, HVA, DOPAC, 5-S-CysDA), incluyendo el estandar interno (AMDOPA).
Posteriormente, esa matriz se separé en el cartucho SPE, bajo el mismo procedimiento antes
descrito y finalmente se hizo la inyeccion en el cromatégrafo para cuantificar cada uno de los
metabolitos en el método HPLC-MS establecido. La determinacion del porcentaje de recuperacion,
recobro y exactitud se realizé bajo los parametros analiticos previamente establecidos y bajo los
criterios de la norma CCAYAC, 2017 [135]. El método descriptivo y los resultados obtenidos del
recobro y recuperacion se muestran complementariamente en el Anexo 4.
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3.3. Deteccidon de los metabolitos derivados de DA en el modelo murino de exposicién a ozono

El método HPLC-MS previamente desarrollado fue posteriormente empleado para realizar la
cuantificacion real de los metabolitos en las muestras de los tejidos de cerebro de las ratas del
modelo de exposicion a ozono.

3.3.1. Descripcidn del modelo animal de exposicién a ozono

La manipulacion de los animales se llevd a cabo de conformidad con las directrices del Instituto
Nacional de Sanidad para el Tratamiento de los Animales, la Norma Oficial Mexicana NOM-062-
Z00-1999, y fueron aprobadas por el Comité Interno para el Cuidado y Uso de Animales de
Laboratorio (CICUAL), Facultad de Medicina, UNAM.

Se emplearon ratas macho Wistar que pesaban entre 250-300 g, las cuales fueron alojadas
individualmente en cajas de acrilico con libre acceso al agua y comida (Purina, Minnetonka, MN,
EE.UU.) y mantenidas en una habitacién al aire libre. Las ratas se dividieron al azar en seis grupos,
conteniendo 10 individuos: Grupo 1, control, expuesto a una corriente de aire libre de ozono
durante 30 dias; Grupo 2, expuesto durante 7 dias a ozono; Grupo 3, expuesto durante 15 dias a
ozono; Grupo 4, expuesto durante 30 dias a ozono; Grupo 5, expuesto durante 60 dias a ozono; y
Grupo 6, expuesto durante 90 dias a ozono. Las ratas fueron expuestas a ozono (0.25 ppm)
diariamente durante 4 h. Una vez cumplido el tiempo establecido de exposicidn para cada grupo,
los animales fueron devueltos a sus jaulas de origen y 2 h después fueron anestesiados
profundamente con pentobarbital sédico (50 mg/kg) para después ser decapitadas. Se extrajeron
los cerebros de 3 ratas de cada grupo y se hicieron las disecciones para obtener las regiones del
estriado y la SN. Los tejidos fueron criopreservados a -70°C para posteriormente ser
homogenados. Este modelo se trabajé siguiendo los protocolos de manejo de los animales y
procedimientos de extraccion del cerebro implementados en el grupo de la Dra. Selva Rivas [63,
64].

3.3.2. Deteccion de los metabolitos derivados de DA en homogenados de cerebro de rata del
modelo con ozono por HPLC-MS

La deteccién y cuantificacién de los metabolitos, antes definidos, en las muestras de los tejidos
cerebrales en el modelo de ozono se realizé bajo el siguiente procedimiento: i) se disectaron las
regiones del cerebro de la rata, SN y estriado, en cada uno de tiempos de exposicidon a ozono; ii) se
determind la masa de cada tejido y se adicionaron 500 pL de acido perclérico 0.1 M con EDTA de
5%; iii) el tejido se homogend; iv) la muestra se centrifugd a 14000 rpm durante 15 min; v) se
colecto el sobrenadante, se adicionaron 500 uL del acondicionador de fosfatos pH 8 y el volumen
correspondiente del estdndar interno (AMDOPA) para obtener una concentracién final de 1x10®
M; vi) el homogenado se separé empleando el cartucho SPE, siguiendo el método antes descrito;
vii) se colectd el volumen de la elucidon de los metabolitos para su cuantificacién en el método
HPLC-MS. La descripcion grafica en Figura 7.
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Figura 7. Procedimiento general de la separacidn selectiva de los metabolitos en los homogenados del tejido
cerebral. Las catecolaminas contenidas en el homogenado de SN o estriado son separadas mediante el
cartucho SPE, se colectan los analitos, se inyectan en la columna de HPLC y se cuantifican mediante
espectrometria de masas. Figura adaptada de [138].

3.4. Deteccion de DA y 5-S-CysDA en sistemas nanoestructurados con respuesta amplificada

Con la finalidad de lograr el objetivo 3 previamente descrito, se desarrollé la metodologia que
permitiera mostrar la eficiencia de la espectroscopia SERS en la deteccion de la DA y el conjugado
5-S-CysDA.

3.4.1. Deteccidn de los metabolitos derivados de DA y de 5-S-CysDA asistida con SERS

a) Sintesis de nanoparticulas de plata.

Una solucién coloidal de nanoparticulas de plata fue preparada siguiendo el método convencional
de reducciéon mediada por citratos, reportado por Lee-Meisel [139]. En la sintesis se emplearon 18
mg de nitrato de plata (AgNOs) los cuales fueron afiadidos a 100 mL de agua ultrapura en
ebullicion. Posteriormente, se afiadieron 2 mL de una disolucion de citrato de sodio tribasico 1%,
manteniendo la solucidn en agitacion vigorosa y en ebullicion durante 90 min, después se redujo
la temperatura gradualmente hasta llegar a la ambiente pero manteniendo la agitacién constante.
Al final de la reaccion, la solucion fue de color amarillo verdoso, lo cual es indicativo de la
formacidn coloidal, tal como se ha reportado en la literatura. Finalmente la solucién coloidal fue
caracterizada mediante espectroscopia de absorbancia UV-Vis (Agilent, Cary UV-Vis 5000), con la
finalidad de verificar la banda de superficie plasmodnica, caracteristica de las nanoparticulas de
plata.
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b) Preparacion de fluidos bioldgicos sintéticos.

i) Orina artificial. La preparacion de esta solucién se siguid bajo el protocolo reportado en la
literatura por Yang et al. con ligeras modificaciones [139]. Se prepard una solucion stock de 250
mL afiadiendo: KCl 162.71 mM, CaCl; 13.72 mM, MgS0,4-7H,0 5.92 mM, Na;S04 34.21 mM, NH,CI
86 mM, NH;P04-2H,0 17.05 mM, Na;HPO, 7.25 mM, NaCl 23.69 mM, citrato de sodio 5.46 mM,
creatinina 19.44 mM y urea 832.5 mM. Ademas se afiadiéd 2 mM de acido urico, que representa la
concentracién normal que excreta diariamente una persona sana [140]. La solucién se ajusté a pH
5, se mantuvo a 4°C hasta su uso y por un maximo dos semanas.

ii) Liquido cefalorraquideo artificial (LCF). Esta solucién fue preparada siguiendo el método
reportado por Tamano et al. el cual es comiUnmente empleado en experimentos de transmisidn
sindptica [141]. En una solucién stock de agua ultrapura de 250 mL se afiadieron: CaCl; 2.5 mM,
MgS041.3 mM, KCI 2.5 mM, NaCl 119 mM, NaHCO; 26.2 mM, NaH;PO,; 1.0 mM y D-glucosa 11mM.
El pH de la disoluciéon se mantuvo en 7.3. La solucidn se almacend a 4°C para ser usada por un
periodo maximo de una semana.

3.4.2. Deteccidn SERS de DA y 5-S-CysDA en agua y en fluidos biolégicos sintéticos

a) Preparacion de las muestras. Se prepararon concentraciones conocidas, en un intervalo de 10°
hasta 10® M, de DA en agua ultra pura, pH 7 y de 5-S-CysDA en agua ultrapura, pH 4. Es
importante resaltar que para evitar la oxidacién del 5-S-CysDA las soluciones se mantuvieron
siempre en un pH inferior a 5. Las soluciones de DA y 5-S-CysDA en los fluidos bioldgicos simulados
se hicieron diluyendo los metabolitos en el respectivo medio hasta alcanzar la concentracion
deseada. Las mediciones SERS se hicieron en medio acuoso en una cubeta, es decir se empled un
microtubo de PCR, en el cual se mezclaron 100 pL del metabolito con 100 uL de las nanoparticulas
de plata coloidal, agitado in situ con la misma micropipeta. En los casos de las mezclas donde el
metabolito se encontraba diluido Unicamente en agua, se adicionaron 10 pL de KCl 1M, como
agente agregante, con la finalidad de generar la agregacién de las nanoparticulas. Para los
metabolitos diluidos en la orina sintética o el LCR no fue necesario adicionar el agente agregante.
El mismo orden y condiciones de mezcla se siguieron para todas las mediciones.

b) Adquisiciones SERS. Las mediciones en cubeta se hicieron empleando un microespectrémetro
confocal Raman (WITec, Ulm, Germany) empleando dos diferentes fuentes de excitaciéon laser a
longitudes de onda de 488 y 514 nm. La fuente de generacidn laser empleada fue un laser de
estado sdlido bombeado por diodos de onda continua. El haz del Iaser fue enfocado a mitad de la
solucion mediante un objetivo 20X (Zeiss, N.A. 0.9). Las potencias empleadas fueron 5 mW y 30
mW para los laseres de 488 y 532 nm, respectivamente. En todos los casos se colectaron 100
espectros por cada medicidn, con 1 s de tiempo de integracién. Los espectros SERS se colectaron
empleando una rejilla de 600 lineas por mm, favoreciendo una resolucién espectral de 5 cm™. La
deteccion se realizé empleando un detector CCD de enfriamiento termoeléctrico.
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c) Tratamiento y andlisis de los espectros SERS. Los espectros se pre-procesaron manualmente
empleando el software Witec project 5.1, con la finalidad de remover los rayos cdsmicos; realizar
correccion de linea base y suavizado, basado en el método Savinsky-Golay, empleando una
ventana de 5 puntos con un algoritmo de segundo orden. Los 100 espectros de cada medicién se
promediaron para obtener un Unico espectro representativo. El procesamiento analitico para
determinar la cuantificacién de cada metabolito en cada una de las concentraciones establecidas
se realizd mediante GnuR, en un algoritmo previamente escrito para dicho propdsito. Se
seleccionaron al menos 4 bandas caracteristicas de cada espectro SERS, con la finalidad de
determinar el limite de deteccién de cada analito. Se integré el area bajo la curva de cada una de
las bandas, en funcién de cada valor de concentracién conocido de cada analito, obteniendo su
abundancia en nm. Finalmente se obtuvieron los valores analiticos de la correlacion lineal, con los
valores antes establecidos para determinar la pendiente, ordenada al origen y el coeficiente de
correlacién lineal.

3.4.3. Adsorcion y deteccion de 5-S-CysDA en sustratos grafénicos

Con la finalidad de lograr el objetivo particular 4, como prueba de concepto, se evaluaron los
sustratos grafénicos, 6xido de grafeno (GO) y 6xido de grafeno reducido (rGO) para adsorber
superficialmente el conjugado 5-S-CysDA y ser detectado mediante la espectroscopia Raman.
Ademas, se estudiaron los fenédmenos de interaccidn fisicoquimica involucrados en la adsorcidn de
5-S-CysDA sobre GO.

3.4.3.1. Preparacion de los sustratos grafénicos para la adsorcion y caracterizaciéon de 5-S-CysDA

a) Sintesis de rGO. Se realizé siguiendo el método de reduccidn asistida por citratos [142]. Se
emplearon 25 mL de una dispersién de GO a 0.1 mg/mL, la cual fue adquirida comerciablemente a
Graphenea (San Sebastian, Espafia). La solucién de GO mantenida en agitacién y reflujo (80-90 °C)
se afiadieron 30 mg se citrato de sodio; se mantuvieron dichas condiciones durante 3 horas y al
final de la reaccidon la solucién se enfrié en agitacién hasta temperatura ambiente. Se retird el
exceso de citratos, lavando consecutivos en una centrifuga. La solucidon de rGO fue finalmente
redispersada en 10 mL de agua desionizada en un bafio ultrasénico y posteriormente
caracterizada, mediante espectroscopias UV-Vis, XPS, Raman e FTIR, con la finalidad de verificar la
obtencién del rGO.

b) Preparacién de sustratos de GO y rGO. Se prepard una solucién stock de GO a 100 ppm en agua
desionizada, la cual se mantuvo en bafio ultra sénico durante 1 h, con la finalidad de dispersar y
homogeneizar las laminillas de GO. Un sustrato sélido de espejo de aluminio fue empleado como
el soporte para fabricar los sustratos GERS. Se depositaron 10 uL de la solucidon de GO o rGO sobre
el soporte de aluminio. La gota de GO o rGO se secd primero en un desecador a temperatura
ambiente y después se depositaron 3 pL de la solucidon acida de 5-S-CysDA, distribuyéndose
perfectamente sobre toda la gota del sustrato seco. Los sistema 5-S-Cys-DA/GO/Al y 5-S-Cys-
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DA/rGO/Al se secaron en un desecador y a temperatura ambiente para realizar su posterior
analisis por espectroscopia Raman.

c) Analisis espectroscépico Raman y GERS. Las mediciones Raman se realizaron empleando un
microespectrometro Raman WITec alpha 300R (Ulm, Germany). Se empleé una fuente de
excitacion laser a 532 nm de longitud de onda, originada de una fuente de estado sélido Nd:YVO.,.
El laser incidente fue enfocado a través de un objetivo 100X (Zeiss, 0.9 de apertura numérica
(NA)), localizando varias regiones de la gota seca de los sustratos preparados. Los espectros
Raman se adquirieron con una potencia de laser de 3.56 mW, 4 s de integracion vy 20
acumulaciones. Se empled una rejilla de 672 lineas por mm, logrando una resolucién de 5 cm™y
un detector CCD enfriado termoeléctricamente. Como primera prueba se intentd colectar un
espectro Raman del producto 5-S-CysDA liofilizado, depositado Unicamente sobre el soporte de
aluminio. Sin embargo, la muestra se hidrataba rapidamente, y se adquiria Unicamente una
intensa banda de fluorescencia que cubria todo el espectro Raman. El analisis de los sistemas 5-S-
Cys-DA/GO/Al y 5-S-Cys-DA/rGO/Al se realizé adquiriendo varios espectros puntuales Raman,
colectados aleatoriamente en la zona media de la gota seca. Posteriormente, los espectros fueron
pre-procesados para la remocién de rayos césmicos y la correccion de la linea base; se obtuvo un
espectro promedio de cada sistema para su posterior asignacion de bandas.

d) Andlisis por espectroscopia FTIR de la adsorcidén de 5-S-CysDA sobre GO. Se obtuvieron los
espectros FTIR de referencia de los compuestos de GO y 5-S-Cys-DA, empleando un espectrometro
Nicolet iS50R (Thermo Scientific, USA) equipado con un aditamento de reflectancia total atenuada
(ATR, del inglés) con cristal de diamante, como se describid previamente. Posteriormente, se
prepard una mezcla semisélida de la soluciéon de 5-S-Cys-DA con GO. La mezcla se montd en el
cristal de diamante y se adquirieron varios espectros IR. Se obtuvo un espectro promedio de las
diferentes mediciones del complejo 5-S-CysDA/GO.

3.4.3.2. Estudio experimental y tedrico de la adsorcidn de 5-S-CysDA sobre GO

Con la finalidad de aportar informacién adicional del proceso de adsorcién del conjugado 5-S-
CysDA sobre GO, aparte de los métodos experimentales antes descritos, se emplearon también
métodos de simulacién computacional. En dicho estudio, se disefiaron primero diferentes tipos de
arreglos de las configuraciones de la molécula de 5-S-CysDA y de la estructura de GO,
considerando variaciones en la protonacion del conjugado, asi como de la moléculas de agua en el
complejo disefiado. Posteriormente, sus energias potenciales fueron exploradas y optimizadas con
el método de recocimiento simulado por el cddigo ASCEC. Las conformaciones energéticamente
mas bajas de los disefios moleculares anteriores, fueron optimizadas empleando el nivel de teoria
B3LYP-D3/DZVP con el software NWChem. Una vez optimizado, todas las moléculas de agua
fueron eliminadas, y el sistema fue reoptimizado bajo el mismo procedimiento, obteniendo las
estructuras de conformacidon minima y las mas estables. Ademas, las energias de interaccion, asi
como su clasificacién en términos de energias electrostatica, polarizacidn, dispersion y repulsidn
(Pauli), de los complejos sin la presencia de agua fueron calculados empleando la aproximacién
CE-B3LYP/6-31G (d,p), con la paqueteria Crystal Explorer. Por Gltimo, un analisis mediante la teoria
cuantica de los 4tomos en las moléculas (QTAIM) y el método de interacciones no covalentes (NCI)
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se realizaron con una cuadricula de algoritmos, acelerada por una unidad de procesamiento de
graficos (GPU), con la finalidad de obtener el tipo y fuerza de las interacciones involucradas en la
adsorcién de 5-S-CysDA sobre GO. La metodologia detallada del analisis computacional puede ser
revisada en el trabajo publicado de esta seccién [143].

3.5. Analisis estadistico

Los analisis estadisticos se realizaron con el software GraphPad PRISM, empleando el analisis
ANOVA unidireccional (one-way), mediante la prueba de Kruskal-Wallis, para determinar si hay
una diferencia estadisticamente significativa entre los grupos (p < 0.05). Esta prueba de tipo no-
paramétrica, la cual compara tres o mas grupos que no se encuentran relacionados entre si. Los
parametros estadisticos se obtuvieron comparando el rango medio de cada columna con el rango
medio de la columna control. Todas las representaciones graficas en percentil de los datos
denotan la media + SEM.
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4. RESULTADOS Y DISCUSION

4.1. Caracterizacion de sintesis, separacion y purificacion de 5-S-CysDA
4.1.1. Separacion y caracterizacion de 5-S-CysDA mediante UV-Vis

El conjugado 5-S-CysDA fue guimicamente sintetizado mediante la ruta de oxidacién de la DA,
asistida con el complejo de cerio (IV). Esta ruta permite oxidar a la dopamina de forma controlada,
a pH acido, favoreciendo la obtencidn mayoritaria del conjugado 5-S-CysDA [41]. Sin embargo,
esta mezcla de reaccién, ademads de 5-S-CysDA también se obtiene la formacién de los isémeros 2-
S-CysDA y 2,5, di-S-CysDA, por lo que se realizd la separacion de 5-S-CysDA mediante
espectrofotometria UV-Vis. En la Figura 8 se muestran los espectros de absorbancia del
seguimiento de la separacidén de 5-S-CysDA de la ruta de sintesis empleada. La mezcla de reaccion
contiene productos de DA sin reaccionar, DA oxidada y los isdmeros de 5-S-CysDA. Se ha
reportado que cada uno de estos productos presenta bandas distintivas de absorcién en el
espectro de absorbancia [132]. La DA sin reaccionar fue monitoreada en un maximo de absorcién
a A= 281 nm, la cual fue eliminada después de la primera elucién con HCI 0.5 M en la columna de
intercambio; consecutivamente la DA-0-Q, que presenta un banda ancha de absorbancia a partir
de los A= 340 nm también se eluye en estas condiciones (Figura 8a). Posteriormente, la elucién de
los isdmeros de 5-S-CysDA se realizé empleando una mayor concentracién de HCl (3 y 4M). La
presencia de esos isdmeros se ve reflejado por el surgimiento de nuevas bandas y el
desplazamiento en la posicién de los maximos de absorcidn de las existentes. Se distingue la la
aparicién de nuevas bandas en las posiciones a 220, 237 y 254 nm, los cuales son indicativos de la
aparicién de los sidmeros 2-S-CysDA y 2,5,di-S-CysDA (Figura 8b) [134, 144]. Conforme se
incrementa el nimero de eluciones con HCl 4M, la banda a 253 nm se mantiene en dicha posicidn
con variaciones en su intensiadad, en tanto la banda a 285 nm se desplaza considerablemente
hasta 292 nm (Figura 8c). Lo anterior permitid verificar que el conjugado ha sido sintetizado y se
separd del resto de sus isdmeros de la mezcla de reaccidon. Sin embargo, como medida para
asegurar la pureza del producto, se realizé una posterior purificacion mediante HPLC en fase
reversa con deteccién espectrofotométrica, tal como se describe en la metodologia, en la cual se
fijaron los maximos de absorcién a 254 y 294 nm y colectando Unicamente el producto eluido en
esos parametros. El producto puro fue caracterizado nuevamente mediante espectrofotometria
UV-Vis, obteniendo Unicamente los maximos a 254 y 294 nm (Figura 8d); estas bandas se originan
por las transiciones m- n* del anillo aromatico y de las transiciones n- * del grupo del acido
carboxilico [145]. Ademas, empleando el coeficiente de extincion molar del 5-S-CysDA a A= 294 nm
(3000 Mt cm?), se calculd la concentracién del compuesto en la solucidn. La identificacién de este
conjugado mediante espectrofotometria UV-Vis es una estrategia que podria permitir su rapida
deteccion. Sin embargo, esta herramienta carece de selectividad y limitada sensibilidad al
momento de su identificacién en biofluidos bioldgicos, donde la concentracién de este conjugado
se encuentra en el orden nM; por lo que esta herramienta se emplea en este trabajo Unicamente
como método de caracterizacidn rapida, siempre y cuando el compuesto se encuentre puro.
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Figura 8. Espectros de absorbancia UV-Vis durante la sintesis y separacién del conjugado 5-S-CysDA. a)
Eluciones con HCl 0.5 M en la primera columna de intercambio idnico para eliminar la DA no reaccionada y
los residuos de DA oxidada; b) Eluciones con HCl, 3M para separar y eliminar isémeros del 5-S-CysDA (2-S-
CysDA, 2,5-S-di,CysDA), conforme se incrementa el volumen de HCl aparecen nuevas bandas en diferentes
longitudes de onda y ocurre desplazamientos a mayores longitudes de onda de las bandas existentes; c)
Eluciones con HCl, 4M permite separar los isomeros de 5-S-CysDA en su totalidad; y d) Elucidn con HCI, 2M
en la segunda columna para obtener Unicamente los maximos a 254 y 293 nm, caracteristicos del conjugado
5-S-CysDA.

4.1.2. Analisis y caracterizacion por espectrometria de masas y espectroscopia infrarroja

Posterior a la sintesis y purificacion del conjugado 5-S-CysDA, éste fue también caracterizado
mediante espectrometria de masas (MS) y espectroscopias de infrarrojo (IR), con la finalidad de
asegurar la identidad estructural del compuesto y ser empleado posteriormente como estandar en
los analisis de tipo cualitativo y cuantitativo. En la Figura 9a se presenta el espectro de masas del
5-S-CysDA, adquirido mediante ionizacion por electrospray (ESI) en modo positivo, en el cual se
distinguen varios picos correspondientes a las diferentes masas de fragmentacién de la molécula
posterior a su ionizacion. El espectro de masas es dominado por un pico intenso a 273 m/z,
correspondiente al ion molecular del compuesto. La gran intensidad de este pico en el espectro
indica que el producto de sintesis se encuentra puro y la composicion quimica corresponde
integralmente al conjugado 5-5-CysDA, tal como se ha reportado en la literatura [146].
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El producto puro sintetizado también fue caracterizado mediante espectroscopia IR. Cabe
mencionar que este es el primer reporte experimental presentado en la literatura de la
caracterizacion por IR del 5-S-CysDA. En la Figura 9b se presentan el espectro IR del producto
liofilizado, adquirido mediante ATR. En el espectro se presentan los niumeros de onda de las
principales bandas, las cuales fueron asignadas recurriendo a compendios en la literatura.
Caracteristicamente las bandas en las posiciones de nimero de onda en 3480, 3438, 3214 y 3054
cm? indican la presencia de los grupos NHs*, OH, CH y CH,, respectivamente, asignadas a sus
modos de estiramientos. La banda en 1731 cm™, es caracteristica del modo de estiramiento C=0,
indica la presencia del acido carboxilico de la unidad de la L-Cys. Las dobles bandas a 1627 y 1612
cm?, las cuales resultan ser las mas intensas en todo el espectro, son correspondientes al modo de
estiramiento C=C del anillo aromatico cuando el 3tomo de azufre se encuentra unido
covalentemente en su posicion lateral [147]. Las bandas a 1488 y 1348 cm™, originadas de los
modos de deformacion de los grupos OH, confirma la presencia de los grupos catecoles en la
estructura de la molécula de DA. Una descripcidn detallada de las bandas IR y su completa
asignacién se encuentra en el Anexo 2 [143]. Esta caracterizacidon ha permitido corroborar de
forma complementaria la estructura molecular del conjugado sintetizado; ademas, el espectro IR
del conjugado sera empleado como referencia para el estudio de las interacciones de adsorcidn
con los sustratos grafénicos a describir en las secciones posteriores.

Acquisition Parameter
on Source Type s ion Polartty Eosltive Aremating lon Folartty o
Mass Range Mode  St/Mormal Scan Begh 100 miz Scan End 1000 miz
Caplllary Ext 103 4 Vit Skim 1 40.0 Vit Trap Drive. 232
Accumulation Time 2232 s Averages 5 Spectra At MSIMS ar

ntans S, 0.0-1.0mn #12-50), 1000=1012228
w108 a0
10

a) b)

3438

Absorbancia

3214

Intensidad Relativa

3054

5452
T T T T T T T T 1
IO azma l 1000 1200 1400 1600 2800 3000 3200 3400 3600

IEIE'. o ZDC o .:v-J:). i 400 o .EIED- . -SI.II. o F'iU- o -Etﬂ. o !4]U o -I!'l‘l

m/z

Numero de onda (cm™)

Figura 9. Caracterizaciéon estructural y espectroscopica del conjugado 5-S-CysDA. a) Analisis por
espectrometria de masas del conjugado después de su sintesis, mediante ionizacidn por electrospray (ESI+),
distinguiendo el pico mas abundante en 273 m/z, correspondiente a su masa molecular. b) Caracterizacion
mediante espectroscopia de infrarrojo del 5-S-CysDA, indicando los nimeros de onda de las principales
bandas en el espectro, las cuales corresponden a los principales grupos funcionales en la estructura
molecular del conjugado. El andlisis detallado de la asignacién de las bandas se encuentra en Anexo 2 [143].
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4.2. Deteccion cromatografica de metabolitos de dopamina mediante el método HPLC-MS

4.2.1. Parametros analiticos del método HPLC-MS para la deteccion y cuantificacion de
metabolitos derivados de DA

Trabajos en la literatura han reportado métodos basados en HPLC-MS, combinando novedosas
herramientas, tales como el uso de columnas de alta especificidad y cartuchos de extraccién
selectiva, lo cual ha mejorado la sensibilidad de deteccién y cuantificacion de la DA y sus
metabolitos mas comunes, tales como la epinefrina o la norepinefrina, en fluidos bioldgicos de
pacientes con diversas patologias [148]. Siguiendo estas estrategias, en este trabajo se desarrollé y
optimizé un método analitico de uso continuo mediante HPLC-MS, con la finalidad de identificar y
cuantificar los metabolitos derivados de DA en las muestras de cerebro, provenientes del modelo
animal con ozono. En la Figura 10 se muestran los espectros de masas de los metabolitos
comerciales DA, HVA, DOPAC y AMODA (estandar interno), asi como del conjugado 5-S-CysDA
previamente sintetizado. En estos espectros se indica tanto el ion molecular, que corresponde al
peso molecular de cada compuesto, como el pico mas abundante, el cual se refiere a la masa del
producto o fragmento molecular que se mantiene mas estable y de mayor abundancia después de
la ionizacidon. Este anadlisis permite identificar por un lado, el pico mas abundante que serd
empleado en la deteccidén y cuantificacion en la muestra compleja, y por otro lado, se evita
seleccionar picos repetitivos entre los compuestos que pudieran aportar un valor adicional en la
cuantificacion total de cada metabolito. Se distingue que el pico seleccionado de cada metabolito
(los sombreados en el espectro) corresponde a una masa independiente, lo cual permite asegurar
una deteccidn selectiva para cada compuesto en los analisis de la muestra compleja.

Posteriormente, la mezcla de esos metabolitos fue separada empleando una columna polar
hiperfluorada C18, con la finalidad de identificar la forma del pico y los tiempos de retencidn,
siguiendo el ion principal de cada metabolito. En la Figura 11 se muestra el cromatograma de la
separacion en la mezcla de los metabolitos, indicando sus respectivos tiempos de retencién. Las
condiciones optimizadas de separacidn en la columna permiten identificar los metabolitos en el
siguiente orden de elucién: DA, 5-CysDA, AMDOPA y HVA, con los tiempos de retencién de 3.5,
4.1, 5.5 y 11.6 min, respectivamente. Ademas, bajo estas condiciones es perfectamente
distinguible cada uno de los picos de cada metabolito, lo cual facilita integrar el ancho de banda y
obtener su area para determinar los valores cuantitativos de la concentracidon de cada metabolito
en la mezcla compleja.
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Figura 10. Espectros masas de los metabolitos derivados de dopamina. Se indica la estructura molecular, el
ion molecular y los picos base, aquellos sombreados en color en cada espectro, que fueron empelados para
su identificacion en el método HPLC-MS. *AMDOPA fue empleado como estdndar interno en la calibracion.
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Figura 11. Cromatograma de la separacion en modo ESI positivo de los metabolitos DA, 5-S-CysDA, HVA,
AMDOPA en el método HPLC-MS. Se indican sus tiempos de retencion (Tr), los compuestos fueron
identificados empleando sus picos base de fragmentacion, previamente establecidos en por MS.

Se realizaron varias repeticiones de separacidon de los metabolitos con el método HPLC-MS
previamente establecido, empleando diferentes concentraciones, en un intervalo de 1x10° M
hasta 1x10® M, con la finalidad de trazar las curvas de calibracién para cada uno de ellos y
establecer los limites de deteccidn y cuantificacidon. En la Figura 12 se muestran las curvas de
calibracion para los metabolitos DA, 5-S-CysDA y HVA, analizados en el modo ESI positivo, en tanto
DOPAC fue analizado en el modo ESI negativo. En la Tabla 3 se presenta el resumen de los
parametros de linealidad, correlacion, intervalo de deteccidn, limite de deteccion y limite de
cuantificacion para cada metabolito. Se distingue un coeficiente de correlacién lineal mayor a 0.98
para los cuatro metabolitos, lo cual permite detectar el metabolito con alta sensibilidad y en un
imites de deteccion para cada metabolito

amplio rango de concentracidn. Se determinaron los
bajo el criterio IUPAC; la sefial del blanco mas tres veces su desviacidén estandar. Los limites de
detecciéon alcanzados con este método para los cuatro metabolitos se encuentra en el orden de
1x107 M. Estas curvas de calibracidn y los pardmetros de linealidad de la cuantificacion se
emplearon para estimar la concentracion total de los metabolitos en la matriz del tejido analizado.
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Figura 12. Curvas de calibracion de los metabolitos identificados mediante el método HPLC-MS
implementado. Gréfica de la integracidon del area del pico base respecto a la concentracion del metabolito.

Los pardmetros de regresion lineal vy las variables analiticas
detallados en la Tabla 3.

de los limites de deteccidn y cuantificacion son

Tabla 3. Resumen de los pardmetros analiticos de deteccidn y cuantificacién para cada metabolito mediante

el método HPLC-MS

Pardmetros/Metabolito DA 5-S-CysDA HVA DOPAC
Coef. de Correlacién (R?) 0.996 0.981 0.998 0.999
Pendiente 5.82E10 1.808E10 1.097E10 8.0E7
Intervalo lineal 1x107a8x10°*M 6x107a8x10°°M 1x107a8x10®M 1x107a8x10°M
Limite de deteccion 1x107M 6x107 M 1x107M 1x107M
Limite de cuantificacion 2x107M 8x107M 2x107M 4x107M
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Por otro lado, con la finalidad de verificar la deteccién de los metabolitos y la eficiencia del
método, se realizaron pruebas analiticas de la determinacidon del porcentaje de recuperacion y
recobro. Dichas pruebas se realizaron empleando el homogenado de cerebelo de una de las ratas
del modelo de ozono, en el cual la muestra se fortificd con la mezcla de los metabolitos a una
concentracién conocida. Se siguieron los métodos analiticos de separacién en cartucho de
extraccién en fase sdlida, inyeccidn, separacién y andlisis bajo las condiciones antes descritas en la
seccidon de métodos. Las gréficas y resultados obtenidos se presentan en las Figuras 1-2 del Anexo
4. Los recobros obtenidos de cada metabolito se encuentran en un rango de 60-80%, que de
acuerdo a los criterios de la CCAYAC,2017, previamente descritos, por lo que se consideran
aceptables, estos pardmetros permite garantizar la robustez del método y cuantificacidn sensible
aun en muestras complejas.

4.3. Cuantificacion de los metabolitos mediante HPLC-MS en homogenados de cerebro del
modelo animal de ozono

4.3.1. Cuantificacion de metabolitos en SN

El método analitico de HPLC-MS fue implementado para la identificacion y cuantificacién de los
compuestos DA, HVA, DOPAC y 5-S-CysDA en el estriado y la SN de las ratas del modelo de ozono.
Se colectaron los tejidos de la SN y el estriado de tres ratas de cada grupo; cada ensayo se realiz
en mediciones por triplicado.

En la Figura 13 a-c se presentan graficamente las concentraciones de los metabolitos de DA, HVA y
5-S-CysDA en la SN en los diferentes tiempos de exposicién a ozono. Cabe mencionar que con este
método no fue posible cuantificar el metabolito DOPAC, ya que se encontraba por debajo del
limite de deteccidn ( <1x107 M). El resumen de los parametros estadisticos del andlisis se presenta
de forma resumida en las Tablas 1-2 en el Anexo 5. En la Figura 13a se observa que la
concentracién de DA en la SN presenta una tendencia constante de disminuir conforme se
incrementa el tiempo de exposicién a ozono. La concentraciéon de DA disminuye rapidamente
durante los primeros 7 y 15 dias del tratamiento, a pesar que su valor estadistico no es
significativo, lo cual se debe al reducido nimero de animales empleados en el ensayo. Sin
embargo, al emplear un mayor nimero de ratas mejoraria la correlaciones estadisticas. Se
distingue que a los 30 dias, la concentracidn de DA es significativamente reducida (p <0.01) en mas
del 50%, respecto a la concentracion del grupo control y al final del tratamiento la DA disminuyé
significativamente en un 90% respecto al grupo control (p <0.001). El conjugado 5-S-CysDA (Figura
13b) se encuentra por debajo del limite de detecciéon en el grupo control y a los 7 dias del
tratamiento, imposibilitando su deteccidn. Sin embargo, su concentracién en la SN incrementa
considerablemente a partir de los 15 dias; dicha concentraciéon es mayor conforme se incrementa
la exposicidn, en la cual su valor se duplica a los 60 dias, manteniéndose constante hasta el final de
la exposicion. Por otro lado, el metabolito HVA (Figura 13c) disminuyd progresivamente desde el
inicio del tratamiento, resultando ser estadisticamente significativo en los 30 dias del tratamiento;
nuevamente los valores a los 7 y 15 dias no logran ser significativos debido al reducido nimero de
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ratas empleadas en el andlisis. Interesantemente, después de 60 dias de exposicién la
concentracion de HVA se redujo significativamente en un 90% (p <0.001), respecto a la
concentracién del grupo control, dicho valor se mantuvo constante hasta el final del tratamiento.
En la Figura 12d se resumen graficamente las tendencias de la concentraciéon de los tres
metabolitos cuantificados en la SN de las ratas del modelo, en funcién del tiempo de exposicién de

ozono.
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Figura 13. Cuantificacion mediante HPLC-MS de los metabolitos en sustancia nigra (SN) en el modelo animal,
respecto al tiempo de exposicion de ozono: a) Dopamina (DA); b) conjugado 5-S-Cisteinil-dopamina (5-S-
CyDA); c) acido homovanilico (HVA); y d) descripcién comparativa de la evolucion de la concentracion de los
metabolitos DA, 5-S-CysDA y HVA, en la SN durante el transcurso del tiempo de exposicion de las ratas a
ozono. Numero de ratas n=3, andlisis de muestras por triplicado. Parametros estadisticos: * (p <0.05), ** (p
<0.01) y **** (p <0.001).
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4.3.2. Cuantificacion de metabolitos en el estriado

El método de HPLC-MS también fue empleado para detectar y cuantificar los metabolitos
derivados de la DA en la regién del estriado de las ratas en el modelo de ozono. Se lograron
cuantificar los cuatro metabolitos de interés: DA, HVA, DOPAC y 5-S-CysDA. En la Figura 14 se
muestran las representaciones graficas individuales de las concentraciones de cada metabolito, en
los diferentes tiempos de exposicién a ozono.

Los niveles de DA presentan una tendencia a disminuir durante los primeros 30 dias de exposicién,
sin ser significativamente estadisticos, debido a la alta dispersion de los datos entre cada ensayo.
Sin embargo, los valores disminuyen drasticamente y de forma significativa a los 60 y 90 dias
después del tratamiento (p <0.001) (Figura 14a). La concentracion del conjugado 5-S-CysDA en el
estriado incrementd de forma constante desde el primer momento de la exposicidon a ozono,
siendo significativo a los 15 dias. Sin embargo, a los 60 dias del tratamiento la concentracién del
conjugado disminuye ligeramente, sin ser estadisticamente significativo, pero dicha concentraciéon
incrementa nuevamente y de forma significativa al final de la exposicion (p <0.001) (Figura 14b).

Los niveles de HVA en el estriado presentan una tendencia a disminuir conforme se incrementa el
tiempo de exposicion. Sin embargo, dichos valores no son significativamente estadisticos entre
cada grupo de tratamiento respecto al grupo control (Figura 14c). Finalmente, la concentracién del
metabolito DOPAC disminuyd a lo largo de la exposicion a ozono, siendo estadisticamente
significativo a los 15 dias del tratamiento (p <0.05). Interesantemente, la concentracién de DOPAC
a los 90 dias de exposicion es drdsticamente disminuido en mas del 80%, respecto a la
concentracién de los grupos controles (Figura 14d). En la Figura 14e se presenta un resumen
grafico de la tendencia de la concentracién de los metabolitos en el estriado de las ratas, en
funcién del tiempo de exposicidén a ozono.

La cuantificacion de los metabolitos DA, HVA, DOPAC y el conjugado 5-S-CysDA tanto en el
estriado como en la SN de ratas expuestas a bajas dosis de ozono, permite evaluar indirectamente
el metabolismo de las neuronas dopaminérgicas en estas dos regiones. De forma general, los
productos DA, HVA y DOPAC disminuyen su concentracidon conforme se incrementa el tiempo de
exposicion a ozono. Es de esperar que los niveles de estos metabolitos se encuentren en
diferentes concentraciones en la SN y en el estriado, dada la diversidad de células presentes en
cada region y debido a las variaciones en sus funciones metabdlicas [ 27, 149]. La DA se sintetiza
en la SN, donde existe mayor abundancia de neuronas dopaminérgicas, por lo que se espera una
mayor concentracion de DA respecto al estriado, que es donde la DA es liberada. Estas tendencias
se ven corroboradas con los resultados cuantitativos obtenidos en este analisis. La disminucion de
la concentracion de DA en estas dos zonas, durante el transcurso de la exposicidon a ozono, podria
ser explicada debido a que: i) se agote la disponibilidad de DA en la célula de forma progresiva en
el tiempo; ii) ocurre la transformacién de DA en otros productos derivados; iii) la formacién de DA
es disminuida por la alteracién de alguna de las enzimas o cofactores fundamentales para su
sintesis, o que; vi) existe pérdida neuronal dopaminérgica en la rata durante el transcurso de la
exposiciéon a ozono. Las hipdtesis anteriores podrian ser evaluadas en trabajos posteriores, de
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forma complementaria al emplear el mismo modelo animal, con la finalidad de correlacionar el
dafio celular en la SN por efecto de la induccidn de la exposicidén a ozono.
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Figura 14. Cuantificacion mediante HPLC-MS de los metabolitos en el estriado en el modelo animal, respecto
al tiempo de exposicidon a ozono: a) Dopamina (DA); b) conjugado 5-S-Cisteinil-dopamina (5-S-CysDA); c)
acido homovanilico (HVA); d) Acido 3,4-Dihidroxifenilacético (DOPAC); y e) descripcién comparativa de la
evolucion de la concentracion de los metabolitos DA, 5-5-CysDA, HVA y DOPAC en el estriado, a lo largo del
tiempo de exposicion de ratas a ozono. Numero de ratas n=3, analisis de muestras por triplicado.
Parametros estadisticos: * (p<0.05), ** (p<0.01) y **** (p<0.001).
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Por otro lado, los metabolitos HVA y DOPAC, disminuyeron su concentracion tanto en la SN como
en el estriado a lo largo de la exposicidon a ozono. Inicialmente, los niveles de HVA en el grupo
control son mayores en el estriado que en la SN, lo cual es de esperarse dado que el HVA es
sintetizado por los atrocitos que se encuentren cercanos a las conexiones de la terminal sindptica,
lo cual estara ocurriendo con mayor actividad en el estriado [150]. La disminucidon de este
metabolito corrobora el hecho que el metabolismo de los astrocitos se ve reducido ante la menor
disponibilidad de DA en la SN. Varios trabajos en la literatura han reportado la disminucién de los
niveles de HVA, asociados al agotamiento de DA, en modelos animales de neurodegeneracién e
incluso en pacientes con EP [151, 152]. Sin embargo, algunos de estos estudios han llegado a
resultados contradictorios, limitando el que se pueda definir la tendencia general de dicho
metabolito ante un evento de neurodegeneracion en la SN. Los resultados obtenidos en este
trabajo podrian aportar una referencia adicional para corroborar la tendencia de disminucién de
este metabolito, empleando un modelo animal de neurodegeneracidn progresiva. Por otro lado,
en los resultados previamente obtenidos, el producto DOPAC fue Unicamente cuantificable en el
estriado, el cual puede provenir tanto de la degradaciéon enzimatica de DA en la neurona
dopaminérgica, asi como del metabolismo de las los astrocitos [27]. Ademas, se ha reportado que
la mayoria del DOPAC se produce cuando la DA es recapturada en la terminal sindptica del axén, lo
cual estaria ocurriendo favorablemente en el estriado [153]. La disminucién en la concentracion
de DOPAC, de forma semejante a la concentracidon de HVA, refleja una consecuencia directa de la
disminucion de la disponibilidad de DA tanto en la SN como en el estriado. Es interesante notar
que las concentraciones de DA, HVA y DOPAC disminuyen conjuntamente de forma considerable a
los 60 dias de la exposicién a ozono, lo cual indica que el tratamiento con ozono genera una
alteracion severa sobre el metabolismo de la neurona dopaminérgica, afectando tanto su sintesis
como su metabolismo.

El conjugado 5-S-CysDA presenta un incremento de su concentracién tanto en la SN como en el
estriado, conforme se incrementa el tiempo de exposicidon a ozono; siendo la SN la que presenta
una mayor concentracion de este producto a mayor tiempo de exposicidn. Estos valores sugieren
que el metabolismo de la DA en la SN tiende a dirigirse mayoritariamente hacia su ruta de
degradacion oxidativa, lo cual ocurre en un tiempo intermedio-avanzado de la exposicidn a ozono.
El hecho anterior también se ve reflejado por la disminucién considerable de los metabolitos HVA
y DOPAC, a tiempos mas largos de exposicién a ozono. La formacion del conjugado 5-S-CysDA y su
incremento en el cerebro de las ratas, sugiere que el ozono podria estar facilitando la ruta
oxidativa de la DA. Esta divergencia podria ser intensificada debido a la formacién constante de
ERO y radicales libres, los cuales se formen después de una exposicidon prolongada al ozono [154].
En estas condiciones la formacién constante de ERO también podria estar favoreciendo la
oxidacion de la DA, llevando a la formacidn intracelular de quinonas de dopamina, las cuales
podrian estar reaccionando rapidamente con el glutation o la L-Cys que se encuentren disponibles
tanto en la SN como en el estriado, formando el conjugado 5-S-CsyDA. Lo anterior podria explicar
el incremento observado de dicho conjugado en la SN, a tiempos mds largos de exposicién a ozono
[155].
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Este trabajo integra experimental y analiticamente el estudio del metabolismo de la DAen laSNy
en el estriado, mediante la evaluacién de los siguientes parametros cuantitativos: 1)
determinacién total de DA, como forma indirecta para evaluar el comportamiento de los niveles
de DA procedentes de la neurona dopaminérgicas; 2) cuantificacién de los niveles de HVA vy
DOPAC para evaluar el metabolismo enzimdatico tanto de la neurona dopaminérgica como de las
células gliales; y 3) cuantificacion de los niveles del conjugado 5-S-CysDA para evaluar la ruta de
degradacion oxidativa de la neurona dopaminérgica. Los resultados anteriores también han
permitido determinar los intervalos de tiempo en el que los niveles de DA han sido
completamente atenuados vy llevan a la formacién del conjugado 5-S-CysDA en la rata, lo cual se
podria establecer que ocurre durante los 30 y 60 dias de exposicidon a ozono. La evidencia anterior
sugiere que el cuantificar los niveles totales de este conjugado permitiria estudiar el metabolismo
oxidativo en la SN. Ademas, los resultados aqui obtenidos también refuerzan la propuesta de
emplear el 5-S-CysDA como un biomarcador, de aparicion temprana, de un evento de
neurodegeneracién en la EP. Sin embargo, trabajos adicionales son requeridos, en los cuales se
empleen otros modelos animales de EP, tales como el modelo de MPTP o 6-OHDA, asi como
extender su cuantificacién en fluidos bioldgicos, como en LCR o suero, permitirdn definir al 5-S-
CysDA como potencial biomarcador para diagnosticar la EP.

Este trabajo es el primer reporte en la literatura que muestra de forma cuantitativa el
agotamiento de la DA y las alteraciones en su metabolismo, empleando un modelo animal de larga
exposicion al ozono [64]. Estos resultados también permitirian ayudar a explicar el dafo
morfolégico celular en la SN y la disminucién del nimero de neuronas dopaminérgicas, que han
sido reportados en trabajos previos empleando el modelo animal de exposicion a ozono [74].

Por otro lado, los resultados aqui obtenidos también ayudan a reforzar los trabajos reportados en
la literatura, en los cuales se ha descrito que la formacién y acumulacidn del conjugado 5-S-CysDA
podria ser un factor de induccién de muerte en las neuronas dopaminérgicas [29, 155]. El
incremento desmedido del 5-S-CysDA asi como de otros metabolitos oxidados de DA en la SN,
conduciria a incrementar la formacién de especies reactivas de oxigeno enddgenas; alterar la
cadena transportadora de electrones en la mitocondria; afectar la funcién de proteinas y sistemas
enzimaticos, debido a la formaciéon de aductos proteicos con las quinonas de DA; facilitar la
agregacién y acumulacién toéxica de la proteina a-syn; e inducir la sefializacion apoptética celular
[156], lo cual en conjunto llevaria a la muerte de las neuronas dopaminérgicas en la SN. Los
eventos anteriores han sido ampliamente sefialados como mecanismos claves en la fisiopatologia
de la EP [15]. Ademds, la disminucidn tanto del nimero de neuronas de la SN como por la
concentracién de DA, conduciria a afectar progresivamente las funciones motores y cognitivas
relacionadas al sistema dopaminérgico en los ganglios basales [22]. Estos eventos celulares
podrian estar ocurriendo en una etapa intermedia de la patologia, antes de que inicien los
sintomas motores en el paciente [157]. Por lo que, un estudio mas detallado en un modelo animal,
sobre la aparicién de los mecanismos moleculares en la SN permitiria entender su progresion en la
EP.
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4.4. Deteccion de metabolitos de DA en sistemas nanoestructurados con respuesta amplificada
4.4.1. Deteccion de metabolitos asistida mediante espectroscopia SERS.
4.4.1.1. Deteccion de DA mediante SERS

Uno de los objetivos de este trabajo fue introducir una estrategia analitica alternativa, a los
métodos cromatografico, para la deteccién de los metabolitos derivados de DA previamente
analizados. Con esta finalidad se empled el método de espectroscopia SERS para el analisis y la
identificacion de los metabolitos en un medio acuoso.

Previo a la obtencidn de los espectros SERS, se obtuvieron los espectros normales Raman (NR) en
un sélido cristalino puro, adquirido comercialmente, de cada metabolito y se realizé la asignacién
de sus bandas caracteristicas, con la finalidad de ser empleados como espectros de referencia.
Posteriormente, se adquirieron los espectro SERS en medio acuoso de cada metabolito. Cabe
resaltar que bajos estas condiciones experimentales no se obtuvieron los espectro SERS de DOPAC
ni de HVA. Reportes en la literatura han argumentado la imposibilidad de obtener los espectros
SERS de dichos metabolitos empleando nanoparticulas de plata, en los cuales se atribuye a
limitada interaccidn de los grupos catecoles y el grupo amino en ambas estructuras quimicas sobre
la superficie de la nanoparticula de plata [158]. Sin embargo, trabajos posteriores en los cuales se
realicen modificaciones superficiales en las nanoparticulas metalicas, podrian favorecer la
selectividad de deteccidn de dichas moléculas.

El espectro normal Raman del sdlido cristalino de DA se presenta en la Figura 15a. En el espectro
se indican los numeros de onda de las bandas mds intensas que corresponden a los diferentes
modos vibracionales de los grupos funcionales en la molécula de DA. Algunas de las bandas mas
caracteristicas de la molécula se encuentran en las posiciones: 1617, 1455, 1285, 962, 795 y 750
cm?, correspondientes a los modos vibracionales de la deformacién del anillo aromatico,
deformaciones en el plano de los grupos C-O-H, deformaciones de los grupos NH,, modo de
respiracion del anillo aromatico y deformaciones del enlace CH fuera del plano del anillo
aromatico. Un analisis detallado de la asignacién de estas bandas tanto del espectro normal
Raman la DA se encuentra en la Tabla 5. La asignacion de bandas anteriores permite verificar la
identidad estructural de la molécula de DA en el sdlido cristalino; la asignacién de estas bandas es
consistente con los reportes presentados en la literatura, analizando el espectro normal Raman de
la DA [159, 160]. Por otro lado, en la Figura 15b se presenta el espectro SERS de la DA, adquirido
con una dispersién de Ag NPs en agua ultrapura, a una concentracién de DA de 1x10° M. Cabe
mencionar que fue imposible obtener un espectro NR de la DA en agua, sin Ag NPs, a esta
concentracién y bajo estas condiciones experimentales. Comparativamente los espectros NR vy
SERS de la DA presentan diferencias significativas en bandas, tanto en la forma como en la
posicion del numero de onda. Una caracteristica notable en el espectro SERS es la presencia de la
banda ancha e intensa a 231 cm™, la cual es caracteristica del estiramiento del enlace Ag-Cl,
indicando la adsorcién de los iones CI° en la superficie de la nanoparticula, indicativa de la
agregacion de las Ag NPs en el medio acuoso con las moléculas de DA. Las variaciones en los

espectros NR y SERS de la DA son atribuidas a multiples factores, tanto experimentales como
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intrinsecos moleculares, por ejemplo, puede ser explicada debido a la presencia de moléculas de
agua y al valor de pH en el medio, dado que estas condiciones determinan la protonacion de la
molécula de DA, la cual puede estar presente en las formas anidnica, catiénica o zwitteridnica
[160]. Ademds, la formas y los tamaifos de las nanoparticulas, asi como las condiciones de
agregacion de las mismas también influyen en la forma e intensidad de las bandas. Por otro lado,
las posiciones e intensidades de las bandas en el espectro SERS, también son determinadas por el
tipo de interacciones molécula-sustrato, lo cual conduce a inducir una cierta orientaciéon
preferencial de la molécula sobre la nanoparticula metalica [161]. Los factores anteriores han sido
estudiados en varios trabajos reportados en la literatura; argumentando que la forma y bandas
caracteristicas en el espectro SERS de DA se debe a una combinacidon de las formas anidnica,
catidnica y zwitteridnica de la forma de la molécula de DA en el medio acuoso y en pH 7, asi como
a la interaccidn favorable de los grupos catecoles en la molécula con la superficie de las Ag NPs, lo
cual conduce a intensificar la vibracién de los enlaces C-OH, notandose en el espectro como un
ensanchamiento e incremento de intensidad de la banda posicionada en 1481 cm™ [162]. La
semejanza de los espectros SERS previamente reportados en la literatura con los aqui reportados,
permite verificar por un lado la reproducibilidad de los experimentos, lo cual es un factor critico y
de relevancia en experimentos SERS [163]. Ademas, estos resultados han permitido identificar las
bandas mas prominentes en el espectro SERS de la DA y seran empleadas para en las
determinaciones analiticas en los siguientes ensayos. En Tabla 5 se muestra la asignacion detallada
de las principales bandas en el espectro SERS, comparativamente con el espectro normal Raman
de la DA.

b) -
~
) n -
Rlm ® £
~ - &
2
@
o
&
N
©
£
S
S
~ z
& g 2 g
0 N N £ 0 <

0 a < - & RS oo

n [=)) < o N el
8 gl = g
© N 2
c
2
£

y/ /

T T T T T 7 T T T T T 7 A T T T
300 600 900 1200 1500 2700300033003600 300 600 900 1200 1500 2700300033003600

Numero de onda (cm) Numero de onda (cm™)

Figura 15. Espectros normal Raman y SERS de dopamina (DA): a) Espectro de referencia de DA adquirido a
partir del sélido cristalino; b) Espectro SERS de DA [1x10° M], colectado en medio acuoso conteniendo una
dispersion de AgNPs; la desviacion estandar de los SERS colectados se resaltada en gris en el contorno del
espectro. La asignacion detallada de las bandas de ambos espectros se presenta en la Tabla 5.

Tabla 5. Asignacion de las bandas de los espectros normal Raman y SERS de DA
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NR DA SERS DA
Asignacion de bandas
nimero de onda (cm™)
1617 1620 def. del anillo, del. de OH
1565 Str. de C-C del anillo, def. OH del catechol
1481 def. del anillo, def. de C-O-H en-plano, def. NH,
1455 str. de C-C de anillo Arom, def. de C-O-H, str. asym de COO-
1398 Wag. de CH,, twist. NH
1339 def. de Anillo, scis. de OH, twist. de CH
1285 1270 Respiracién de anillo., def. de CH en-plano, bend. de CCH
1209 str. de C-O
1148 1149 rock. de OH, def. rock. de CH arom., Respiracion del anillo
1117 1120 twist. de CH, twist. de NH, str. de CN
962 twist. de NH, wag. de CH, Def. del anillo
931 twist. de NH
795 812 CH def. fuera-del-plano del anillo
750 733 CH def. fuera-del-plano del anillo
733 wag. de CH, def. anillo arom.
635 641 wag. de CH, vibr. de C-C de cadena alfatica
593 def. de CH en-plano del anillo arom.
547 def. del anillo en-el plano
393 Def. fuera-del-plano del anillo arom.
231 str. de Ag-Cl

Abreviaciones: NR, espectro normal Raman; str. estiramiento, def, deformacion; asym. asimétrico; wag.
meneo; twist. torsion; rock. balanceo; arom. aromdtico.

4.4.1.2. Deteccion de la DA mediante SERS en fluidos biolégicos simulados

La deteccion de metabolitos mediante SERS en fluidos bioldgicos de pacientes es altamente
deseable en ensayos clinicos, con miras a un diagnéstico rapido y certero de patologias. En este
sentido, varios grupos de investigacion se han enfocado en extender la espectroscopia SERS como
una herramienta alternativa en el diagnédstico clinico. Sin embargo, aln se requieren multiples
trabajos en este campo. En este trabajo, se buscé también demostrar la viabilidad de deteccién de
la DA y el conjugado 5-S-CysDA en medios complejos, para ello se emplearon fluidos bioldgicos
simulados: orina sintética y liquido cefalorraquideo sintético (LCR).

En las condiciones experimentales antes descritas la DA, ademas de ser detectada en agua
ultrapura en presencia de una dispersion de AgNPs, también fue posible identificarla en el LCR
pero no en orina sintética. La imposibilidad de detectar la DA mediante SERS en la orina sintética
se atribuyé a la presencia de las moléculas de urea, acido Urico y creatinina, las cuales se
encuentran en altas concentraciones en el medio y compiten con las moléculas de DA por la
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adsorcidn sobre la superficie de las Ag NPs; particularmente en este espectro la urea presenté una
banda intensa en 1002 cm, tal como se describe en la seccién posterior.

Los espectros SERS de DA en agua ultrapura con AgNPs dispersas y en LCR se presentan
comparativamente en la Figura 16 a, b, mostrando la variacién del perfil de bandas conforme se
disminuye la concentracién de DA de 1 a 0.10 pM. Se distingue que los espectros SERS de DA en
agua y en LCR presentan bandas semejantes en las posiciones de sus nimero de onda. Sin
embargo, es notable que DA al estar en un medio mas complejo, como el LCR, algunas de sus
bandas tienden a disminuir en intensidad o cambiar ligeramente en su posicion de numero de
onda; por ejemplo las bandas comprendidas en la regién 1550-1650 cm™ y la banda en alrededor
de 730 cm™. Las diferencias anteriores podrian ser explicadas debido a la composicién del medio
en el LCR, en el cual la presencia de diferentes los tipos de sales pueden afectar las interacciones
entre las Ag NPs y la DA, ya sea debilitando dichas interacciones superficiales o cambiando la
orientacién de la molécula de DA sobre la superficie de las Ag NPs [164]. En estas condiciones es
mas probable que la orientacion de la molécula de DA sea alterada por efecto de la agregacion de
las Ag NPs, las cuales se agregan en arreglos limitadamente uniformes, dependiendo tanto de la
concentracién como del tipo y carga de los iones presentes en el medio. Sin embargo, pese a estas
variaciones se distinguen cuatro bandas, las sombreadas en cada espectro y que pueden
considerarse caracteristicas, las cuales se mantienen sin cambio en sus posiciones de nimero de
onda, lo cual permite identificar la presencia del analito cuando se varia su concentracién en el
medio. Por lo tanto, estas bandas pueden ser empleadas como indicadores de la presencia de DA y
a su vez, ser empleadas para obtener relaciones analiticas de cuantificacién del metabolito en el
medio.

Las bandas mas caracteristicas de la DA en agua y en LCR, distinguibles por la disminucién su
intensidad en funcién de la concentracion, se ubican en los intervalos de 1458-1520 cm™, 1291-
1370 cm, 1250-1285 cm™ y 608-673 cm™, los cuales han sido sombreados en ambas figuras. En
estas condiciones experimentales la DA puede ser identificada, mediante su perfil espectral SERS
tanto en agua como en LCR con una concentracidon por debajo de 0.10 uM. Por otro lado, con la
finalidad de establecer un método analitico para la deteccién cuantitativa de DA, se integré el area
de cada una de las bandas seleccionadas en el espectro, que se obtuvieron de cada una de las
diferentes concentraciones de DA. Se obtuvieron los valores estadisticos de linealidad en cada
medio para determinar los valores de correlacion en la recta del drea integrada de cada banda en
funcién de la concentracién de DA. Las correlaciones del area integrada de las bandas respecto a la
concentracién y los valores de coeficiente de correlacion linealidad (R) se muestran en las Figuras
16 c,d. Los resultados anteriores indican que la banda del intervalo 1458-1520 cm™ es aquella que
presenta el valor R de mayor linealidad en ambos medios. Sin embargo, la banda comprendida en
el intervalo 609-673 cm™ en ambos medios es aquella que presenta la mayor sensibilidad, al tener
un mayor valor de la pendiente (1.13 en agua y 0.86 en LCR), indicando que integra mejor el ancho
de la banda, por intensidad, cuando la concentracidon de DA en el medio es menor. Por lo tanto,
como una propuesta analitica, esta banda podria ser empleada para detectar la DA de forma
cuantitativa en una muestra real, por ejemplo en LCR. Sin embargo, en estas condiciones
experimentales el LOD (0.10 uM) se encuentra por arriba de la concentracion de DA en LCR o

-65-



plasma, la cual se encuentra en el orden nM [9]. Trabajos posteriores que se enfoquen en disefiar
arreglos de nanoparticulas con respuesta especifica para DA podrian mejorar considerablemente
su sensibilidad de deteccidn en muestras complejas.
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Figura 16. Espectros SERS de dopamina (DA) adquiridos en agua ultrapura (a) y solucion sintética de liquido
cefalorraquideo (LCR) (b). Los espectros se colectaron a diferentes concentraciones de DA desde 1 uM hasta
0.1 uM. Se seinalan también las regiones en el espectro que contienen las bandas que permiten identificar la
presencia de DA en todo el rango de concentraciones evaluadas. Estas bandas fueron empleadas para
obtener los valores de correlacion, al integrar el drea de cada una de ellas respecto a la concentracién de DA
en agua (c) o en LCR (d). En cada gréfica se muestran también los valores del coeficiente de correlacién lineal
de cada intervalo espectral analizado.

4.4.2. Deteccion de 5-S-CysDA mediante SERS

La metodologia experimental SERS antes descrita también fue aplicada para obtener el espectro
SERS del conjugado 5-S-CysDA en un medio de dispersidon con Ag NPs. En la literatura no existen
reportes de un espectro tedrico ni experimental Raman de la molécula, por lo que se
implementaron varias estrategias para obtener el espectro Raman de referencia. En nuestras
condiciones experimentales fue imposible obtener el espectro normal Raman del compuesto
después de la sintesis quimica, dado que se obtenia Unicamente una banda muy intensa de
fluorescencia tanto en sélido como en medio acuoso. Una estrategia experimental para suprimir la
intensa banda de fluorescencia y obtener su espectro Raman, consistio en emplear sustratos
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grafénicos, como se discutird en la seccidon posterior. Otra estrategia para obtener el espectro
Raman de referencia y ser empleado de forma comparativa en los espectros SERS experimentales
del conjugado, consistid en realizar calculos computacionales, empleando la teoria funcional de Ia
densidad (DFT, del inglés), que permitieran obtener las frecuencias de vibracidon calculadas
mediante un espectro Raman tedrico.

El espectro Raman calculado del 5-S-CysDA se muestra en la Figura 16 ¢, mostrando Unicamente el
intervalo del “fingerprint”, el cual contiene la mayor cantidad de bandas de los diferentes modos
vibracionales. Cada una de las bandas calculadas pueden claramente asignarse a los diferentes
modos vibracionales de la molécula, haciendo uso de tablas de modos vibracionales de la
literatura y con los valores de frecuencia de los modos de vibracion calculados de la estructura
molecular del 5-S-CysDA. En este espectro, las bandas en las posiciones 1485, 1386, 1326, 693 y
639 cm™ corresponden a modos vibracionales combinados del anillo aromético (C-C), los grupos
amino (NHs*), los grupos catecoles (C-OH) y los diversos modos de los estiramientos vy
deformaciones del enlace S-C en la posicion 5 en el anillo aromatico [165]. Estas bandas se espera
gue sean las mas caracteristicas en el espectro normal Raman de la molécula, lo cual permite
corroborar la estructura molecular del conjugado 5-S-CysDA. Un andlisis detallado de la asignacion
de las principales bandas sefialadas en el espectro calculado se encuentra en la Tabla 4. A pesar de
gue en la simulacidon computacional no se incluyeron los pardmetros experimentales, debido a las
limitantes computacionales, el espectro Raman calculado es una estrategia de gran utilidad en
aquellos experimentos donde se carece de un espectro de referencia en la literatura.

Por otro lado, el espectro experimental SERS del conjugado 5-S-Cys-DA a una concentracién de
1x10"’M en medio de dispersidn coloidal con Ag NPs se muestra comparativamente en la Figura
16a. Este espectro SERS experimental en comparaciéon con el espectro Raman de referencia
(calculado), presentan diferencias notables en la forma y posicién de las bandas. En principio se
distingue un ensanchamiento de las bandas, lo cual es atribuido a la suma conjunta de los modos
vibracionales cercanos a la superficie de la Ag NPs, ademas de los efectos de interaccidn superficial
en el medio acuoso; otros factores que contribuyen en la posicion de las bandas puede ser
atribuido al valor del pH, la forma de agregacion de las Ag NPs y las orientaciones de la molécula
de 5-S-CysDA sobre la superficie metalica; de forma semejante al espectro SERS de la DA en medio
acuoso. Ademas, en la simulacién computacional existen limitantes que permiten reproducir
exactamente las mismas condiciones experimentales en el calculo, lo cual conllevd a obtener
bandas ligeramente desplazadas, en comparacién con las bandas mostradas en el espectro
experimental. Sin embargo, pese a estas variantes las bandas del espectro SERS experimental del
5-S-CysDA pueden ser asignadas tomando como referencia tanto el espectro calculado, como los
espectros SERS experimentales de las moléculas de la DA y la L-Cys, las cuales se han descrito en
varios trabajos en la literatura [159, 166]. En la Tabla 4 se describe detalladamente en detalle la
asignacién de dichas bandas.
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Figura 17. Comparacion de los espectros Raman y SERS de 5-S-CysDA en la regién de la huella dactilar
“fingerprint”. a) Espectro SERS experimental de 5-S-CysDA (1x107M) en dispersién coloidal de AgNPs; b)
Espectro SERS de 5-S-CysDA (1x107M) contenida en LCR simulado y en medio coloidal de dispersion con
AgNPs; c) Espectro Raman calculado de 5-S-CysDA en fase gaseosa; teoria DFT, con funcional B3LYP-
D3(BJ) con una base de def2-TZVP y; d) Espectro SERS de 5-S-CysDA (5x10°M) contenida en orina sintética y
en medio coloidal de dispersion con AgNPs.

El analisis comparativo entre el espectro simulado Raman y el espectro experimental SERS permite
identificar el origen de cada modo vibracional, lo cual permite entender el tipo de interacciones
entre la molécula y la superficie de las Ag NPs en dichas condiciones experimentales. El estudio
detallado de las bandas, intensidades y posicion en el numero de onda en el espectro, permite
inferir que las moléculas de 5-S-CysDA se estabiliza con las Ag NPs a través de los siguientes tipo
de interacciones preferenciales: puentes de hidrégeno entre el acido carboxilico del residuo de L-
Cys con los grupos citratos, provenientes del método de sintesis, y que se encuentran en la
superficie de las Ag NPs; interacciones electrostaticas entre los grupos amino cargados
positivamente de 5-S-CysDA con los grupos citratos superficiales cargados negativamente; y la
interaccion electrostatica directa entre los grupos catecoles con la superficie metalica de la
nanoparticula de plata en el medio coloidal.
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Tabla 4. Asignacion de las bandas de los espectros normal Raman calculado y SERS de 5-S-CysDA. Se
describen también las bandas SERS adquiridas en los medios simulados.

Espectro SERS SERS SERS
Asignacion Tentativa de Bandas Raman 5-5-CysDA  5-5-CysDA  5-S-CysDA
Calculado en Agua en CSF-s en Orina-s
(cm?) (cm?) (cm) (cm?)
NH2 , NH3+ def. 1656 1656 1652
C=C str. del anillo/ NH2 scis./NH3 def. 1629 1620 1616
Anillo (Arom.) str./ OH def. del catecol 1581 1577 1565
C-C (Arom)/ C-O-H en-el-plano bend. 1546 1542
C-C del anillo str./ OH def. catecol 1512 1497 1507 1504
Anillo def./ C-O-H en-el-plano def./NH2 wag./N-C-H def. 1485 1447 1445 1440
C-C (Arom) str./C-O-H en-el-plano bend./COO- asym str. 1386 1419 1419 1416
CH wag./NH twi./ COO- str./ COH bend. 1323 1330 1329 1339
Respiracion del anillo/CH (Arom) en-plano rock./ CCH bend. 1305 1270 1271 1291
CH2 en-el-plano bend./ NH2 twist. 1251 1229 1230 1270
CH2 en-el-plane bend./C-O-H catecol bend./ CO str. 1215 1195 1199 1228
CH Anillo def./C-O-H def./C-N str. 1197 -
C-N str. / S-C-C-N twist./ C-O str. 1152 1136 1144 1143
S-C-C-N tors./ NH2 bend. 1198 1030
C-S-C (Arom) en-plano bend./ C-S-C-N (Arom) def./C-N str. 1026 1002-UREA
C-C (Arom) def./ N-C-H and H-C-H def./ C-OH catecol def. 994 996
CH en-el-plano bend./ NH2 wag./ C-C str. del esqueleto 891 952
CH (Arom) wag./OH rock./ H-N-C en-el-plano def. 837 870 874 818
COO- bend./NH2 wag./C-C-S def. 801 795 789 768
O-C-(Arom) y S-C-(Arom) anillo,fuera del plano def. 738 711
C-S str. /Respiracion de anillo debido a S/ C-COO" def. 693 664 666 660
COO- y S-C def.Anillo fuera del plano/ C-S str. 639 616 611 612
C-S-C def./Anillofuera del plano def./ NH3+ rock. 585 559 562 570
CCN def./COOH def./ C-S def. 463 459 469
Anillo (Arom) fuera del plano def. 414 412 41 410

Abreviaciones: str. estiramiento; def. deformacion; asym. asimétrico; wag. meneo; twist. torsion; rock.
balanceo; arom. aromdtico.

Los estudios detallados de los espectros Raman y SERS del conjugado 5-S-CysDA, asi como una
mayor descripciéon de las interaccion de este metabolito con las nanoparticulas metalicas se
encuentran en el Anexo 3, correspondiente al articulo en proceso de publicacion. El estudio a
profundidad de los modos vibracionales que son mayormente amplificados en el espectro SERS,
permite identificar a las bandas que son reproducibles en cada experimento y que son estables en
su posicidn de nimero de onda, las cuales pueden ser empleadas como bandas "marcadores" para
hacer estimaciones cuantitativas, tal como se describe en la seccién posterior.

4.4.2.1. Deteccion de 5-S-CysDA mediante SERS en fluidos bioldgicos simulados

El conjugado 5-S-CysDA también, fue identificado mediante su espectro SERS en fluidos bioldgicos
sintéticos; orina y LCR. En la figura Figura 17 b se muestra el espectro SERS del conjugado 5-S-
CysDA distinguiendo que también es reproducible en los medios simulados, a pesar de presentar
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algunas ligeras variaciones en la forma y posiciones de las bandas. Estas variaciones son de
esperarse debido al incremento en concentracién de las sales y otras moléculas presentes en los
medios sintéticos, como se discutié anteriormente en el caso del SERS de la DA. Los espectros
SERS de 5-S-CysDA en dispersién coloidal y en LCR presentan las mayores diferencias de bandas en
el intervalo de 1500-1620 cm™, en los cuales se distinguen la presencia de nuevas bandas, asi
como del incremento de intensidad de algunas existentes. EI comportamiento anterior podria
indicar que posiblemente se han formado una mayor cantidad de sitios “hotspots”, induciendo
una efectiva agregacion de las AgNPs, favoreciendo una mayor interaccién con las moléculas de 5-
S-CysDA en la superficie metdlica y genera una mayor amplificacién de las bandas de los grupos
funcionales mas cercanos a estos sitios [167]. Incluso estas interacciones pueden estar
amplificando modos vibracionales que no fueron perceptibles en el espectro SERS de la 5-S-CysDA
adquirido en un medio sin el exceso de iones. Lo anterior permite explicar la notable diferencia en
la intensidad de las bandas en el espectro SERS adquirido en LCR, respecto al del agua, a la misma
concentracién del analito. Por otro lado, la eficiencia de agregacidn de las Ag NPs se ve afectada
por el tipo y carga de los iones en el medio; reportes en la literatura han comparado el efecto de
diversas sales sobre la agregacion de Ag NPs, con la finalidad de favorecer la eficiencia de
amplificacion de bandas en ensayos SERS [162]. Particularmente, los tipos de iones y sus
concentraciones en el LCR son cercanos a los reportados como aquellos efectivos en la formacion
de sitios “hotspot” [168]. La agregacion de las AgNPs podria también alterar la interaccién y
orientacién de adsorcidon de las moléculas de 5-S-CysDA sobre la superficie metdlica, lo cual
afectaria las fuerzas de los enlaces en la molécula, viéndose reflejado tanto en el cambio en la
posicion del nimero de onda como en la intensidad de la vibracidn.

En la Figura 17 d se muestra el espectro SERS de 5-S-CysDA adquirido en la solucién de orina
sintétic, en el cual se refleja un perfil de bandas muy semejante a los dos medios anteriores. Sin
embargo, existen bandas mas notables que han cambiado en posicion del nimero de onda e
intensidad. Por ejemplo la banda en 1565 cm™ se distingue mas ancha y mas intensa, en tanto que
la banda en 1270 cm™ presenta una considerable disminucién en intensidad. Los comportamientos
anteriores pueden ser atribuidos al incremento de la concentracion de sales y la presencia de otras
moléculas en el medio, respecto a la composicién del LCR artificial; por ejemplo la presencia de las
moléculas de urea, presentando su banda caracteristica en 1002 cm™, conducen a alterar la
adsorcién de las moléculas de 5-S-CysDA, asi como de crear una competencia de adsorcion con la
superficie metdlica de la AgNP, lo cual limita la deteccién del conjugado a concentraciones
menores de 50 nM. Por otro lado, reportes en la literatura han mostrado que el exceso de sales en
el medio, como en el caso de la composicidon de la orina sintética, conducen a generar una
saturacion en la agregacion de las Ag NPs, induciendo su rapida precipitacion y posiblemente
eliminen los sitios "hotspot" en el medio coloidal [169]. Lo anterior también permite explicar la
limitada capacidad de deteccién SERS de 5-S-CysDA, a baja concentracion y cuando se encuentra
presente en un medio de mayor complejidad como en el caso de la orina sintética. Los resultados
anteriores también sugieren que para una deteccién éptima del conjugado 5-S-CysDA mediante
SERS, se debe realizar un pretratamiento de la muestra, en el caso de andlisis de fluidos biolégicos
reales, por ejemplo en LCR, con la finalidad de reducir interferentes de matriz. En este sentido, la
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implementacién de cartuchos de extraccidon selectiva, como los empleados en el apartado
anterior, podrian reducir la interferencia de componentes en muestras reales.

Los espectros SERS de 5-S-CysDA adquiridos de los diferentes medios (Figura 18) fueron tratados
estadisticamente para obtener informaciéon cuantitativa de las bandas, en funcién de Ia
concentracién del metabolito, con la finalidad de establecer parametros analiticos de deteccién y
cuantificacidon del conjugado. Se seleccionaron las bandas Raman mads representativas en cada
espectro, con la caracteristica de que fuera invariable en la posicién del nUmero de onda y que se
permitiera distinguir su intensidad conforme se disminuye la concentracion del analito; dichas
bandas se han sombreado sobre los espectros en la Figura 18. En este anadlisis se seleccionaron al
menos cuatro bandas como pardmetro de sensibilidad, con la finalidad de comparar los valores de
correlacién entre ellas. Posteriormente, dichas bandas fueron integradas para obtener el valor de
area bajo la curva, el cual fue graficado en funcién de la concentracién molar de 5-S-CysDA en
cada solucion (Figura 19). Finalmente, se obtuvieron las relaciones estadisticas de linealidad de la
curva, descrito por su coeficiente de correlacién (R), la pendiente de la curva (pardmetro de
sensibilidad) y el valor de ordenada al origen. Estos datos se encuentran descritos en cada grafica
en la Figura 19, asi como en el resumen comparativo de los valores estadisticos en la Tabla 5.
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Figura 18. Espectros SERS de 5-5-CysDA en los diferentes medios analizados y a diferentes concentraciones.
a) SERS de 5-S-CysDA obtenido en el medio de dispersion coloidal con Ag NPs; b) SERS de 5-S-CysDA disuelto
en LCR sintético; y c) SERS de 5-S-CysDAdisuelto en orina sintética. Se sombrean en color las bandas en el
espectro que permiten mostrar el cambio de la intensidad, conforme se varia la concentracién del
conjugado en cada medio.
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Figura 19. Correlacién lineal de la integracion de las bandas SERS previamente seleccionadas, respecto a la
concentracion del 5-S-CsyDA. a) En el medio acuoso de dispersidn coloidal con Ag NPs; b) en LCR sintético y
c) orina sintética. Se presentan los valores del coeficiente de correlacidn lineal para cada banda. Las lineas
punteadas indican el limite de deteccidon (LDD) de cada una de las bandas seleccionadas; el LDD fue
calculado aplicando el criterio IUPAC; calculado como la sefial del blanco mas tres veces su desviacion
estandar.

Tabla 5. Resumen de los valores estadisticos de linealidad, la pendiente (parametro de la sensibilidad) y e |
coeficiente de correlacion lineal, resultado de la integracion del area de las bandas mas significativas en el
espectro SERS del conjugado para cada medio analizado.

Medio Banda Ordenada al origen Pendiente Correlacién

(1/cm) Valor Desv. est. Valor Desv. est. (RA2)

5-5-CysDA 1487-1642 3.45035 0.5049 0.59631 0.0681 0.9498

S PTE 1302-1379 4.41563 0.87609 0.77351 0.11816 0.91277

1372-1483 5.22758 1.29541 0.84423 0.17472 0.84819

5-5-CysDA 740-840 1.64929 0.24414 0.46231 0.03327 0.9697

en CSE 1487-1642 3.755 0.33438 0.59182 0.04557 0.96545

486-585 2.97649 0.35462 0.60466 0.04833 0.96285

5-S-CysDA 1487-1642 3.46517 0.53644 0.64974 0.08361 0.93689

en Orina 1243-1302 3.47484 0.7269 0.75742 0.1133 0.91613

Sintética 1302-1379 3.60693 0.78559 0.73961 0.12245 0.89869

Los valores de los parametros de linealidad en el andlisis estadistico, obtenido en la Figura 19,
indican que es posible seleccionar al menos tres bandas que muestran la presencia del 5-S-CysDA a
bajas concentraciones, y son aquellas también que presentan los mayores valores de correlacion
lineal (R?) y de pendiente. En la Tabla 5 se muestra el resumen de los valores estadisticos de la
integracion de las bandas con la mayor correlaciéon en cada uno de los medios adquiridos, sus
ordenadas al origen, pendientes y coeficientes de correlacion lineal. Particularmente, la banda en
el intervalo 1487-1642 cm™ es aquella que presenta un mejor valor de correlacién lineal, mas
cercano a 1, y es distinguible en los tres medios, cuando se disminuye la concentracion de 5-S-
CysDA. Sin embargo, existen otras bandas que presentan un mayor valor de la pendiente, como el
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criterio de sensibilidad, por ejemplo en el intervalo 1243-1302 cm?, lo cual permitirian hacer una
deteccién del metabolito a menores concentraciones. Ademads, es importante también considerar
que las bandas compendiadas en el intervalo 1300-1650 cm™ normalmente es donde se presenta
la mayoria de los modos vibracionales, por lo que en este caso la seleccion de la banda en el
intervalo 740-840 cm™ en el medio LCR, cumple los criterios de linealidad y puede ser diferenciada
del resto de las bandas en el espectro SERS, lo cual facilitaria identificar, con mayor selectividad, la
presencia del 5-S-CysDA. En el analisis anterior también se establecen los limites de deteccidon
(LDD) de acuerdo al criterio IUPAC: el LDD calculado como la sefial del blanco mas tres veces su
desviacion estandar. En este sentido, la banda en el intervalo 1243-1302 cm™ presenta un valor de
LDD cercano a 10 nM en agua y en la orina sintética. Los parametros analiticos aqui reportados
podrian ser empleados para detectar sensiblemente el 5-S-CysDA mediante SERS en muestras de
mayor complejidad, tal como en LCR, en las cuales el conjugado se ha reportado estar presente en
una concentracion del orden nM [9, 55]. Sin embargo, trabajos posteriores son requeridos con la
finalidad de mejorar la selectividad del sistema nanoestructurado hacia el conjugado 5-S-CysDA.
En este sentido, la funcionalizacidon de las nanoparticulas de plata con anticuerpos contra 5-S-
CysDA podria ser un paso préximo a seguir. Por otro lado, estos resultados permiten demostrar la
viabilidad de la espectroscopia SERS, como método alternativo a los métodos cromatograficos, en
la deteccion sensible del 5-S-CysDA. Finalmente, mediante el andlisis de las estrategias
experimentales reportadas en la seccidon anterior, se logran resaltar las ventajas operacionales,
respecto al tipo de preparacidon y manipulacidon de la muestra, asi como en el tiempo de analisis,
los cuales resultan ser mas rapidos y con menor inversién de recursos, a diferencia de los métodos
convencionales de cromatografia. Sin embargo, este es sélo uno de los primeros pasos en los que
aun se requieren trabajos posteriores que permitan verificar la deteccion sensible y selectiva del
conjugado 5-S-CysDA en muestras provenientes de pacientes. Detalles adicionales de la
cuantificacion analitica en la deteccién de 5-S-CysDA en los medios biolégicos simulados, se puede
consultar en Anexo 3, del articulo en proceso de publicacidn.

4.5. Adsorcidon y deteccion de 5-S-CysDA en sustratos grafénicos
4.5.1. Apagamiento de fluorescencia de 5-S-CysDA en GO y deteccidn por espectroscopia Raman

Los materiales grafénicos tienen la caracteristica de poseer una gran area superficial, y algunos de
ellos como el 6xido de grafeno (GO) y el 6xido de grafeno reducido (rGO) contienen diversos
grupos funcionales que pueden ser eficientemente aprovechados para interaccionar con
moléculas de interés biomédico, con la ventaja de preservar sus propiedades eléctricas y quimicas
de respuesta, que pueden ser empleadas en la respuesta sensible hacia la fabricaciéon de
biosensores. En ese sentido, como un paso previo para lograr dicho objetivo, en este trabajo se
explord la eficiencia del GO y el rGO para adsorber el conjugado 5-S-CysDA e identificar su
presencia empleando la espectroscopia Raman.
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Figura 20. Espectros Raman del conjugado 5-S-CysDA adsorbido sobre sustratos de éxido de grafeno (GO) (a)
y Ooxido de grafeno reducido (rGO) (b) en un soporte de espejo de aluminio. Se indican las principales bandas
de algunos de los modos vibracionales asignados a la molécula, los cuales se encuentran asignados a detalle
en la Tabla 1 del Anexo 2.

En el caso del conjugado 5-S-CysDA después de ser sintetizado y purificado, se buscé obtener su
espectro normal Raman en el sdlido liofilizado. Sin embargo, Unicamente se obtuvo una banda
muy ancha e intensa, originada por la fluorescencia del compuesto cuando se excita a una longitud
de onda de 532 nm. En este sentido, aprovechando las propiedades tanto del GO como del rGO
para apagar la fluorescencia de moléculas adsorbidas en su superficie, se adsorbié el conjugado 5-
S-CysDA sobre dichos sustratos. La fabricacién de los soportes se realizd mediante el secado de
gotas de GO o rGO a baja concentracidn sobre un espejo de aluminio, con la finalidad de evitar la
formacidn de aglomerados de monocapas y multicapas de GO y rGO. El depdsito de una solucion
del conjugado 5-S-CysDA sobre los sustratos, llevé a la formacion de los sistemas 5-S-CysDA/GO/Al
y 5-S-CysDA/rGO/AIl. La adquisicion de varios espectros puntuales Raman en la region depositada
del conjugado sobre los sustrato grafénicos, permitié obtener un espectro normal Raman, sin la
presencia de la banda de fluorescencia. El apagamiento de la fluorescencia permitié identificar
con claridad la gran mayoria de bandas Raman en todo el intervalo espectral, tal como se muestra
en la Figura 20.

Los espectros Raman adquiridos muestran bandas distinguibles tanto en la forma como en las
posiciones del nimero de onda, semejante a los obtenidos en los espectros SERS y el obtenido
mediante simulacion computacional (Figura 17). La asignacion detallada de las bandas obtenidas
de este sistema, comparando con referencias especializadas de la literatura, se encuentran
descritas en el contenido del articulo publicado derivado de este trabajo (ver Anexo 2) [143]. Los
espectros Raman en ambos sustratos presentan gran semejanza en el perfil y nimero de onda de
las bandas, lo que permite identificar la presencia de la molécula mediante su perfil espectral
Raman. Ademads en ambos espectros es de destacar la poca o nula presencia de las bandas Raman
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D (~1345 cm™®) y G (¥1595 cm™), caracteristicas de estos sistemas grafénicos, lo cual beneficia para
obtener un espectro Raman con mayor claridad y de menor distorsion de las bandas, a
comparacion de los espectros SERS antes presentados.

En ambos espectros en la Figura 20 se distingue que las bandas mas intensas y prominentes en la
region el “fingerprint” son aquellas en las posiciones 1060 cm™ y 1092 cm™ en los sistemas GO y
rGO, respectivamente. Estas bandas son atribuidas al modo vibracional de respiracion del anillo
aromatico, cuando se encuentra unido covalentemente al dtomo de azufre, este enlace genera
una region de gran polarizabilidad en la molécula de 5-S-CysDA, debida a la aportacién de los
pares electrénicos libres del &tomo de S, lo cual conduce a obtener una banda de gran intensidad
de dicha vibracion [170]. Las variaciones en la posicion de ésta y otras bandas en los espectros
comparativos de los sistemas GO y rGO (Figuras 20 a, b) pueden ser atribuidas a una o varias de
los siguientes factores: i) el tipo, forma y estructuracion de los sistemas grafénicos; por un lado en
el caso de GO existe mayor presencia de grupos OH residuales, entre ellos hidroxilos, acidos
carboxilicos y epdxidos, los cuales pueden favorecer interacciones moleculares con el analito
adsorbido, en tanto en el caso de rGO posee una menor cantidad de dichos grupos pero se
favorecen los dominios aromaticos C-C tipo sp? los cuales interaccionarian preferencialmente
mediante interacciones tipo m-m con las moléculas adsorbidas; ii) la orientacién y tipos de
interacciones de la molécula con las superficies, determinado por el tipo y cantidad de grupos
funcionales en la estructura molecular, los cuales estableceran diferentes tipos de interacciones
inter e intramoleculares y conducirdn a orientar de forma preferencial la molécula sobre la
superficie, estas variaciones en conjunto se veran reflejadas en la posicién de las bandas de los
modos vibracionales en el espectro Raman; vy iii) las condiciones experimentales durante la
adsorcion, en el cual el valor del pH y la presencia de moléculas de agua inducen a establecer una
orientacién e interaccidn preferencial en la superficie con los arreglos grafénicos [172].

Los factores anteriormente descritos conllevan a que bajo ciertas condiciones se genere el
fendmeno de amplificacion Raman por grafeno (GERS), cuando se incide una longitud de onda
monocromatica sobre la molécula adsorbida en el sustrato grafénico, llevando a amplificar
favorablemente algunos de sus modos vibracionales [129]. En nuestros sistemas podrian estar
ocurriendo tanto el apagamiento de la fluorescencia como la amplificacion de algunos modos
vibracionales mediante el GERS. Sin embargo, la posibilidad de concluir sobre el efecto que
domina en estos experimentos, tan solo con la presencia de los espectros Raman, es limitada por
lo que trabajos posteriores son requeridos en un analisis a mayor detalle de estos fendmenos
superficiales con los materiales grafénicos, lo cual peritard aprovechas las capacidades de
fabricacion de plataformas analiticas de deteccion.

4.5.2. Estudio experimental y tedrico de la adsorcion de 5-S-CysDA sobre GO

La adsorcion de moléculas sobre GO y otros materiales grafénicos, y el empleo de la
espectroscopia Raman como herramienta de deteccién de dichas moléculas, continia en un
amplio campo de expansion. Estas herramientas podrian facilitard el disefiar sistemas de
reconocimiento de analitos y que permitan la fabricacién de biosensores. Sin embargo, en la
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literatura existe poca informacidn sobre los diversos fendémenos fisicoquimicos que participan en
la interaccion de las moléculas con el sustrato. Estudios a profundidad de estos fendmenos
facilitard el disefio de dichas plataformas. Una extensién de este trabajo de tesis fue estudiar el
tipo de interacciones que participan en la adsorcion del conjugado 5-S-CysDA sobre el GO, en el
sistema anteriormente caracterizado mediante espectroscopia Raman. Este estudio se realizd
combinando estrategias experimentales y métodos de simulacién computacional. Se emplearon
varios métodos de cdlculo y optimizacién con la finalidad de representar los sistemas que
contienen: los atomos y sus arreglos en una laminilla de GO, la molécula protonada de 5-S-CysDA y
varias moléculas de agua. Una representacion de la configuracién de las moléculas simuladas,
después del calculo computacional se muestra graficamente en la Figura 21.

Figura 21. Configuraciones estructurales de los modelos de éxido de grafeno, la molécula de 5-S-CysDA y
moléculas de agua empleados en los cdlculos energéticos. Se determinaron cuatro configuraciones de
menor energia (1-4), en las cuales las estructuras de la derecha se determinaron ser las mas estables. Las
diferencias de energia (AE) entre cada configuracion se reportan en kcal/mol [143].
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Complementario a la simulacién computacional, se empled la espectroscopia FTIR para aportar
informacién adicional sobre el tipo de interacciones, en las condiciones experimentales. Se
realizaron andlisis comparativos de las principales bandas en los espectros FTIR del conjugado 5-S-
CysDA puro (Figura 9 b), del GO y de la mezcla entre ellos. Los espectros FTIR presentados de
forma comparativa, asi como la asignacién detallada de sus bandas se encuentran en la Figura 3
del Anexo 2.

Los andlisis comparativos tedrico y experimental permiten entender las interacciones de tipo no-
covalentes que son responsables de la adsorcién de 5-S-CysDA sobre GO, en las cuales se
determind, mediante cdlculos energéticos, que las principales interacciones corresponden los
puentes de hidrégeno, preferencialmente del acido carboxilico y grupo amino del conjugado con
los grupos OH superficiales del GO. Adema3s, otras interacciones que no son puente de hidrégeno;
por ejemplo de tipo C...S, también participan en la estabilizacidn de la molécula. Por otro lado, se
determind que las moléculas de agua intermoleculares incrementan la capacidad de adsorcion de
la molécula sobre el sustrato [172]. Un analisis detallado de este estudio se encuentra en el
articulo publicado en Anexo 2, al final de este escrito derivado de este trabajo de tesis [143].

Los resultados que se obtuvieron de los analisis anteriores podrian eficientemente emplearse para
la fabricacidon de los sustratos basados en materiales grafénicos y emplear a la espectroscopia
Raman como una herramienta de deteccidén del 5-S-CysDA. Trabajos a futuro en esta direccidn
permitirian desarrollar plataformas analiticas con alta sensibilidad para la deteccién de
biomarcadores especificos de la EP y mejorar su diagnostico clinico.
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5. Conclusiones y Perspectivas
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Se realizd la sintesis quimica reproducible del conjugado 5-S-CysDA, el cual fue
caracterizado mediante espectrometria de masa, y espectroscopias UV-Vis, FTIR y Raman.
Los resultados de estas dos ultimas técnicas eran inexistentes en la literatura, por lo que
se aportaron datos adicionales en la caracterizacién de los modos vibracionales en la
estructura quimica del conjugado.

Se implementé un método robusto analitico para la deteccién conjunta de catecolaminas
y derivados de DA oxidada, mediante el método de HPLC-MS. Se combinaron novedosas
herramientas analiticas para incrementar la sensibilidad y selectividad en el método, tales
como el uso de un cartucho de extraccién en fase sélida (SPE) aportando selectividad de
deteccidn a los metabolitos DA, HVA, DOPAC y el conjugado 5-S-CysDA.

El método analitico de HPLC-MS, permitié la deteccion conjunta de los compuestos: DA, 5-
S-CysDA, HVA y DOPAC. Ademas, empleando este método se establecieron también los
parametros analiticos de cuantificacién de dichos metabolitos, logrando ser cuantificados
en un orden de 1x107 M en el método HPLC-MS. Se establecieron los criterios lineales de
confianza para la deteccidn sensible de los metabolitos en las muestras complejas en el
modelo animal de ozono.

El método analitico HPLC-MS desarrollado en este trabajo podria ser perfectamente viable
para detectar los metabolitos antes descritos en filudos complejos, tales como plasma,
suero, orina o LCR, provenientes de otros modelos animales de neurodegeneracion o de
pacientes con EP.

El conjugado DHBT-1, proveniente de la oxidacién del conjugado 5-S-CysDA, presentd una
limitada respuesta de deteccién en el método HPLC-MS, por lo que fue descartado de los
analisis en el tejido cerebral. Por lo que, trabajos futuros sobre la reproducibilidad de la
sintesis de este compuesto permitirdn obtener sus patrones analiticos de referencia para
gue pueda ser cuantificado en el modelo animal.

Se cuantificaron los compuestos DA, HVA y 5-S-CysDA en la sustancia nigra de ratas
controles y de las expuestas durante 7, 15, 30, 60 y 90 dias a bajas dosis de ozono. Se
identificd la disminucion de los niveles de DA y HVA, mientras que el 5-S-CysDA
incrementd a mayor tiempo de exposicion de las ratas al ozono. Estos valores han
permitido correlacionar el efecto del estrés oxidativo, inducido por ozono, sobre la sintesis
y metabolismo tanto enzimatico como oxidativo de la DA la SN en el modelo animal de
neurodegeneracion progresiva.

Los compuestos DA, HVA, DOPAC y 5-S-CysDA fueron cuantificados en el estriado de las
ratas del modelo de ozono, mostrando tendencias semejantes con los valores obtenidos
en la SN. Lo anterior ha permitido correlacionar el efecto del ozono, comparativamente
tanto en estriado como en la SN, lo cual permitié estudiar la evolucion de estos
metabolitos en el modelo animal de ozono.
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Los valores cuantitativos de los metabolitos obtenidos en este trabajo han permitido
correlacionar con mayor cercania la evolucidn tanto de la formacion como del
metabolismo de la DA en el tiempo, siguiendo sus metabolitos de degradacion enzimatica
(HVA y DOPAC) y oxidativa (5-S-CysDA). Este trabajo es el primero que muestra
cuantitativamente la evolucion de estos productos en un modelo animal, a tiempos largos
de exposicidon de ozono, siendo éste el Unico factor de induccion exégeno.

En este trabajo se refuerza también la propuesta de emplear al 5-S-CysDA como un
potencial biomarcador y de aparicion temprana en la neurodegeneracion de la SN vy el
estriado, ya que en el modelo animal aqui estudiado se determind que el incremento de
su concentracién ocurre posterior a los 30 dias de exposicién al ozono.

Trabajos adicionales en lo que se cuantifique el conjugado 5-S-CysDA en modelos animales
clasicos de la EP, por ejemplo en modelo de MPTP o 6-OH, permitirdn entender los
mecanismos en que dicho conjugado participa en la neurodegeneracion en la SN.

Los resultados aqui obtenidos ayudardn a reforzar los trabajos existentes en la literatura,
referentes a la toxicidad del conjugado 5-S-CysDA, donde se ha argumentado que su
formacidn y acumulacién causa dafios severos a las neuronas dopaminérgicas.

Estos resultados podrian ayudar a explicar el dafio neurodegenerativo en la SN vy el
estriado causado por el ozono, y también permitirdn correlacionar los mecanismos
celulares que podria estar ocurriendo en un paciente con EP ante condiciones de
contaminacidn ambiental que causen estrés oxidativo.

Trabajos posteriores en donde se realice la deteccidn conjunta de otros metabolitos
oxidados derivados de DA, tal como el amincromo, el 5-6-indol quinona, la neuromelanina
y la hidobenzotiacina del conjugado 5-S-CysDA (DHBT-1), ayudaran a explicar con mayor
detalle el metabolismo de la DA y sus implicaciones en la EP.

La espectroscopia SERS ha permitido la identificacién de la molécula de la DA Unicamente
en presencia de una dispersién con Ag NPs y en LCR, alcanzando un limite de deteccién de
0.1 uM. Los parametros analiticos determinado mediante SERS, podrian implementarse en
la deteccidn de DA en muestras complejas. Sin embargo, trabajos adicionales en los que se
mejore la sensibilidad de deteccién por este método permitiran su deteccién en muestras
de pacientes, tal como en LCR, donde la DA se encuentra en concentracién de orden nM.
El conjugado 5-S-CysDA ha mostrado una buena respuesta de deteccién mediante SERS, el
cual fue reproducible e identificado también en medios complejos simulados; tanto en
orina sintética como en LCR sintético. Se lograron alcanzar limites de deteccién alrededor
de 10 nM, y se establecieron los parametros analiticos de cuantificacidn del conjugado, lo
cual permitiria su aplicacidon de deteccién en muestras reales.

La deteccién de estos y otros metabolitos puede ser optimizada mediante la modificacion
superficial de las nanoparticulas metdlicas, con la finalidad de proveer selectividad, y que
permitan su deteccion en muestras complejas o aquellas provenientes de pacientes.

En este trabajo se ha logrado demostrar que dos métodos analiticos alternativos (HPLC y
SERS) permiten detectar y cuantificar el conjugado 5-S-CysDA en diferentes medios de
complejidad. Lo cual apunta a que estos métodos podrian ser empleados para detectar
sensitivamente este compuesto como un biomarcador de la EP.
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Las plataformas analiticas basadas en sustratos grafénicos han permitido apagar
eficientemente la fluorescencia del conjugado 5-S-CysDA, permitiendo adquirir por
primera vez el espectro Raman experimental de dicho conjugado.

El analisis combinado tedrico y experimental, en el estudio de las interacciones del
conjugado 5-S-CysDA con GO, han facilitado identificar los tipos de interacciones
fisicoquimicas que estabilizan la adsorcidn preferencial del conjugado sobre el sustrato.
Este trabajo muestra que los materiales grafénicos, asistidos con espectroscopia Raman,
podrian permitir desarrollar eficientes plataformas sensitivas para detectar el conjugado
5-S-CysDA y otros metabolitos de relevancia médica, con miras al desarrollo de
biosensores que refuercen el diagndstico clinico.
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7. ANEXOS

ANEXO 1. Articulo de Revision: “5-S-cysteinyl-dopamine a neurotoxic endogenous metabolite of
dopamine: Implications for Parkinson's disease. Badillo-Ramirez, I., Saniger, J. M., & Rivas-
Arancibia, S. (2019). Neurochemistry International, 104514.”

ANEXO 2. Articulo experimental: “Interaction of 5-S-cysteinyl-dopamine with graphene oxide: an
experimental and theoretical study for the detection of a Parkinson's disease biomarker. Badillo-
Ramirez, |., Landeros-Rivera, B., de la O-Cuevas, E., Vargas, R., Garza, J., & Saniger, J. M. (2019),
New Journal of Chemistry, 43(40), 15861-15870.”

ANEXO 3. Articulo en proceso de publicacidon: “SERS-based detection of 5-S-Cysteinyl-dopamine
as a novel biomarker of Parkinson’s disease in complex artificial biofluids. Badillo-Ramirez |, Miihlig
A, Saniger J.M, Cialla-May D and Popp J. Analytical Chemistry, 2019 [in process]”.

ANEXO 4. Datos de recuperacién y recobro de metabolitos en método HPLC-MS

ANEXO 5. Valores estadisticos, one-way ANOVA, con prueba Kruskal-Wallis, de las concentraciones
de los metabolitos en sustancia nigra y estriado del modelo animal de ozono.
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ANEXO 4. Datos de recuperacién y recobro de metabolitos en método HPLC-MS

1. Calculararea 2. Calcularconc. del analito 3. Calcular% de
relativa: Area analito eluido:ecuacién de la recta recuperacion: (Conc. del
eluido/Areade est. - dela curva de calibracién * la - analitode partida/Conc.
Interno eluido conc. del est. interno del anlitoeluido)* 100%
(AMDOPA)

% Recuperacion

100.0
80.0 |
60.0 |
400
20.0 -
7 5.8 8.6 5.8 8.6 5.8

% Recuperacion

0.0
8.6 5.8 8.6

pH pH pH pH

DA CysDA HVA DOPAC

Figura 1. Procedimiento del calculo del porcentaje de recuperacion de los metabolitos en el método HPLC-
MS implementado. Se grafican los valores de varias repeticiones empleando dos valores de pH del buffer de
fosfatos (pH 5.8 y 8.6) en el que la mezcla de metabolitos fue agregada al cartucho de extraccién en fase
sélida. Los metabolitos DA y 5-S-CysDA son recuperados con muy buena eficiencia en ambos valores de pH,
en tanto HVA y DOPAC presentan una mejor eficiencia de recuperacion a pH 5.8. Estos valores sugieren que
mantener los metabolitos en el buffer de partida a pH 5.8 facilita su deteccidn y cuantificacién integra en el

método HPLC-MS.
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1. Homogeneizar
cerebelo + adicionar
conc. conocida de mezcla
de analitos

(DA, HVA, DOPAC, CysDA)

100 4

90 1

80 1

70 A

% Recobro

30 1

20

10

60 1

50 1

40 A

2. Matriz compleja
' Cargar, lavary eluir en l
——7"  cartucho SPE (condiciones —
optimizadas) = HPLC-Masas

3. Calcular% de recobro:
(Calcularconc. Del analito
eluido/Conc. Calculada del
analito estandar)*100%

83

80.2
DA

86.2
I 64.3
HVA

CysDA

DOPAC

Figura 2. Procedimiento del método y calculo del porcentaje de recobro de los metabolitos en una mezcla
compleja mediante el método HPLC-MS implementado. Se empled tejido de cerebelo, en el cual fueron
adicionadas las mezclas de los metabolitos a concentracidn conocida. Los valores obtenidos se encuentran
en los rangos de valores confiables (60-120%), para una concentracion de 1x10°M, de acuerdo a los criterios

establecidos en CCAYAC, 2017 [73].
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ANEXO 5. Valores estadisticos, one-way ANOVA, con prueba Kruskal-Wallis, de las

concentraciones de los metabolitos en sustancia nigra y estriado del modelo animal

de ozono
Dunn's multiple comparisons test Mean rank diff. Significant? Summary
CTRL vs. 7 7.444 No ns
CTRL vs. 15 14.78 No ns DOPAMINA EN SN
CTRL vs. 30 23.78 Yes *
CTRL vs. 60 35.33 Yes e
CTRL vs. 90 41.67 Yes ol
Number of values 9 9 9 9 9 9
Minimum 3241 228.9 166.3 143.2 28.87 17.7
25% Percentile 434.3 246.1 174.5 148.5 48.69 24.46
Median 741.7 445.1 300.5 161.6 99.66 435
75% Percentile 757.3 469.4 352 210.4 108.7 54.61
Maximum 792.5 481.7 356.7 230.4 1111 55.93
Mean 623.1 386.2 276.1 175.4 83.94 40.46
Std. Deviation 179 110.3 81.43 33.12 32.9 14.69
Std. Error of Mean 59.68 36.77 27.14 11.04 10.97 4.897
Dunn's multiple comparisons test Mean rank diff. Significant? Summary
CTRLvs.7 0 No ns
CTRL vs. 15 -15.5 No ns 5-S-CysDA EN SN
CTRL vs. 30 -20.61 Yes *
CTRL vs. 60 -33.61 Yes Hhx
CTRL vs. 90 -38.28 Yes bl
Number of values 9 9 9 9 9 9
Minimum 0 0 42.98 50.58 83.61 84.47
25% Percentile 0 0 43.17 52.39 84.89 90.93
Median 0 0 43.55 54.67 88.87 96.49
75% Percentile 0 0 69.99 80.51 94.01 98.69
Maximum 0 0 77.32 84.06 101.7 103.5
Mean 0 0 53.04 62.69 89.99 95.07
Std. Deviation 0 0 14.91 14.38 5.881 5.7
Std. Error of Mean 0 0 4.968 4.794 1.96 1.9
Dunn's multiple comparisons test Mean rank diff. Significant? Summary
CTRL vs. 7 6.889 No ns
CTRL vs. 15 14.33 No ns HVA EN SN
CTRL vs. 30 23.89 Yes >
CTRL vs. 60 35.56 Yes e
CTRL vs. 90 41 Yes el
Number of values 9 9 9 9 9 9
Minimum 42.51 23.43 16.99 9.565 4.499 2.622
25% Percentile 45.26 29.44 20.57 12.56 4.602 3.135
Median 126.1 71.88 36.73 13.91 6.965 4.413
75% Percentile 136.1 75.87 43.29 20.14 7.753 6.31
Maximum 152.1 76.73 45.01 25.03 7.825 6.531
Mean 102.9 57.76 33.49 15.89 6.368 4.735
Std. Deviation 45.04 23.16 11.11 5.156 1.525 1.565
Std. Error of Mean 15.01 7.721 3.703 1.719 0.5085 0.5217
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Dunn's multiple comparisons test Mean rank diff. Significant? Summary

CTRLvs. 7 3.596 No ns

CTRL vs. 15 7778 No ns DOPAMINA EN ESTRIADO

CTRL vs. 30 14.67 No ns

CTRL vs. 60 32.44 Yes T

CTRL v=. 90 3322 Yes i

Number of values 9 L] 9 9 L] 9
‘Minimum 4084 3984 W7 77 43 1904 0
25% Percentile 52.23 4411 39.48 31.37 2.695 0
Ml ediiain T0.96 48 86 449 3448 17.79 9.061
75% Percentile 1889 170 4 1225 90.44 2416 28.23
Wl i 199.9 179 130.2 9792 28.83 3431
Ml ean 1041 48.82 69.29 524 15.43 13.28
Std. Deviation 67.63 635 42 30.58 10.44 13.64
Std. Ermror of Mean 2254 2117 14 10.19 348 4548
Dunn's multiple comparisons test Mean rank diff. Significant? Summary

CTRLvs. 7 1133 No ns

CTRL vs. 15 -25.78 Yes - 5-S-CysDA EN ES TRIADO

CTRL v=. 30 321 Yes i

CTRL vs. 60 -14.78 No ns

CTRL vs. 90 -37.67 Yes -

Number of values 9 9 9 9 L] 9
‘Mimimum [1] 4153 54 53 62 67 4415 67.64
25% Percentile 0 4519 56.03 65.52 47.07 72.84
Wl el 41.54 50.03 61.62 68.63 5163 79.91
75% Percentile 46.27 59.75 83.12 88.47 66 89.36
Ml i 50.72 713 90.29 1042 T0.53 99.08
Ml e 30.16 H2.72 68.16 Thih 56.09 81.54
Std. Deviation 2279 9.522 13.98 14.85 9.697 10.25
Std. Ermror of Mean 7.596 3174 4 661 4882 3232 3417
Dunn's multiple comparisons test Mean rank diff. Significant? Summary

CTRLvs. 7 9 No ns

CTRL vs. 15 9667 No ns HVA EN ESTRIADD

CTRL vs. 30 1244 No ns

CTRL vs. 60 18.89 No ns

CTRL vs. 9 19 No ns

Number of values 9 E] E] 9 L] 9
Wi LT 6.388 1} 1.923 1.5 1} 0
25% Percentile 16.07 5.647 2.695 1.91 0 0
Ml ediiain 9538 4829 49.07 46.69 261 17.44
75% Percentile 101.4 88.2 83.82 72.78 49.07 63.15
Ml i 1111 1001 88.18 83.86 60.22 64.98
Ml ean 68.48 48.4 4529 4138 2494 2709
Std. Deviation 43.24 41.24 35.99 328 23.21 28.54
Std. Ermror of Mean 1441 13.75 12 10.93 T737 9514
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ARTICLE INFO ABSTRACT

Parkinson's disease (PD) is the second most common neurodegenerative disease worldwide and is characterized
for being an idiopathic and multifactorial disease. Extensive research has been conducted to explain the origin of
the disease, but it still remains elusive. It is well known that dopamine oxidation, through the endogenous
formation of toxic metabolites, is a key process in the activation of a cascade of molecular events that leads to
cellular death in the hallmark of PD. Thio-catecholamines, such as 5-S-cysteinyl-dopamine, 5-S-glutathionyl-
dopamine and derived benzothiazines, are endogenous metabolites formed in the dopamine oxidative de-
gradation pathway. Those metabolites have been shown to be highly toxic to neurons in the substantia nigra pars
compacta, activating molecular mechanisms that ultimately lead to neuronal death. In this review we describe
the origin, formation and the toxic effects of 5-S-cysteinyl-dopamine and its oxidative derivatives that cause
death to dopaminergic neurons. Furthermore, we correlate the formation of those metabolites with the neuro-
degeneration progress in PD. In addition, we present the reported neuroprotective strategies of products that
protect against the cellular damage of those thio-catecholamines. Finally, we discuss the advantages in the use of
5-S-cysteinyl-dopamine as a potential biomarker for PD.

Keywords:
5-S-Cysteinyl-dopamine
Thio-catecholamines
Parkinson's disease
Dopamine oxidation
Endogenous metabolite
Neurodegeneration

1. Introduction

Parkinson's disease (PD) is the second most common neurodegen-
erative disease with the highest incidence worldwide in adults over 85
years old (Pringsheim et al., 2014; Hirsch et al., 2016). PD is char-
acterized by motor and non-motor symptoms. Motor symptoms include
postural instability, muscular rigidity, bradykinesia and resting tremor,
while non-motor symptoms are characterized by cognitive and auto-
nomic alterations (Titova et al., 2017; Schapira et al., 2017).

The pathology of PD is characterized by specific death of dopami-
nergic neurons in the substantia nigra pars compacta (SNpc). Neural
loss is most likely due to the induced damage of the Lewy bodies, which
are formed from the insoluble nucleation of misfolded alpha-synuclein
(a-syn) protein in addition to the mitochondrial dysfunction (Goedert
et al., 2013; Villar-Pique et al., 2016; Chen et al., 2019). The mi-
tochondrial alteration is characterized by ATP depletion. This disrupts
the storage of dopamine in vesicles, contributing to cytoplasmic for-
mation of oxidized dopamine metabolites (Bisaglia et al., 2007;
Bhattacharjee and Borah, 2016; Lotharius and Brundin, 2002a,b; Stokes

* Corresponding author.
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et al., 1999). Oxidized dopamine products, such as dopamine quinones
(DA-Q), mediate neuromelanin formation. However, they can also in-
duce dopaminergic neuronal damage, which initiates key molecular
mechanisms in PD. Recent studies conducted with dopaminergic neu-
rons from PD patients demonstrated that mitochondrial oxidative stress
leads to dopamine oxidized accumulation (Burbulla et al., 2017; Mor
et al., 2017). As seen in these studies, oxidized dopamine initiates a
time-dependent cascade, inducing glucocerebrosidase enzymatic de-
pletion, lysosomal dysfunction and increased misfolding aggregation of
a-syn. These findings support that dopamine oxidation is a key factor
that increases neural damage in the SNpc.

The oxidative metabolism of dopamine leads to the formation of
dopamine quinone metabolites, such as the 3,4-dopamine-o-quinone,
aminochrome and 5,6-indolequinone. Extensive research of these me-
tabolites in cellular and animal models has revealed a specific neuro-
toxicity to dopaminergic neurons (Hastings et al., 1996; Goldstein et al.,
2014; Bisaglia et al., 2007; 2010; Mufoz et al., 2012; Monzani et al.,
2019). However, not all the oxidation of dopamine leads to the for-
mation of the aforementioned dopamine quinone metabolites; the thio-

E-mail addresses: jose.saniger@icat.unam.mx (J.M. Saniger), srivas@unam.mx (S. Rivas-Arancibia).

https://doi.org/10.1016/j.neuint.2019.104514

Received 30 May 2019; Received in revised form 4 July 2019; Accepted 29 July 2019

Available online 29 July 2019
0197-0186/ © 2019 Published by Elsevier Ltd.


http://www.sciencedirect.com/science/journal/01970186
https://www.elsevier.com/locate/neuint
https://doi.org/10.1016/j.neuint.2019.104514
https://doi.org/10.1016/j.neuint.2019.104514
mailto:jose.saniger@icat.unam.mx
mailto:srivas@unam.mx
https://doi.org/10.1016/j.neuint.2019.104514
http://crossmark.crossref.org/dialog/?doi=10.1016/j.neuint.2019.104514&domain=pdf

L. Badillo-Ramirez, et al.

catecholamines, which are characterized by a sulfur atom in their
molecular structure, are also formed through the dopamine oxidative
degradation pathway. Common thio-catecholamines include the 5-S-
glutathionyl-dopamine (5-S-GSH-DA) and 5-S-cysteinyl-dopamine (5-S-
Cys-DA) conjugates (Tse et al., 1976; Graham, 1978; Ito and Fujita,
1982). Several studies have confirmed the neurotoxicity of 5-S-Cys-DA
along with its benzothiazines. However, the susceptibility and pro-
gression of neural dysfunction that is induced by those thio-catechola-
mines in PD are not well understood. In this review, we first present the
endogenous route formation of 5-S-GSH-DA and 5-S-Cys-DA with its
benzothiazines. Then we describe their neurotoxic damage related to
the activation of characteristic molecular mechanisms found in PD. In
addition, we present the reported neuroprotective strategies against the
5-S-Cys-DA toxicity. Finally, we discuss the advantage of using 5-S-Cys-
DA as a potential biomarker in the diagnosis of Parkinson's disease.

2. Oxidative metabolism of dopamine: dopamine quinone and
thio-catecholamine formation

Dopamine (DA) is synthesized in the dopaminergic neuron by the
enzymatic action of tyrosine hydroxylase (TH) and aromatic amino acid
decarboxylase (AADC). The amino acid tyrosine is hydroxylated by TH
to form L-DOPA, which is further decarboxylated by AADC in the final
formation of dopamine. (See Fig. 1. Reaction 1) (Meiser et al., 2013;
Daubner et al., 2011). Immediately after the synthesis, the vesicular
monoamine transporter 2 (VMAT-2) internalizes DA inside the vesicle
through an active transport mechanism (Vergo et al., 2007). The ve-
sicle, which has an internal acidic pH, stabilizes and stores DA; then DA
is transported and released into the synapse. After the release, dopa-
mine transporters (DAT) in the nigrostriatal terminal, reuptake DA from
the synaptic cleft into the neuron. Nevertheless, perturbations in both
the storage and reuptake of DA, such as the presence of pesticides and
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misfolded proteins, facilitates its cytoplasmic accumulation and further
degradation (Mulvihill, 2019; Lotharius and Brundin, 2002a,b; Chedik
et al.,, 2017). Free cytoplasmic DA is rapidly degraded through the
enzymatic or oxidative pathway.

2.1. Engymatic degradation of DA

DA degradation can take place in the dopaminergic neuron or in the
surrounded glial cells, depending on where DA uptake occurs after the
release. DA degradation inside the neuron is mediated by the enzymes
monoamine oxidase (MAO) and aldehyde dehydrogenase (ALDH). MAO
catalyzes the formation of DA into the intermediate product 3,4-dihy-
droxyphenylacetaldehyde (DOPAL), which is further oxidized by ALDH
to form 3,4-dihydroxyphenilacetic acid (DOPAC). Alternatively, DA
degradation by glial cells leads to the formation of homovanillic acid
(HVA) by two pathways: 1) MAO and ALDH convert DA into DOPAC,
following the aforementioned enzymatic pathway, then DOPAC is
converted into HVA by the enzyme catechol-o-methyltransferase
(COMT); and 2) DA is metabolized into 3-methoxytyramide (3-MT) and
3-methoxy-4-hydroxyphenylacetaldehyde (MHPA) by COMT and MAO,
respectively; then ALDH converts MHPA into HVA. DOPAC and HVA
are the main final metabolites in the DA enzymatic degradation
(Eisenhofer et al., 2004; Yu et al., 2016; Myohénen et al., 2010). (See
Fig. 1. Reactions 2 and 3).

2.2. Oxidative degradation of DA

The oxidative DA pathway starts with the pH change from the sy-
naptic vesicle (pH 5.4) to the cytoplasm (pH 7.4) and in the presence of
molecular oxygen conditions, leading to the spontaneous oxidation of
dopamine (Herlinger et al., 1995; Linert et al., 1996). Moreover, DA
oxidation is catalyzed by the presence of metallic ions such as iron (III),

° Fig. 1. Synthesis and metabolism of dopamine.
o Reaction 1. Enzymatic synthesis of DA, vesicular
Lol storage and release into the synapse. Reaction 2.
Enzymatic degradation of DA inside the neuron
to form DOPAL and finally DOPAC. Reaction 3.
Enzymatic degradation of DA in glial cell to form

4o, L-Dopa HVA. Reaction 4. Oxidative degradation of DA
”‘5-% through the formation of dopamine o-quinone,
- aminochrome, 5,6-indolequinone and neurome-
o, lanin. (Abbreviations: Aromatic amino acid
DA m Dopamlne o-quinone
MO’
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yphenilacetic acid (DOPAC); homovanillic acid
(HVA); 3-methoxytyramide (3-MT); 3-methoxy-
4-hydroxyphenylacetaldehyde (MHPA) and tyr-
osine hydroxylase (TH)).
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copper (II) and manganese (III), as well as by the action of enzymes,
such as xanthine oxidase (XO), cytochrome P450 (CYP450), pros-
taglandin H synthase (PGHS) and lactoperoxidase (LPO) (Sun et al.,
2018; Pham and Waite, 2014; Sulzer and Zecca, 2000; Muioz et al.,
2012). The first step in the DA oxidation pathway leads to the formation
of the intermediate 3,4-dopamine-o-quinone, which is prone to in-
tramolecular cyclization in the formation of aminochrome. The ami-
nochrome product can be further oxidized to form 5,6-indolequinone
(See Fig. 1. Reaction 4). Under physiological conditions, the afore-
mentioned metabolites take part in the formation of neuromelanin,
which is the final product in the DA oxidative pathway. The metabolites
aminochrome and 5,6-indolequinone have been studied extensively in
several in vitro and in vivo models, demonstrating their severe toxicity to
dopaminergic neurons. This toxicity is thought to be the cause of many
parkinsonian symptoms, as discussed by several researchers (Asanuma
et al., 2004; Solano et al., 1999; Sulzer and Zecca, 2000; Yoshimoto
et al., 2005; Goldstein et al., 2014). Such evidences indicate that the
excessive production of dopamine quinones is related to the disruption
of neuromelanin formation, and is partly responsible for the increase in
the concentration of oxidized DA metabolites (Monzani et al., 2019).

2.3. Formation of 5-S-glutathionyl-dopamine and 5-S-cysteinyl-dopamine

The dopamine-o-quinone (DA-0-Q), the first product in the oxida-
tive pathway of DA, is an electron deficient intermediate. It easily reacts
with rich electron molecules, such as those containing a sulfur atom.
The amino acid l-cysteine (l-cys) and the reduced glutathione (GSH)
tripeptide are sulfur-containing molecules of high concentration in the
brain (Zeevalk et al., 2008; Dringen, 2000). In the presence of 1-cys, the
aromatic ring of DA-0-Q reacts covalently with the sulfhydryl group of
l-cys, resulting in the formation of three isomers: 2-S-cysteinyl-dopa-
mine (2-S-Cys-DA), 5-S-cysteinyl-dopamine (5-S-Cys-DA) and 2,5-S-cy-
steinyl-dopamine (2,5-S-Cys-DA), where 5-S-Cys-DA is the most abun-
dant (Jameson et al., 2004; Zhang and Dryhurst,1994). The reaction
between DA-0-Q and GSH leads to the formation of the 5-S-glu-
tathionyl-dopamine (5-S-GSH-DA) conjugate, as the main product
(Bisaglia et al., 2010) (See Fig. 2. Reaction 1). However, experimental
studies have shown that 5-S-GSH-DA is rapidly catabolized by the en-
zymes gamma-glutamyl transferase (GGT) and dipeptidases, resulting
in the formation of 5-S-Cys-DA (Allen et al., 2013; Dickinson and
Forman, 2002). Furthermore, several studies have reported the in-
creased activity of GGT in brain samples of PD patients, which might
support its critical role in the conversion of 5-S-GSH-DA into 5-S-Cys-
DA (Dagnino-Subiabre et al., 2000; Shen et al., 1996; Sagara et al.,
1993).

2.4. Formation of benzothiazines of 5-S-cysteinyl-dopamine

The 5-S-Cys-DA conjugate is a molecule that is prone to fast oxi-
dation into secondary products when exposed to superoxide anion (05~
), metallic ions, and other oxidants. The oxidative pathway of 5-S-Cys-
DA leads to the formation of an intermediate quinone of 5-S-cysteinyl-
dopamine o-quinone (5-S-Cys-DA-0-Q), which is quickly converted into
the bicyclic o-quinone imine through a condensation reaction. The
aforementioned product is then reduced by a second molecule of 5-S-
Cys-DA, resulting in the formation of the benzothiazine 7-(2-ami-
noethyl)-3,4-dihydro-5-hydroxy-2H-1,4-benzothiazine-3-carbox-
ylicacid (DHBT-1). (Shen et al., 1997; Zhang and Dryhurst, 1995a; Shen
and Dryhurst,1996). (See Fig. 2, Reaction 2). Nevertheless, in vitro
studies have shown that DHBT-1 is able to enter into further oxidative
pathways, leading to the formation of oxidized benzothiazines, such as
the 7-(2-aminoethyl)-5-hydroxy-1,4-benzothiazine-3-carboxylic acid
(BT-1) and 7-(2-aminoethyl)-5-hydroxy-1,4-benzothiazine (BT-2).
However, both BT-1 and BT-2 are prone to further oxidization under a
high oxidative environment to form derivative products (Shen et al.,
1997; Zhang and Dryhurst, 1995b). (See Fig. 2, Reaction 3).
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More recently, an alternative reaction of 5-S-Cys-DA with hypo-
chlorite (OCl™) was described. Hypochlorite, which is formed in the
reaction of chlorine (Cl, ) with hydrogen peroxide (H,O,) and cata-
lyzed by myeloperoxidases, reacts with 5-S-Cys-DA to form the con-
jugate hypochlorite-oxidized cysteinyl-dopamine (HOCD). The in vitro
formation of HOCD increases the concentration of reactive oxygen
species, yielding oxidative stress and severe toxic damage to dopami-
nergic neurons (Mehta et al., 2016) (See Fig. 2. Reaction 4).

In the dopaminergic neuron, where the equilibrium redox is pre-
served, the 5-S-Cys-DA conjugate is normally formed at a very low
concentration, which is also structurally part of neuromelanin (Sulzer
et al., 2000). However, quantitative analysis of brain tissues of rich
dopaminergic regions and in cerebrospinal fluid (CSF) of patients di-
agnosed with PD demonstrated significantly increased levels of 5-S-Cys-
DA (Fornstedt and Carlsson, 1990; Fornstedt et al., 1990b). This finding
supports the role of the diverged DA oxidative pathway in the en-
dogenous formation of 5-S-Cys-DA. A possible explanation of the in-
creased formation of 5-S-Cys-DA might be the disruption in the DA
reuptake mechanism, which blocks the storage of the synaptic vesicle
and leads to cytosolic accumulation of DA and its further oxidation
(Mulvihill, 2019; Monzani et al., 2019; Caudle et al., 2007).

On the other hand, reduced glutathione (GSH), the most abundant
antioxidant in brain cells, is found in physiological concentration at
approximately 1-4 mM (Rae and Williams, 2017; Aoyama and Nakaki,
2013). However, extensive studies have found a marked reduction in
the levels of both GSH and l-cysteine in patients with PD, which are
likely to appear in the early stages of the disease and as it progresses
(Rae and Williams, 2017; Smeyne and Smeyne, 2013; Miiller and
Mubhlack, 2012; Sian et al., 1994). In addition, several studies have
reported a similar in vivo discrepancy in the levels of reduced glu-
tathione (GSH) against oxidized glutathione (GSSG). Nevertheless, in
postmortem analysis of PD samples the GSH levels were considerable
decreased, but not GSSG (Canals et al., 2001; Ibi et al., 1999; Jurma
et al., 1997). Furthermore, in these studies the unbalanced GSH/GSSG
ratio was accompanied by the increased activity of gamma-glutamyl
transferase (GGT), the key enzyme to convert 5-S-GSH-DA into 5-S-Cys-
DA (Chinta et al.,, 2006; Dauer and Przedborski, 2003; Sian et al.,
1994). All of these findings indicate that the reduced intracellular levels
of GSH and l-cys, are linked to the increased formation of conjugates
with the dopamine-o-quinone intermediate in the oxidative DA
pathway. Furthermore, the enhanced formation of the thio-catechola-
mines might be due to the presence of elevated cell oxidative stress
(Graham et al., 1978). Moreover, the formation of 5-S-Cys-DA or 5-S-
GSH-DA occurs at a very rapid constant rate (200/s) in comparison to
the cyclic product formation of aminochrome and 5,6-indolequinone
(formed at a slow constant rate of 0.15/s) (Tse et al., 1976; Bisaglia
et al., 2010). Such evidence might indicate that in the pathophysiolo-
gical course of PD, the thio-catecholamines 5-S-GSH-DA, 5-S-Cys-DA
and DHBT-1 appear at the initial stages of the disease, while the cyclic
dopamine quinones, aminochrome and 5,6-indolequinone, might be
formed in mid- or advanced-stages.

3. The 5-S-Cys-DA conjugate and its derivative benzothiazines:
implications for PD

Several studies have shown through in vitro and in vivo experiments
that 5-S-Cys-DA and oxidized benzothiazines cause severe damage to
dopaminergic neurons. The cellular damage caused by those thio-ca-
techolamines is comparable to the neurotoxic effect produced by 1-
methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) and 6-hydro-
xydopamine (6-OHDA) (Langston, 2017; Lotharius and O'Malley, 2000;
Hernandez-Baltazar et al., 2017). Several groups have described the
participation of 5-S-Cys-DA and DHBT-1 in some characteristic PD
molecular mechanisms, such as the following:

i) Mitochondrial dysfunction and oxidative stress. It is well known
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that oxidative stress and mitochondrial dysfunction are key factors
of cellular damage in the physiology of PD (Nguyen et al., 2019;
Subramaniam and Chesselet, 2013; Santiago-Lépez et al., 2010).
The role of 5-S-Cys-DA in neural damage through the mitochondrial
dysfunction and enhanced oxidative stress has been well estab-
lished. As Mosca and colleagues demonstrated by injecting in mice
and in cellular incubation, 5-S-Cys-DA initiates the activation of a
cascade of events when concentrated at the micromolar range. The
mitochondrial activity is severely affected at the beginning of the
exposure (Mosca et al., 2006). 5-S-Cys-DA is easily internalized
within the cell, disturbing its homeostasis and causing: 1) Increased
levels of reactive oxygen species, which induces protein carbony-
lation and lipid oxidation; 2) alteration of cytoplasmic calcium
homeostasis, leading to depolarization and a decrease of the mi-
tochondrial membrane potential; 3) reduction in the efficiency of
the mitochondrial electron transport chain and; 4) a considerable
reduction in the intracellular concentration of antioxidants super-
oxide dismutase (SOD) and GSH (Vauzour et al., 2014; Aureli et al.,
2014). In addition, reported experiments have shown that 5-S-Cys-
DA is able to suppress the mitochondrial activity through the in-
hibition of the respiratory complex I, leading to activate pro-
grammed cellular death mechanisms, such as the cytochrome c re-
lease and activation of caspases 3, 8 and 9. (Mosca et al., 2008,
2006; Spencer et al., 2002).

More recently, Vauzour and colleagues described the mechanism
that takes part in the intracellular oxidation of 5-S-Cys-DA into DHBT-1,
showing extensive cell damage in a dose time dependent pathological
cascade (Vauzour et al., 2014). Under the first exposition time, 5-S-Cys-
DA is internalized and intracellularly oxidized, leading to the activation
of the extracellular-signal-regulated kinase 2 (ERK2) and the caspase 8,

key events in the initiation of programmed cellular death. Further
oxidation of 5-S-Cys-DA activates secondary apoptotic mechanisms,
such as the apoptosis signal-regulating kinase 1 (ASK1), the phos-
phorylation of c-Jun N-terminal kinase (JNK) and c-Jun (Ser73), p38
and the caspases 3, 7 and 9. Nevertheless, the severe mitochondrial
inhibition occurs after long exposition time; the conversion of 5-S-Cys-
DA into DHBT-1 requires over 3h to be completed. In support of the
toxic role of DHBT-1 to mitochondria, Li and Dryhurst studied the toxic
effect of DHBT-1 in cultured intact rat mitochondria (Li and Dryhurst,
2001). DHBT-1 toxicity starts with an easy diffusion into the mi-
tochondrial membrane, leading to fast irreversible inhibition of the
respiratory complex I with severe concomitant damage to mitochon-
drial complex IV, alpha-ketoglutarate dehydrogenase complex
(KGDHC) and pyruvate dehydrogenase complex (PDHC) (Xin et al.,
2000). In an elevated reactive oxygen species environment, DHBT-1 is
prone to fast oxidation to form the dihydrobenzothiazines BT-1 and BT-
2 (Li et al., 1998). Similar experiments show that BT-1 and BT-2 cause
enhanced mitochondrial damage, in comparison to DHBT-1 (Li and
Dryhurst, 1997).

ii) Alpha-synuclein aggregation and stress of endoplasmic re-
ticulum. In vivo and in vitro experiments have shown the upregu-
lation of a-syn immediately after the exposition to 5-S-Cys-DA. The
a-syn upregulation was accompanied by the depletion in the ex-
pression of the protein ERp57, a key lumenal protein that is re-
sponsive to endoplasmic reticulum (ER) stress. This induces the
unfolded protein response (UPR) (Aureli et al., 2014). In addition, 5-
S-Cys-DA plays an important role in the fibril formation of a-syn by
increasing its aggregation and cytoplasmic accumulation. This event
is modulated in a time dependent process, but it is intensified under
exacerbated intracellular oxidative stress (Zafar et al., 2006).
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Several experiments support the notion that elevated oxidative
stress in dopaminergic neurons may contribute to a-syn aggregation
and vice versa, creating a vicious cycle and leading to increase the
PD neurodegeneration (Mor et al., 2017; Wong and Krainc, 2017;
Conway et al., 2001). Although the toxic damage of 5-S-Cys-DA has
been described, it is unclear whether 5-S-Cys-DA or secondary do-
pamine oxidized derivatives are responsible for a-syn misfolding and
aggregation.

Sidell and colleagues have shown that 5-S-Cys-DA interferes in the
synaptic terminal DA reuptake of dopamine transporters, which in-
creases the formation of dopamine quinone subproducts. This ob-
servation indicates that the vesicular traffic interference causes dele-
terious neurological activity (Sidell et al., 2001). Nevertheless, the
inhibition mechanism of the DA vesicular reuptake by oxidized dopa-
mine remains elusive. A possible explanation is the contribution of thio-
catecholamines in the inhibition of dopamine transporters and through
the formation of enzymatic adducts with VMAT-2. This could poten-
tially drive DA oxidation into a vicious circle that results in the for-
mation of endogenous thio-catecholamines induced by rapid DA oxi-
dation (Caudle et al., 2007; Whitehead et al., 2001).

Related experiments have produced varying results. Some have
demonstrated the impact of 5-S-Cys-DA on DNA, which induces oxi-
dation to the purine and pyrimidine bases and causing oligonucleo-
somal DNA fragmentation (Mosca et al., 2006). These DNA abnormal-
ities might lead to epigenetic changes, such as DNA methylation or
histone modifications (Henderson-Smith et al., 2019; Cobos et al.,
2018). A large body of evidence suggests that epigenetic modifications
have a relevant impact on the etiology and progression of PD (van
Heesbeen and Smidt, 2019; Navarro-Sanchez et al., 2018; Jakubowski
and Labrie, 2017). A summary of the impacts of 5-S-Cys-DA and the
dihydrobenzothiazines to dopaminergic neurons is graphically de-
scribed in Fig. 3.

4. Inhibition of the neurotoxic effects of 5-S-Cys-DA

Growing evidence has demonstrated the neuroprotective capacity of
several compounds to slow down the cellular damage of oxidized do-
pamine metabolites. Some of the common products used for this aim
are the N-acetylcysteine (NAC), GSH, ascorbic acid, taurine,

GSH —> 5-S-GSH-DA

Mitochondrial dysfunction

P a-syn misfolding
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dithiothreitol, vitamin C, vitamin E and the Coenzyme Q10 (Carrera
et al., 2018; Kita et al., 2014; Filograna et al., 2016; Figueroa-Méndez
and Rivas-Arancibia, 2015). In addition, some polyphenolic compounds
have been shown to provide effective neuroprotection to dopaminergic
neurons by attenuating the mitochondrial dysfunction, reducing both
the levels of oxidative stress and inflammatory responses, and in-
hibiting the fibril accumulation of a-syn (Kujawska and Jodynis-Liebert,
2018; Jung and Kim, 2018; Magalingam et al., 2015).

Additional studies have shown that some natural polyphenols, both
flavonoids and non-flavonoids, are able to prevent the formation of 5-S-
Cys-DA and reduce its cell toxicity (Goldstein et al., 2016a,b; Cooper
et al., 2008; Vauzour et al., 2007, 2010). Experiments in cultured cells
have shown that (+)-catechin and caffeic acid avoid the formation of
thio-catecholamines. The in vitro incubation of those polyphenols with
tyrosinase and dopamine, and in the presence of l-cysteine, leads to
oxidized polyphenols while blocking the oxidation of dopamine and
forming non-toxic adducts of cysteinyl-polyphenols. Furthermore, the
hesperetin, a flavanone, prevents the 5-S-Cys-DA formation by blocking
the enzymatic action of tyrosinase, inhibiting the polyphenol adduct
formation (Vauzour et al., 2007). In addition, a rich variety of poly-
phenolic compounds have also shown in vitro neuroprotective capacity.
This includes compounds such as pelargonidin, quercetin, hesperetin,
caffeic acid, p-Coumaric acid, hydroxyphenethyl alcohol, tyrosol, epi-
catechin and the 3’-o-methyl-(—)-epicatechin. The pre-treatment of
cortical neurons with those aforementioned polyphenols significantly
reduces the toxic damage of 5-S-Cys-DA after its exposure (Vauzour
et al.,, 2008, 2010). More recently, Goldstein and colleagues demon-
strated the double in vitro neuroprotective effect of the 3,4-dihydrox-
yphenylethanol (DOPET), a phenolic compound found in olive oil and
red wine. This compound reduces the toxicity of 5-S-Cys-DA (Goldstein
etal., 2017, 2016) and DOPAL, which is a toxic intermediate metabolite
in the metabolic dopamine pathway, and has also been linked to do-
paminergic neuron death (Goldstein et al., 2014; Casida et al., 2014;
Marchitti et al., 2007). The aforementioned evidence highlights the
neuroprotection of natural polyphenols against the toxic endogenous
formation of oxidized dopamine metabolites. These strategies shed light
onto the neuroprotective capacity of such products, which may help
advance the future development of clinical therapies in the treatment of
patients with PD.

Fig. 3. Toxic effects of dopamine oxidation
through the endogenous formation of dopamine-
o-quinone, 5-S-cysteinyl-dopamine (5-S-Cys-DA)
and  7-(2-aminoethyl)-3,4-dihydro-5-hydroxy-
2H-1,4-benzothiazine-3-carboxylic acid (DHBT-

Protein up-regulation

DA OT)' DA-O-Q > ERstress 1). Formation of 5-S-Cys-DA induces cell toxi-
Xidation ™\ DNAbases oxidation  city. The oxidation of 5-S-Cys-DA to form DHBT-
| ’ \ Disrupt of DAT traffic 1 enhances damage. These metabolites cause
L-CYS damage to dopaminergic neurons by inducing
mitochondrial dysfunction, an increase in oxi-
ROS dative stress, protein and DNA damage, en-
Oxidation I / Activates ERK % doplasmic reticulum (ER) stress, and the acti-
. vation of key apoptotic signals; this leads to
DNA oxidation 0s : ACt,W,ates caspases 3/8 neural death, which may contribute to the pa-
Protein carbonylation€— Oxidizes proteins thogenesis and progress of Parkinson's disease.
Lipid peroxidation / (Abbreviations: reactive oxygen species (ROS);
reduced glutathione (GHS); 5-S-glutahionyl-do-
pamine (5-S-GSH-DA); extracellular signal
regulated kinase 1/2 (ERK 1/2); dopamine o-
Apoptotic v Cell toxicity quinone (DA-0-Q); dopamine transporter (DAT);
signals / alpha-ketoglutarate ~dehydrogenase complex
(KGDHCQC); pyruvate dehydrogenase complex
neumm. death ’ Complex| (PDHC); alpha-synuclein (a-syn)).
Mitochondrial KGDHC, PDHC inhibition
dysfunction inhibition



L. Badillo-Ramirez, et al.

5. 5-S-Cys-DA as biomarker for PD diagnosis

Motor symptoms in PD are evident after the loss of 70% of dopa-
minergic neurons in the SNpc (Hirsch et al., 2016). This drawback re-
veals the urgent necessity to develop strategies for the detection of PD
at early stages. Metabolites formed at the beginning of the disease, such
as derivative dopamine products, could be used as biomarkers for the
early diagnosis of PD. This could potentially provide an important
means of differentiating PD from other pathologies that manifest in
related parkinsonian syndromes (Parnetti et al., 2019; Yaping and
Weidong, 2019).

Currently, there are several prospective biomarkers of high sensi-
tivity and diagnostic potential for PD (Khodadadian et al., 2018; Maass
et al., 2018; Delenclos et al., 2016). Six biomarker groups for PD di-
agnosis have been described: i) neurotransmitters, neuromodulators
and related substances; ii) endogenous neurotoxins; iii) oxidative stress
markers; iv) inflammatory and immunologic markers; v) growth and
neurotrophic factors; and vi) protein biomolecules related to PD
(Jiménez-Jiménez et al., 2014). Nevertheless, none of the thio-ca-
techolamines previously described, have been included in these cate-
gories. Detection of metabolites coming from the endogenous metabo-
lism of DA may provide an effective means towards identifying
biomarkers for PD diagnosis.

Rosengren and colleagues first detected 5-S-Cys-DA in humans and
other mammals (Rosengren et al., 1985; Fornstedt et al., 1986, 1990a).
Through autopsies of the human brain they detected 5-S-Cys-DA and
other thio-catecholamines in regions rich in dopamine. High levels of 5-
S-Cys-DA were identified only in the caudate nucleus, putamen, globus
pallidus and substantia nigra (SN); where the SN showed the highest
concentration (Fornstedt and Carlsson, 1989). Notably, the quantifica-
tion of 5-S-Cys-DA was considerably high in samples presenting high
depigmentation in the SN (Fornstedt et al., 1990a). Furthermore, when
comparing results between PD and non-PD patients, they found that the
level of the ratio of 5-S-Cys-DA to DA was ten times higher in patients
diagnosed with PD (Fornstedt and Carlsson, 1991; Fornstedt et al.,
1990a). Increased levels of circulating 5-S-Cys-DA were also detected in
cerebrospinal fluid (CSF) of patients with PD (Carlsson and Fornstedt,
1991a; Fornstedt et al., 1990a). In that sense, Carlsson and Fornstedt
suggested that measuring the 5-S-Cys-DA to DA ratio can be used as
biomarker for the diagnosis of PD (Carlsson and Fornstedt, 1991b).
However, the circulating levels of DA in the 5-S-Cys-DA/DA ratio
hardly reflect the neurodegeneration state of the dopaminergic neuron
in the SNpc. In addition, DA has rarely been considered to be a specific
PD metabolite and its use as biomarker is contested. (Ishibashi et al.,
2010; Sossi et al., 2002). On the other hand, clinical measurements in
CSF samples of PD patients revealed a decreased total concentration of
HVA, while the levels of the 5-S-Cys-DA to HVA ratio were considerably
increased. This led researchers to hypothesize that the quantification of
the 5-S-Cys-DA/HVA ratio could represent a better biomarker for PD
(Cheng et al., 1996). However, the measurement of those metabolites
was performed in patients diagnosed with PD several years after the
study was first conducted. In addition, the patients were being treated
with levodopa (L-DOPA). Actual levels of DA metabolites must be
carefully examined. For example, in cases of levodopa treatment, L-
DOPA can induce adverse effects, such as the levodopa-induced dys-
kinesia (LID). (Romagnolo et al., 2018; Rajabally and Martey, 2013).
On the other hand, only measuring HVA in CSF can be misleading be-
cause it is not specific to the disease. As previously described, glial cells
synthesize HVA; thus, the measurement of HVA hardly represents the
real state of DA metabolism in the dopaminergic neuron (Lloyd et al.,
1975).

Clinical trials by Goldstein and colleagues, which include analytic
and neuroimaging studies, corroborate the use of 5-S-Cys-DA as a bio-
marker in the diagnosis of PD. This was demonstrated by measuring the
levels of 5-S-Cys-DA and DOPAC in patients diagnosed with three dif-
ferent parkinsonian syndromes: PD, parkinsonian multiple system
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atrophy (MSA-P) and pure autonomic failure (PAF). Quantitative de-
tection of the ratio of 5-S-Cys-DA to DOPAC was more than doubled in
patients with PD and MSA-P, while no significant changes were ob-
served in patients with PAF (Goldstein et al., 2016a,b, 2012). These
findings support the use of DOPAC and the ratio of 5-S-Cys-DA/DOPAC
as biomarkers for PD diagnosis. Furthermore, DOPAC is a metabolite
with a much higher specificity to the index of neural damage in the
SNpc, while the 5-S-Cys-DA/DOPAC ratio indicates both the cyto-
plasmic oxidative state of DA and the endogenous thio-catecholamine
formation in the progress of the disease. The findings from this re-
search, as well as the identification of circulating antibodies against
cysteinyl-catecholamines in PD patients, indicate the specificity of thio-
catecholamines to PD (Salauze et al., 2005). Therefore, in the recent
search for specific PD biomarkers, the combination of DA derived
products, such as oxidized dopamine, 5-S-Cys-DA, DOPAC, amino-
chrome and 5,6-indolequinone, could be used for accurate diagnosis of
PD.

6. Conclusions

Parkinson's disease is a multifactorial pathology, and its origin is
still poorly understood. A common pathognomonic characteristic of this
disease is the altered metabolism of dopamine in the dopaminergic
neurons of the substantia nigra pars compacta. There is substantial
evidence of the altered metabolism of DA in PD, which occurs through
its enzymatic and oxidative pathways and results in the formation of
endogenous toxic metabolites. These metabolites are responsible for
cellular damage and death, as well as for activating several key mole-
cular mechanisms in the pathology of PD. The 5-S-Cys-DA metabolite
and its benzothiazine (DHBT-1) are thio-catecholamines of endogenous
formation that induce severe damage to dopaminergic neurons. Neural
damage by 5-S-Cys-DA and DHBT-1 is characterized by mitochondrial
dysfunction and ATP depletion, increased oxidative stress, protein
carbonylation and DNA damage, as well as the activation of apoptotic
signals. Neuroprotective products, such as polyphenols, reduce cell
toxicity of oxidized dopamine and thio-catecholamines, which could
help to develop further therapies for PD patients. The hindrance in the
prognosis of PD in an early stage and the difficulty to differentiate it
from other parkinsonian syndromes has incentivized researchers to
investigate the role of metabolites in PD prognosis. The 5-S-Cys-DA
metabolite, present in brain tissues and biological fluids of PD patients,
has shown a strong performance as a specific biomarker with the ad-
vantage of differentiating PD from other parkinsonian syndromes.
Finally, future research in the study of combined metabolites from the
enzymatic and oxidative pathway of DA, such as 5-S-Cys-DA, DOPAC,
aminochrome and 5,6-indolequinone, might provide key information in
the neurogenerative progress of PD.
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5-S-Cysteinyl-dopamine (CysDA) is a metabolite from dopamine oxidation found in patients with
Parkinson’s disease (PD), and has been suggested to be a biomarker for PD diagnosis. Therefore, the
development of methodologies for its detection and identification is a matter of continuous interest for
clinical neurology. Graphene oxide (GO) is an efficient 2D material known for its molecular adsorption
capabilities, which also improves the spectroscopic signal and quenches the fluorescence of molecules
adsorbed on it. For this reason, in the present work we examine the interaction of CysDA with GO. First,
we demonstrate that Raman spectroscopy is a viable alternative analytical approach for the identification
of CysDA, particulary due to the capacity of GO to quench the molecular fluorescence of the analyte. In
order to enhance the interaction of CysDA with GO and to improve the detection of CysDA by
vibrational spectroscopy, we studied the physicochemical processes involved in the adsorption of CysDA
on GO through methods of Fourier transform infrared spectroscopy and quantum chemistry. These
combined strategies revealed a wide variety of molecular interactions involved in the adsorption
process. The stabilization of CysDA with GO is achieved primarily by hydrogen bonds and polarization
effects, with a minor role of dispersion forces. In addition, we found that solvent molecules strengthens

Received 20th July 2019, the adsorption of CysDA over GO. This work is the first reported strategy, as an alternative approach to

Accepted 9th September 2019 the standard chromatographic methods, in the detection of CysDA, based on GO enhanced vibrational

DOI: 10.1039/c9nj03781k spectroscopy. The combination of Raman spectroscopy with graphenic substrates paves new ground for
the future development of selective analytical platforms, which may ultimately enhance the detection of

rsc.li/njc CysDA as a biomarker for PD.

|ntr0ducti0n the substantia nigra pars compacta (SNpc), which is the main

region damaged in the physiopathology of Parkinson’s disease
The 5-5-cysteinyl-dopamine (CysDA) molecule, which is shown  (pp).*3 1n a recent report, we described the neurotoxic role
in Fig. 1a, is a catechol-thioether metabolite formed from the ¢ CysDA in cell neurodegeneration, which induces the patho-
nucleophilic addition of the r-cysteine amino acid to the dopamine- genesis and progress of PD.* The CysDA metabolite has
o-quinone intermediate, the first product in the spontaneous peen detected in human brain tissues and cerebrospinal fluid,
oxidation of dopamine (DA). Substantial experimental evidence  ith particularly high concentrations in biological samples
has shown the toxicity of CysDA to dopaminergic neurons in  of pp patients.”” Therefore, the quantification of CysDA in
biological fluids could be used as a biomarker to diagnose PD,
as it has been proposed previously by some authors.*®° Detection
and quantification of CysDA in fluids of PD patients has been

“ Instituto de Ciencias Aplicadas y Tecnologia, Universidad Nacional Auténoma de
México, Circuito Exterior S/N, Ciudad Universitaria, 04510, Ciudad de México,
Mexico. E-mail: isidrobadillor@gmail.com

b Division de Ciencias Bdsicas e Ingenieria, Departamento de Quimica, carried out by conventional electrochemical and chromato-
Universidad Auténoma Metropolitana-Iztapalapa, San Rafael Atlixco 186, graphic analytical techniques, such as high-performance liquid
Col. Vicentina, Iztapalapa, C. P. 09340, Ciudad de México, Mexico. chromatography (HPLC).lO’11 However, such analytical methods

E-mail: brunolanderos@hotmail.com ) are expensive and require extensive time and complex preparation
¢ Unidad Académica de Fisica de la Universidad Auténoma de Zacatecas,

98068 Zacatecas, Mexico steps for analysis. In response, researchers are calling for the
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Fig. 1 Lewis structures of 5-S-cysteinyl-dopamine (a) and graphene oxide
(b); molecular models of CysDA (c) and GO (d), used in the theoretical
calculations in this work.

Raman spectroscopy presents a viable alternative approach
for analytical detection because it provides a quick-response,
high sensitivity, label-free and susceptibility to molecular
identification through the spectral fingerprint.'>'®> However,
in order to take advantage of the benefits of Raman spectro-
scopy, special attention has to be consider to increase the
intrinsic low sensitivity of the Raman scattering and the inter-
ference of the fluorescence signal of biomolecules. For this
purpose, the molecule under study is frequently adsorbed onto
ad hoc nanostructured substrates, in order to enhance its Raman
scattering cross-section and to quench the eventual fluorescence
induced by the laser activation source of the Raman system. The
scattering cross-section enhancement results in the increase of
the Raman spectroscopy detection limit, even at the femtomolar
level, greatly expanding the type and number of molecules that
can be detected by this technique.**

The Surface Enhanced Raman Scattering (SERS) approach is
widely used to increase the Raman scattering signal and to
quench the fluorescence of the adsorbed molecule. SERS is
based on the adsorption of biomolecules onto noble metal
nanoparticle arrays.">"” However, more recently, the adsorption of
molecules onto graphenic substrates, in order to produce the
Graphene Enhanced Raman Scattering (GERS) phenomena, is
becoming an interesting alternative to SERS.'®'° Despite the fact
that the scattering enhancement factor in GERS is lower than in
SERS, the GERS approach offers important operational advantages.
For example GERS produces lower spectral distortion and lower
instability of the adsorbed molecules, which results in a more
reliable detection.*

Graphene derived materials such as pristine graphene (PG),
graphene oxide (GO) and reduced graphene oxide (rGO), have
attracted attention to develop sensitive substrates. GERS supports
have been designed for the detection of various molecules relevant
for medical, biological, environmental and food research.*'>
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GERS strategies have also proved successful for the detection of
folic acid, a relevant biomarker of cancer. This has been
accomplished through the use of a hybrid structure of graphene
oxide with poly-diallyldimethyl ammonium chloride (GO-PDD) and
silver nanoparticles (AgNP), leading to produce a linear response
between 9 and 180 nM.”® By combining drop-coating deposition
Raman (DCDR) spectroscopy and graphene-enhanced Raman
spectroscopy (GERS), the detection of human recombinant
interleukin-6 was achieved in an order lower than 1 pg mL ".*
GO-nobel metal structures nanocomposites have also been designed
for the detection of HIV-DNA in the order of fM concentration.”®

The use of GO as substrate for GERS platforms has some
advantages over pristine graphene, such as the ability of being
dispersed in aqueous media or biological fluids. The presence
of oxygenated functional groups over GO sheets, provide to it a
wide possibility to form non-covalent interactions with the
adsorbed biomolecule.?*?° In addition, a deliberate selection
of the oxygenated species in GO should give rise to a modulation
of the molecule-substrate interaction, where the Raman spectral
amplification or the quenching effect could be maximized.**

In this work, the CysDA conjugate was adsorbed on a solid
GO substrate, in order to quench the previously observed fluores-
cence signal of the molecule, while minimizing its chemical
destabilization and spectral distortion. This strategy has allowed
to obtain, for the first time, a clearly assignable Raman spectrum of
the CysDA conjugate. In addition, with the purpose of optimizing
the interaction of CysDA with GO, in a way to improve the detection
of CysDA by Raman spectroscopy, the physicochemical processes
involved in the adsorption of CysDA on GO was studied by Fourier
transform infrared spectroscopy and quantum chemistry methods.
The aim of the theoretical analysis is to study the role of the oxygen
functional groups of GO over the CysDA adsorption. The forces
involved in the interaction between CysDA and GO were analyzed
through quantum chemistry methods, leading to determine the
preferential sites of interaction. For this purpose, we used the
quantum theory of atoms in molecules® (QTAIM) and the non-
covalent interaction index** (NCI), which are ideal methods for this
type of analysis.***> We employed density functional theory for the
electronic structure computations due to the high number of atoms
involved in the CysDA/GO complex, which forbid the use of
correlation methods based on the wave-function. The use of
QTAIM, NCI and DFT, along with other theoretical and experi-
mental techniques, has been successfully applied to examine
the interactions between a variety of biomolecules and some
nanomaterials such as pristine, defected and oxidized graphene,
as well as boron-nitride nanosheets.>***> The findings presented
in this work constitute a step towards the development of Raman
based selective analytical platforms for the sensitive detection of
CysDA as a PD biomarker.

Experimental
Materials

Dopamine hydrochloride, ceric ammonium nitrate, r-cysteine,
Dowex 50Wx2, Dowex 50Wx8 and sulphuric acid were purchased
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from Sigma Aldrich (St. Louis, USA). Graphene oxide solution was
obtained from Graphenea (San Sebastian, Spain).

Synthesis of CysDA

CysDA was synthesized with slightly modifications from the
first experimental reports.*>*” In short, 20 millimoles of ceric
ammonium nitrate (CAN) in 10 mL of H,SO,4, 2 M were first
added to 10 millimoles of dopamine hydrochloride, previously
dissolved in 5 mL of H,SO,, 2 M. The mixture reaction was
rapidly poured into a vigorously stirred solution of 20 milli-
moles of L-cysteine, dissolved in 5 mL of H,SO,4, 2 M. A blue-
green solution was obtained after the mixture, which was
immediately passed through a column (2 x 40 cm) packed
with Dowex 50Wx8 (H' form), equilibrated with deionized
water. The column was washed with water and then eluted
with HCl, 0.5 M to eliminate unreacted dopamine, which was
followed spectrophotometrically at /,,.x 280 nm. Then, elutions
with HCI, 3 M followed by 4 M, gave a mixture of various
cysteinyl-dopamine isomers: 2-S-cysteinyl-dopamine, 5-S-
cysteinyl-dopamine and 2,5-S,S-dicysteinyl-dopamine. Eluted
fractions from HCI 3 M and 4 M were combined and reduced
to a small volume, and then passed through a column (2 x 40 cm)
packed with Dowex 50Wx2, equilibrated with HCI 2 M. Further
elutions were carried out with HCI, 2 M. Fractions were checked
and followed spectrophotometrically to collect only those
samples with the An. at 254 nm and 292 nm, which is
indicative that only 5-S-cysteinyl-dopamine was present.
Finally, acidic solution was freeze-dried to obtain CysDA, as a
pale brown residue. One part of the sample was stored at
—20 °C to further spectroscopic characterization and the other
part was dissolved in HCl, 10 mM for the GERS assay. The
purity of the product was checked by reverse HPLC with
spectrophotometric detection, showing only band absorptions
at 254 nm and 292 nm, revealing no presence of unreacted
dopamine or isomers (Fig. S1 in ESIf). In addition, the struc-
tural identity of the molecule was confirmed by electrospray ion
mass spectrometry, giving a 273 m/z molecular ion mass.*®

GO characterization and preparation of GERS substrates

Commercial GO solution (4 mg mL ") was first characterized by
means of XPS, UV-vis, FTIR and Raman spectroscopies (Fig. S2-
S4 in ESIf). Spectral profiles are in good agreement with
literature. From the aqueous commercial GO, a stock solution
of 100 ppm was prepared in deionized water and sonicated for
one hour, then used for the substrate preparation. A solid
support of aluminum mirror was used for the deposition of
GO. A drop of 10 uL of GO dispersion (100 ppm) was dropped
over the metallic support and dried in a desiccator at room
temperature. Finally, 3 pL of CysDA, at concentration of
0.1 mM, in acidic water, was dropped over the prepared
GO/Al support and then dried under the same conditions. After
the deposition of CysDA over the dried GO, the substrate was
completely covered by the CysDA solution, without the for-
mation of patterns similar to the typical “coffee ring”, which
usually tends to concentrate the analyte in some specific
regions. Therefore, we assumed that there was no excess of
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CysDA on the GO surface and the washing of the substrate was
not a necessary requirement for Raman analysis.

Raman spectroscopy and GERS assays

Raman spectra measurements were recorded with a WITec
alpha300 R (WITec GmbH, Ulm, Germany), using a 672 lines
per mm grating and 532 nm laser light excitation, originated
from a Nd:YVO4 green laser. The incident laser beam with a
power of 3.56 mW was focused by a 100x objective, Zeiss, with
0.9 NA. First, in an attempt to obtain the normal Raman
spectrum of CysDA, the freeze-dried compound was mounted
over the aluminum mirror and several punctual spectra were
recorded. However, sample hydration was very fast and an
intense fluorescence signal covered the full Raman spectrum.
In order to avoid that limitation, the prepared substrate of the
CysDA/GO/Al system was analyzed. Five punctual Raman spec-
tra were collected randomly in the middle zone of the dropped
CysDA/GO complex. Spectra were acquired with 4 s integration
time and 20 accumulations. Finally, spectra were cosmic ray
removed, base line corrected and averaged for further band
assignment.

Fourier transform infrared spectroscopy assay

Fourier Transform Infrared (FTIR) analysis were made in a
Nicolet iS50R Thermo Scientific spectrometer, equipped with
an attenuated total reflectance (ATR) diamond crystal. A small
amount of the freeze-dried CysDA was spread over the diamond
crystal and covered to avoid hydration. Spectra acquisition were
collected with 32 scans, 4 cm™" of spectral resolution, in the
range of 500-3600 cm . GO characterization by FTIR was
performed using a dried powder of GO, mounted over the
diamond crystal and measured under the same aforemen-
tioned conditions. The study of the physicochemical interac-
tions between GO and CysDA by means of FTIR spectroscopy
was performed by mixing the dried powder of GO with the
aqueous acidic CysDA to form a semi solid paste. The paste was
spread over the diamond crystal and four IR spectra were
collected under the same conditions. The working spectrum
for each sample was the average of 4 recorded spectra.

Theoretical methods

In order to study the biomolecule/substrate interactions, as well
as the effect of residual solvent molecules, 5-S-cysteinyl-
dopamine/graphene oxide (CysDA/GO) complex was analyzed
and classified in four groups: (1) [CysDA/GO]-10H,O (decahy-
drate), (2) [CysDA'/GO]-10H,O (decahydrate), (3) CysDA/GO,
and (4) CysDA'/GO. The potential energy surfaces of 1 and 2
were explored with the simulated annealing method by the
ASCEC code,*® computing the objective function with the PM7
method as implemented in MOPAC 2016.°>°" An open con-
former of the CysDA molecule was used, avoiding the contact
between the amino group of the dopamine and the carboxyl
group of the cysteine (Fig. 1c). In view of the fact that the
terminal carboxylic groups of the GO sheets have a strong
influence on its physical and chemical properties,®®* a finite
model was chosen for this system (Fig. 1d). Emphasis was made
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on the effect of the oxygenated functional groups; three epoxide,
five hydroxyl and six carboxyl units were randomly added to a
16-carbon ring polycyclic aromatic hydrocarbon, where only two
aromatic rings were conserved. It has been shown that this type of
representations of graphene derivatives simulate correctly their
main features related to its absorption capabilities.>**"**>* The
three lowest conformations of 1 and 2 were optimized at the
B3LYP-D3/DZVP level of theory with the NWChem software.>*
Once optimized, all water molecules were removed, and the
systems were re-optimized with the same procedure, obtaining
in this way minimum conformations for 3 and 4. We finally
obtained twelve stable structures, three for each group. Addition-
ally, interaction energies, along with their decomposition in
electrostatic, polarization, dispersion and (Pauli) repulsion terms,
of the water-free complexes were calculated using the CE-B3LYP/
6-31G(d,p) approach with the Crystal Explorer package.* Finally,
a QTAIM and NCI analysis were performed with a grid-based
algorithm accelerated by GPUs.>® Molecular graphs and NCI
isosurfaces were drawn with VMD.*”

Results and discussion
Raman spectra of CysDA adsorbed on GO substrate

The normal Raman spectrum of CysDA (see Fig. S5, ESI{), was
recorded by deposition of freeze-dried CysDA onto the aluminum
support. The spectrum is mainly dominated by a broad band,
from the intrinsic fluorescence of the molecule, which hides most
of the expected Raman bands but revealing only one band around
1015 ecm . In order to overcome this limitation, the prepared
CysDA/GO/Al system was analyzed by Raman spectroscopy. The
corresponding Raman spectrum of the CysDA/GO complex is
presented in Fig. 2. The spectrum exhibits a well-defined and
resolved set of vibrational bands, without the interference of
fluorescence. This demonstrates the quenching efficiency of the
fluorescence of CysDA, when deposited onto the GO substrate.
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Fig. 2 Raman spectrum of CysDA adsorbed onto the GO/Al support with
wavenumber identification bands.
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It must be note here that, at the best of our knowledge, this is the
first time that a Raman spectrum of the CysDA conjugate is shown
in literature. The band assignment of the full Raman signals were
done based on the expected vibrational modes in literature of the
CysDA functional groups.’®*®® Raman spectrum of CysDA/GO/Al
system exhibits a broad but defined set of bands in the
3400-3300 cm ™' region, typically from the symmetric and asym-
metric N-H stretching vibrational modes. Defined bands at
2966 cm " and 2895 cm ™ are originated from the contribution
of aliphatic C-H and CH, stretching modes. The strong and well
defined band at 1605 cm ™" is originated from the C—=C aromatic
ring stretching, with contribution of the protonated NH;" asym-
metric deformation. Region from 1500 cm™ ' to 1200 em™ " shows
a broad and complex band, which is integrated by contribution in
the deformation modes of NH;*, C-H and COOH, as well as the
stretching modes of C-OH and C-N. The strongest and most
conspicuous bands are in the 1150-1000 cm ™" interval, which
is dominated by the characteristic 1096 cm ™" band, originated
from the C—C aromatic ring breathing mode of the DA moiety
when it is attached to a sulfur atom.** Bands in the 600-300 cm !
interval are contributions from the O-C-O, C-N-N, C-C-S and
aromatic ring deformations, as well as the characteristic C-S
stretching vibrational mode. Detailed band assignment is
presented in Table 1.

Moreover, the quality of the Raman response of CysDA
adsorbed over GO is reflected in the low contributions of the
characteristic Raman bands of GO, D and G, at ~1345 cm ™"
and ~1595 cm ™', respectively.*' Summarizing, a good quality
Raman spectrum of CysDA is obtained when its acidic solution
is deposited onto the GO/Al substrate, indicating that GO
quenches the fluorescence of CysDA. This finding opens the

Table 1 Tentative band assignment of the wavenumber and vibrational
Raman modes of the experimental CysDA/GO complex

Wavenumber (cm ™) Tentative band assignment

255 Ring def./C-S-C bend.

331 C-C-S bend.

377 Skeletal vibr./O-C-O in-plane bend/CH def.
456 C-0 in-plane def./ring out-of-plane

571 CH in-plane ring def.

639 C-S str./CO tors./aliphatic chain C-C def.
724 CH out-of-plane/ring. def.

897 O-H out-of-plane def. vibr./carboxylic acids
997 C-N str./NH;" twist/ring. def.

1096 C—C-S ring breathing/C-O-C asym str.
1122 C-N str./NH twist./CH twist.

1295 CH twist./CH aromatic def./ring breathing
1336 OH scissoring/CH twisting/ring def.

1382 COOH bend/C-OH str.

1411 C-H def. due to sulfur/CH, def./COH bend.
1480 NH;" asym. def./CH scissoring

1602 C=C str. ring def./OH scissoring

2895 C-H, sym str.

2966 C-H, asym str.

3303 N-H, sym str./NH;" sym str.

3345 N-H;" sym str.

3375 N-H, asym str.

Abbreviations: str. (stretching), def. (deformation), bend. (bending),
twist. (twisting), tors. (torsion), vibr. (vibration), sym. (symmetric) and
asym. (asymmetric).
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possibility for further development of GO substrates, assisted
Raman spectroscopy, for the detection and identification of
this metabolite.

Nevertheless, to optimize the performance of the graphenic
platform it is important to get additional information about the
interaction of CysDA with GO. This information cannot be
deduced solely from the data of the obtained experimental
Raman spectrum. For this reason, we combined an experimental
FTIR spectroscopic analysis with a detailed theoretical simulation
of the CysDA/GO complex.

It should be noted that the chemical interactions between
the CysDA and the GO are not the only parameters to be
considered. In the present study, the surrounding aqueous
and acidic media should also play an important role in the
entire adsorption picture in the CysDA/GO system. The full
environmental conditions are frequently omitted in literature,
even when a detailed study by theoretical simulation of the
system is performed.

Chemical adsorption of CysDA on GO by FTIR spectroscopy and
quantum chemical models

Due to the fact that FTIR spectral bands are not compromised
by fluorescence interferences of the molecule under study, as is
the case for Raman spectroscopy, it was possible to obtain the
separated infrared spectra of the pure CysDA and the GO and
compare them with the spectrum of the CysDA conjugate
adsorbed on GO. In this way the changes of the corresponding
band array could be correlate with the molecule/substrate
interactions.

Nevertheless, the interpretation of the changes observed in
those IR spectra is not straightforward. GO is not a stoichio-
metric compound, their sheets have a wide distribution size
and they have not a homogeneous distribution of the oxygenated
functional groups. The CysDA/GO system is neither a regular
molecular cluster nor a really periodic system. Therefore, the
probability that the CysDA was identically adsorbed onto GO, in
all the cases and with the same intermolecular interactions is
small. Therefore, CysDA adsorption on GO sheets should occurs
following different adsorption modes and patterns. Hence the
importance of the theoretical model, in order to provide a deeper
insight about the possible kind of intermolecular interactions
involved in the adsorption phenomena of the CysDA/GO system.

Fig. 3a shows the standard infrared spectrum of the lyophilized
CysDA. Again, from the best of our knowledge, this is the first
time that an experimental IR spectrum of CysDA is presented in
literature. The assignment of the spectral bands was based on the
information of classical table charts of IR vibrational modes.>*>
The stretching vibrational modes of NH;*, OH, aromatic CH and
aliphatic CH/CH, appearing at 3480 cm ™', 3438 cm™ ', 3214 cm ™,
and 3054 cm ™, respectively. The characteristic C—=O stretching
vibrational mode of the carboxylic acid is shown at 1731 cm ™.
The double and intense bands at 1627 cm™* and 1612 cm ™ * are
due to the C—=C stretching mode of the benzene ring when the
sulfur atom is adjacent to the catechol OH group. Bands at
1488 cm ™' and 1348 cm ™" are due to the O-H deformation and
O-H bending modes of diol groups in the DA moiety, respectively.
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Fig. 3 FITR spectra of (a) lyophilized CysDA, (b) GO and (c) CysDA/GO
complex.

Bands at 1211 em™ ' and 1133 em ™" are associated with the N-H
in-plane bending and C-N stretching, respectively.®® The fully
detailed band assignment is presented in Table 2. These
assignments are in agreement with the calculated vibrational
frequencies of CysDA molecule, first presented by Bagheri,
which was obtained by means of molecular simulation in gas
phase.®

Fig. 3b shows the experimental IR spectrum of GO. The
strong and broad bands between 3000-3600 cm ™' are due to
stretching of O-H groups in GO, attached both at the edges or
at the basal plane, forming a complex array of hydrogen bonds
among neighboring GO sheets and with the remaining water
molecules. Intense band at 1729 em ™' is due to the oxidized
C=0 carboxyl groups at the edges, while the broad band
at 1620 cm " is related to the C=C stretching mode of the
remaining aromatic rings of non-oxidized graphitic domains.
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Table 2 Tentative band assignment of the main FTIR spectral bands for
CysDA, GO and the CysDA/GO complex

Wavenumber (cm )

CysDA CysDA/GO GO Tentative band assignment
938 Aliphatic. C-C-N str./NH;" def.
980 C-O str.
1041 C-O str. of alkoxy
1049 CH, twist.
1069 C-O str.
1166 0O-C(0)-C str. of epoxy
1144 CH arom. def.
1133 NH," def./C-H arom. def.
1188 C-O str.
1197 C-O-H out-of-plane bend.
1211 C-N str./CH, def.
1222 C-O str. of epoxy/C—=0 def.
1266 1266 CH, def.
1287 C-O str.
1348 O-H def./CH, def.
1388 O-H in-plane bend.
1411 1418 C-O str./O-H def./-CH,CO- def.
1434 NH;" in-plane bend/C-H def.
1488 1509 O-H def.
1612 C—C str. of phenolic ring
1625 1620 C=C str. of arom.
1627 C—C str. of phenolic ring
1666 C—C str. arom./C=O str.
1731 1730 1729 C==0 str.
3050 2925 CH, str. of aliphatic
3182 O-H str.
3216 3264 NH,;" str.
3440 3360 3357 O-H str.
3481 N-H, str.

Abbreviations: str. (stretching), def. (deformation), bend. (bending),
twist. (twisting), arom. (aromatic).

The broad band at 1388 cm ™' corresponds to OH deformation
groups located at the edges of GO sheets, and bands around
1287 cm™ ' are assigned to C-O stretching modes of surface
internal epoxy groups, while bands between 1150 cm ™" and
1250 cm ™' are associated with random epoxy groups close to
the edges. Finally, strong bands in the 950-1050 cm ™" interval
correspond to the C-O stretching modes of alkoxy groups.®> ™’
The GO model described in the Experimental section (Fig. 1d)
reasonably includes all those aforementioned functional groups,
thus the model can be considered a close representative of the GO
sample used in this work.

As mentioned above, the analysis of the interactions exhibited
in the CysDA/GO structures found by our simulation is a good
starting point for understanding the CysDA/GO FTIR experiment.
The two most stable DFT optimized geometries of the complexes
of groups 1, 2, 3 and 4 are depicted in Fig. 4. From the analysis of
these structures, the following general trends can be deduced:
the general equilibrium geometries of the CysDA/GO/H,0O system
[groups 1 and 2] shows that water molecules tend to gather
together in cages in the opposite side of GO, and only one or
two of them interact with GO and CysDA simultaneously. This
behavior has been found before in other hydrated complexes.*®*
However, when water molecules where removed [groups 3 and 4],
the CysDA and GO molecules change their previous structures
to get closer, indicating a considerable effect of the presence of
solvent molecules in the corresponding conformation of the
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Fig. 4 Lower energy configurations of 1, 2, 3 and 4. The most stable
structures are in the right column. Energy differences (AE) between each
configuration are reported in kcal mol™.

CysDA/GO complexes, particularly for those functional groups
involved in the intermolecular hydrogen bonds formation. It is
important to point out that a spontaneous proton transfer from
a hydroxyl group of GO to the amine group of the dopamine
moiety was found in the process of geometry optimization of
the most stable structure of 1, indicating that carboxylic acids
of GO and amine group in dopamine act as an acid-base
conjugated par in this system. This result gives further support
to the proposal that under the acidic conditions of the experimental
study, the CysDA should be found mostly in its protonated
conformation, which also corroborates the previous results
described in the experimental Raman and in the FTIR spectra.
Molecular graphs and NCI isosurfaces of the most stable
structures of 1, 2, 3 and 4 are depicted in Fig. 5 and 6,
respectively. Although the number and sort of interactions is
variable in the twelve studied complexes, Fig. 5 and 6 are represen-
tative of the general tendencies. Several type of intermolecular
contacts, related to the occurrence of bond critical points, were
found and classified in two primary groups: hydrogen bonds (HB)
and non-hydrogen bonds (NHB). The former can be subdivided
in strong (O-H---O, O-H---N and N-H- - -O) and weak (C-H- - -O,
C-H---C, O-H---C, O-H:--S and N-H-: - -C) hydrogen bonds.
Geometrical, topological and energetic criteria were used to
classify the non-covalent interactions involved in all structures.
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Fig. 5 NClI isosurfaces of the lowest energy conformers of 1, 2, 3 and 4
drawn at 0.5 a.u.

Fig. 6 Molecular graphs of the lowest energy structures of 1, 2, 3 and 4.
Critical and ring critical points are depicted in yellow and green colors,
respectively. Bond paths are shown in orange.

In the NHB group, a variety of interactions, (whose origin and
subclassification is still a matter of debate,”®”°) were recognized
(C---C, C---0, C-- N, C---8, O---0, O---N, O---S and H---H).
Owing to scarce aromatic character of the GO model used in this
work, the C---C contacts cannot be considered as =---m inter-
actions. Except for one, the O---S contact found in the group 2
structure, which is identified as a chalcogen bond, all the other
NHB interactions possess a dispersive behavior, as can be noticed
in the green extended irregular surfaces on Fig. 5. Therefore, the
adsorption process is compromised between strong specific inter-
molecular interactions like HB, which usually have an electro-
static character, and NHB contacts related to dispersive effects.
This feasibility of forming HB in the CysDA/GO complexes
causes significant modifications in the adsorption phenomenon
with respect to processes encountered in biomolecule/graphene
structures, where the adsorbates tend to be oriented parallel to the
graphene layer and the interaction is predominantly dispersive.**™*"
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Table 3 Total interaction energies and their decomposition in electro-
static (Elec.), polarization (Pol.), dispersion (Disp.) and repulsion (Rep.)
contributions of the three most stable complexes of 3 and 4. All values
are in kcal mol™

Complex Elec. Pol. Disp. Rep. Total

3a —102.2 —-21.9 —-37.7 47.6 —114.3
3b —44.4 —-9.3 —24.5 32.9 —45.3
3c —22.6 —6.3 —31.5 24.4 —36.0
4a —66.5 —-17.9 —36.3 52.8 —67.9
4b —65.1 —15.8 —23.1 38.3 —65.7
4c —56.0 —21.5 —30.6 44.4 —63.7

In contrast, in the 1, 2, 3 and 4 structures the CysDA molecule can
be either parallel to the GO (distorted) plane or bent and attached
to the edge of GO to form HB with the outer hydroxyl or carboxyl
groups. With the purpose of quantifying the effect of the different
non-covalent interactions in the CysDA/GO systems, the total
interaction energies of the three most stable structures of 3 and 4
(named 3a-3c and 4a-4c, respectively), as well as the electrostatic,
polarization, dispersion and repulsion components, were
computed (see Table 3).

It is observed that the electrostatic contribution prevails over
other energetic components whenever the CysDA bends to form
HB. This term is particularly large for 3a due to the proton
transfer. On the other hand, in the cases where the CysDA is
extended over the GO surface, as in 3c, dispersion is the
dominant effect. Polarization is more relevant for the protonated
and the proton-transfer complexes, increasing the total inter-
action energies of these systems, in comparison with those of
the neutral complexes. Although the repulsion follows the same
trend that the total interaction energies, it does not seem to have a
clear relation with the HB formation. The interaction energies
for the protonated complexes (4a-c) are less sensitive to the
geometrical structure.

From the preceding analysis it is clear that in most of the
cases the predominant component of the interaction in the
CysDA/GO complex is caused substantially by HB, which is in
agreement with the experimental data.*” This fact is expected to
influence the IR spectrum profile of the CysDA/GO complex
with respect to the isolated moieties (Fig. 3c). Indeed, the
comparison of the corresponding IR spectrum shows that in
the CysDA/GO system the maximum of the broad band of
hydroxyl groups is red-shifted from 3351 cm™' in GO and
3438 cm ™' in the CysDA to 3256 cm ™" and 3369 cm ™, respectively.
These changes are followed by the shifting of the OH bending
vibrational band from 1348 cm™" in CysDA to 1418 cm™ " in the
CysDA/GO. In addition, the shifted and lower intensity of the
band at 1488 cm ' in CysDA to 1511 cm™ ' in the complex,
supports the strong interaction between OH diols of the DA
moiety with superficial GO functional groups.®* Moreover,
remarkable band shifting is observed in the 1000-1200 cm™*
region, coming from the contribution from superficial C-O
stretching from alkoxy and epoxy groups in GO, as well as NH;"
deformation in CysDA. Those variations are consequence of the
multiple hydrogen bonding interactions and also from the
influence of dispersive interactions over the aforementioned
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superficial functional groups in GO, such as C---O, C--N,
0---0, 0N, and O- - S.

On the other hand, experimental characteristic bands of the
C=C benzene ring stretching at 1612 cm ' and 1627 cm ' in
CysDA, suffer a strong shift to 1666 cm ™" in the complex, which
is accompanied by a minor shift from 1620 cm™ " to 1625 cm™"
in GO. Based on the results of the theoretical calculations, these
changes can be associated with the weak O-H---C hydrogen
bond formed between the hydroxylated groups of GO with the
aromatic ring of CysDA (O-H---n interactions), which are
expected to contribute to electrostatic and polarization inter-
actions, along with C---C contacts (some of them related to
n- - - interactions), which are governed by dispersion.

Finally, an additional way to examine the influence of each
type of interaction is by analyzing the values of the electron
density at the bond critical points (ppcp), as well as the
application of the Espinosa-Molins-Lecomte (EML) approxi-
mation to estimate the relative strength of each hydrogen
bond.?" As can be seen in Table S1 (ESIf), the pgcp is in most
of the cases one order of magnitude larger for the HB, indicat-
ing that those prevail over NHB in the CysDA/GO complex
stabilization, whether or not the CysDA is protonated. For the
interaction energies calculated via the EML equation, a decreasing
monotonic relation with pgcp is observed (see Fig. 7). It can also be
noted that some O-H---S contacts can be considered strong HB
according to the energetic criteria, reaching up to —4.8 kcal mol .
Besides, some HB, particularly N-H- - -O contacts, can reach values
as large as —25.7 keal mol ™, and can be separated into a very
strong HB group. This result could explain the above-
mentioned strong shifting in the 1300-1100 cm ™' IR region
of the CysDA/GO complex, influenced by N-H in-plane bending
and C-N stretching modes. The aforementioned outcome is
also independent of the protonation state of CysDA. From Fig. 7
it is also clear that in the hydrated complexes the HB inter-
action, O-H- - -O, is enhanced.

Lastly, the classification of HB using the geometric criteria,
which consists on analyzing the H---Y and X.--Y distances
(du.. v and dx.. v,*” respectively, where X is the atom to which H
is covalently bonded and Y is the atom forming the HB), as well
as the X-H- - 'Y angles (0), reveals that the amount of strong HB
contacts is slightly lower than that of the weak HB for the
dehydrated complexes, but is larger for the former in the presence
of water molecules. This result evidences an additional stabilization
of solvent molecules in the CysDA/GO complexes (Fig. S6, ESIt).
Those results, in agreement with the energetic and the FTIR
analysis, allow us to conclude that hydrogen bonding between
the CysDA and GO, either in the surface or on its edge, is the
most important interaction contributing to the adsorption
process in the CysDA/GO system.

In agreement with the aforementioned findings, there are
some previous experimental studies of the interaction between
GO and dopamine (DA) in aqueous media, concluding that DA
strongly adsorbs on GO mainly by non-covalent interactions.
Even the interaction between DA and GO was found stronger
in comparison to that of rhodamine6 green (R6G) over GO,
analyzed in the same study.®® From this previous report, and
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Fig. 7 Interaction energy (calculated via the EML equation) vs. pgcp of the
hydrated systems (top) and non-hydrated (bottom) systems.

taking into account that the CysDA molecule contains a DA
moiety, a similar adsorption mechanism should be expected for
CysDA over GO. The present work gives further elucidation of
the adsorption process, which provides information for further
design of a novel biosensor development, based on the detection
of the CysDA metabolite.

Conclusions

In this work we demonstrate that using graphene oxide (GO)
as a substrate is a good strategy for the detection and identifi-
cation of CysDA by Raman spectroscopy. The interaction of
CysDA with GO leads to the quenching of the fluorescence of
CysDA. This strategy lead to obtain, for the first time, the
Raman spectrum of CysDA with well-resolved bands that can
be fully assigned. The assignment of these bands is consistent
with the molecular structure of CysDA, showing that the
interaction with GO does not result in a noticeable perturbation
of its normal vibration modes. The FTIR experimental spectra
of CysDA, GO and CysDA/GO, combined with quantum chemistry
methods provide a way to understand the non-covalent inter-
actions that are responsible for the adsorption of CysDA over GO.
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A wide variety of intermolecular interactions were found in the
CysDA/GO system, classified as follow: hydrogen bonds (O-H- - -O,
O-H.--N, N-H--0, C-H---0, C-H.--C, O, -H---C, O-H--S and
N-H- - -C) and non-hydrogen bonds (C---C, C---O, C-- N, C---S,
O---0, O---N, O---S and H- - -H). Hydrogen bonds stabilize CysDA
over GO by electrostatic and polarization effects, while the non-
hydrogen bonds have a dispersive origin. The two types of
interactions allow us to explain the main band shifting observed
in the FTIR spectrum of the CysDA/GO complex, especially for the
OH bending vibrational bands and the C—C aromatic stretching
modes of the CysDA ring. Furthermore, solvent molecules
enhance the adsorption of CysDA over GO. The strategy used in
this work could be applied for a further development of substrates
based on GO-assisted Raman spectroscopy for the detection of
CysDA, as a biomarker for PD. Moreover, considering the findings
in this work, we propose that the functionalization of the GO
substrate with amine groups will further enhance the CysDA
adsorption. Our group will continue to test this hypothesis, in
the near future, with additional experimental and theoretical
analyses.

Conflicts of interest

There are no conflicts to declare.

Acknowledgements

Authors thank to the financial support to UNAM trough the
IN-111216 and IN-102917 PAPIIT-UNAM research projects.
Financial support was also provided by Consejo Nacional
de Ciencia y Tecnologia (CONACYT) through the project
CONACYT 2014-Fronteras de la Ciencia-2016. Isidro Badillo-
Ramirez is a doctoral student from the Programa de Doctorado
en Ciencias Biomédicas, Universidad Nacional Auténoma de
Meéxico (UNAM) and was supported by CONACYT (grant number
599497). EOC thanks to the support of CONACYT (grant number
619615). IBR, JMS and EOC, thank to the Laboratorio Universitario
de Caracterizacion Espectroscopica, LUCE-ICAT-UNAM for the
spectroscopic characterization of the samples and to Dr Selene
R. Islas for the technical support. BLR, RV and JG thank to the
facilities provided by the Laboratorio de Supercomputo y Visual-
izacion en Paralelo at the Universidad Autonoma Metropolitana-
Iztapalapa. BLR thanks to UAM for a posdoctoral fellowship.

Notes and references

1 F. Zhang and G. Dryhurst, J. Med. Chem., 1994, 37, 1084.

2 C. Aureli, T. Cassano, A. Masci, A. Francioso, S. Martire,
A. Cocciolo, S. Chichiarelli, A. Romano, S. Gaetani, P. Mancini,
M. Fontana, M. dErme and L. Mosca, J. Neurosci. Res., 2014,
92, 347.

3 J. P. E. Spencer, P. Jenner, S. E. Daniel, A. J. Lees, D. C.
Marsden and B. Halliwell, J. Neurochem., 1998, 71, 2112.

4 1. Badillo-Ramirez, J. M. Saniger and S. Rivas-Arancibia,
Neurochem. Int., 2019, 129, 104514.

5

6

10

11

12

13
14

15

16

17

18
19

20

21

22

23

24

25

26
27

28

29

30

31

32

33

Paper

E. Rosengren, E. Linder-Eliasson and A. Carlsson, J. Neural
Transm., 1985, 63, 247.

B. Fornstedt, A. Brun, E. Rosengren and A. Carlsson,
J. Neural Transm., 1989, 104, 931.

S. Ito, T. Kato and K. Fujita, Chromatographia, 1986, 21, 645.
F. C. Cheng, J. S. Kuo, L. G. Chia and G. Dryhurst, J. Neural
Transm., 1996, 103, 433.

A. Carlsson and B. Fornstedt, Neurology, 1991, 41, 50.

D. Vauzour, J. T. Pinto, A. J. Cooper and J. P. E. Spencer,
Biochem. J., 2014, 463, 41.

D. S. Goldstein, C. Holmes, P. Sullivan, Y. Jinsmaa, L. J. Kopin
and Y. Sharabi, Parkinsonism Relat. Disord., 2016, 31, 79.

D. I. Ellis, D. P. Cowcher, L. Ashton, S. O’Hagan and
R. Goodacre, Analyst, 2013, 138, 3871.

C. Krafft and J. Popp, Anal. Bioanal. Chem., 2015, 407, 699.
H. J. Butler, S. W. Fogarty, J. G. Kerns, P. L. Martin-Hirsch,
N. J. Fullwood and F. L. Martin, Analyst, 2015, 140, 3090.
F. Reil, U. Hohenester, J. R. Krenn and A. Leitner, Nano Lett.,
2008, 8, 4128.

T. J. Moore, A. S. Moody, T. D. Payne, G. M. Sarabia,
A. R. Daniel and B. Sharma, Biosensors, 2018, 8, 1.

J. A. Dieringer, A. D. McFarland, N. C. Shah, D. A. Stuart,
A. V. Whitney, C. R. Yonzon, M. A. Young, X. Y. Zhang and
R. P. Van Duyne, Faraday Discuss., 2006, 132, 9.

X. Ling and J. Zhang, Small, 2010, 6, 2020.

S. Huang, X. Ling, L. Liang, Y. Song, W. Fang, J. Zhang,
J. Kong, V. Meunier and M. S. Dresselhaus, Nano Lett., 2015,
15, 2892.

P. G. Vianna, D. Grasseschi, G. K. B. Costa, I. C. S. Carvalho,
S. H. Domingues, J. Fontana and C. J. S. De Matos, ACS
Photonics, 2016, 3, 1027.

N. Zhang, L. Tong and J. Zhang, Chem. Mater., 2016, 28, 6426.
Y. Li, L. L. Qu, D. W. Li, Q. X. Song, F. Fathi and Y. T. Long,
Biosens. Bioelectron., 2013, 43, 94.

Y. Zhang, S. Liu, L. Wang, X. Qin, J. Tian, W. Lu, G. Chang
and X. Sun, RSC Adv., 2012, 2, 538.

Y. Xie, Y. Li, L. Niu, H. Wang, H. Qian and W. Yao, Talanta,
2012, 100, 32.

J. Lee, J. Kim, S. Kim and D. H. Min, Adv. Drug Delivery Rev.,
2016, 105, 275.

W. Ren, Y. Fang and E. Wang, ACS Nano, 2011, 5, 6425.

E. de la O-Cuevas, 1. Badillo-Ramirez, S. R. Islas, C. Araujo-
Andrade and J. M. Saniger, RSC Adv., 2019, 9, 12269.

Z. Fan, R. Kanchanapally and P. C. Ray, J. Phys. Chem. Lett.,
2013, 4, 3813.

B. Gupta, N. Kumar, K. Panda, V. Kanan and S. Joshi, Sci.
Rep., 2017, 7, 1.

J. Dai, G. Wang, L. Ma and C. Wu, J. Mater. Sci., 2015,
50, 3895.

H. Yang, H. Hu, Z. Nj, C. K. Poh, C. Cong, J. Lin and T. Yu,
Carbon, 2013, 62, 422.

R. F. W. Bader, Atoms in Molecules: A Quantum Theory,
Clarendon Press, Oxford, 1990.

E. R. Johnson, S. Keinan, P. Mori-Sanchez, J. Contreras-
Garcia, A. J. Cohen and W. Yang, J. Am. Chem. Soc., 2010,
132, 6498.

This journal is © The Royal Society of Chemistry and the Centre National de la Recherche Scientifique 2019 New J. Chem., 2019, 43, 15861-15870 | 15869



Paper

34

35

36

37

38

39

40

41

42

43

44

45

46

47

48

49

50

51

52

53

54

55

56

57

58

B. G. Oliveira, Struct. Chem., 2014, 25, 745.

R. Chaudret, B. de Courcy, J. Contreras-Garcia, E. Gloaguen,
A. Zehnacker-Rentien, M. Mons and ].-P. Piquemal, Phys.
Chem. Chem. Phys., 2014, 16, 9876.

H. T. Larijani, M. D. Ganji and M. Jahanshahi, RSC Adv.,
2015, 5, 92843.

D. L. Carballeira, N. Ramos-Berdullas, 1. Pérez-Juste, J. L. C.
Fajin, M. N. D. Cordeiro and M. Mandado, Phys. Chem.
Chem. Phys., 2016, 18, 15312.

S. J. Rodriguez, L. Makinistian and E. A. Albanesi, J. Phys.:
Conf. Ser., 2016, 705, 012012.

P. Singla, M. Riyaz, S. Singhal and N. Goel, Phys. Chem.
Chem. Phys., 2016, 18, 5597.

H. T. Larijani, M. Jahanshahi, M. D. Ganji and M. H. Kiani,
Phys. Chem. Chem. Phys., 2017, 19, 1896.

R. Zhiani, Appl. Surf. Sci., 2017, 409, 35.

S. Pandit and M. De, J. Phys. Chem. C, 2017, 121, 600.

D. Zhao, L. Li and J. Zhou, Appl. Surf. Sci., 2018, 428, 825.
J. Ebrahimi, M. G. Ahangari and M. Jahanshahi, Appl. Surf.
Sci., 2018, 440, 778.

S. J. Rodriguez and E. A. Albanesi, Phys. Chem. Chem. Phys.,
2019, 21, 597-606.

L. Mosca, I. Tempera, E. Lendaro, L. Di Francesco and
M. D’Erme, J. Neurosci. Res., 2008, 86, 954.

F. Chioccara and E. Novellino, Synth. Commun., 1986, 16, 967.
F. Zhang and G. Dryhurst, J. Med. Chem., 1994, 37, 1084.
J. J. P. Stewart, J. Mol. Model., 2013, 19, 1.

J. J. P. Stewart, J. Comput.-Aided Mol. Des., 1990, 4, 1.
MOPAC, Stewart Computational Chemistry, Colorado
Springs, CO, USA, https://OpenMOPAC.net.

B. Konkena and S. Vasudevan, J. Phys. Chem. Lett., 2012,
3, 867.

Y. Ai, Y. Liu, W. Lan, J. Jin, J. Xing, Y. Zou, C. Zhao and
X. Wang, Chem. Eng. J., 2018, 343, 460.

M. Valiev, E. ]J. Bylaska, N. Govind, K. Kowalski, T. P.
Straatsma, H. J. J. van Dam, D. Wang, J. Nieplocha,
E. Apra, T. L. Windus and W. A. de Jong, Comput. Phys.
Commun., 2010, 181, 1477.

M. ]J. Turner, J. J. McKinnon, S. K. Wolff, D. J. Grimwood,
P. R. Spackman, D. Jayatilaka and M. A. Spackman, Crystal-
Explorer17, University of Western Australia, 2017, http://
hirshfeldsurface.net.

R. Hernandez-Esparza, S. Mejia-Chica, A. D. Zapata-Escobar,
A. Guevara-Garcia, A. Martinez-Melchor, J. M. Hernandez-
Pérez, R. Vargas and ]. Garza, J. Comput. Chem., 2014,
35, 2272.

W. Humphrey, A. Dalke and K. Schulten, J. Mol. Graphics,
1996, 14, 33.

D. Lin-Vien, The Handbook of Infrared and Raman Character-
istic Frequencies of Organic Molecules, Academic Press, New
York, 1991, p. 4225.

59

60
61

62

63

64
65

66

67

68

69

70

71

72

73

74

75

76

77

78

79

80

81

82

83

NJC

G. Varsanyi, Assignments for Vibrational Spectra of Seven Hundred
Benzene Derivatives, Academia Kiado, Budapest, 1974.

S. S.Yi, K. Kim and M. S. Kim, J. Raman Spectrosc., 1993, 24, 213.
Y. ]J. Kwon, S. B. Lee, K. Kim and M. S. Kim, J. Mol. Struct.,
1994, 318, 25.

L. J. Bellamy, The Infrared Spectra of Complex Molecules,
Springer, Netherlands, 1975.

A. Lagutschenkov, J. Langer, G. Berden, J. Oomens and
O. Dopfer, Phys. Chem. Chem. Phys., 2011, 13, 2815.

A. Bagheri Gh, Bull. Chem. Soc. Ethiop., 2010, 24, 227.

G. X. Wang, B. Wang, J. Park, ]J. Yang, X. P. Shen and J. Yao,
Carbon, 2009, 47, 68.

D. C. Marcano, D. V. Kosynkin, J. M. Berlin, A. Sinitskii,
Z.Z. Sun, A. Slesarev, L. B. Alemany, W. Lu and J. M. Tour,
ACS Nano, 2010, 4, 4806.

J. 1. Paredes, S. Villar-Rodil, A. Martinez-Alonso and J. M. D.
Tascon, Langmuir, 2008, 24, 10560.

J--R. Salazar-Cano, A. Guevara-Garcia, R. Vargas, A. Restrepo
and J. Garza, Phys. Chem. Chem. Phys., 2016, 18, 23508.

E. Garcia-Hernandez, R. Flores-Moreno, A. Vazquez-Mayagoitia,
R. Vargas and J. Garza, New J. Chem., 2017, 41, 965.

A. Sirohiwal, V. R. Hathwar, D. Dey, R. Regunathan and
D. Chopra, Acta Crystallogr., Sect. B: Struct. Sci., Cryst. Eng.
Mater., 2017, 73, 140-152.

A. M. Koohi, Z. Mahdavifar and S. Noorizadeh, Chemistry-
Select, 2017, 2, 2713.

D. J. Pascoe, K. B. Ling and S. L. Cockroft, . Am. Chem. Soc.,
2017, 139, 15160.

K. T. Mahmudov, M. N. Kopylovich, M. F. C. G. da Silva and
A. ]J. Pombeiro, Dalton Trans., 2017, 46, 10121.

S. Sarkar, M. S. Pavan and T. G. Row, Phys. Chem. Chem.
Phys., 2015, 17, 2330.

A. Bauzi, T. J. Mooibroek and A. Frontera, Angew. Chem., Int.
Ed., 2013, 52, 12317.

A. Bauza, T. J. Mooibroek and A. Frontera, Chem. Rec., 2016,
16, 473.

A. ]J. Edwards, C. F. Mackenzie, P. R. Spackman, D. Jayatilaka
and M. A. Spackman, Faraday Discuss., 2017, 203, 93.

G. Cavallo, P. Metrangolo, T. Pilati, G. Resnati and
G. Terraneo, Cryst. Growth Des., 2014, 14, 2697.

J. S. Murray, P. Lane and P. Politzer, J. Mol. Model., 2009,
15, 723.

J. L. Chen, X. P. Yan, K. Meng and S. F. Wang, Anal. Chem.,
2011, 83, 8787.

E. Espinosa, E. Molins and C. Lecomte, Chem. Phys. Lett.,
1998, 285, 170.

G. R. Desiraju and S. Steiner, The Weak Hydrogen Bond in
Structural Chemistry and Biology, International Union of
Crystallography Monographs on Crystallography, 2001.

H. Ren, D. D. Kulkarni, R. Kodiyath, W. Xu, I. Choi and
V. V. Tsukruk, ACS Appl. Mater. Interfaces, 2014, 6, 2459.

15870 | New J. Chem., 2019, 43, 15861-15870  This journal is © The Royal Society of Chemistry and the Centre National de la Recherche Scientifique 2019


https://OpenMOPAC.net
http://hirshfeldsurface.net
http://hirshfeldsurface.net

	Portada 


	Índice


	III. Lista de Abreviaturas
	IV. Resumen 
	1. Introducción 
	2. Antecedentes 
	3. Metodología  
	4. Resultados Y Discusión 
	5. Conclusiones y Perspectivas
	6. Referencias
	7. Anexos



