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Prefacio.

El reconocimiento molecular de proteinas y acidadeaicos por pequefios ligandos es
un area de interés general. En el estudio de eaterim existe una estrecha relacion
entre la quimica, la fisica y la biologia, ya gae linteracciones que implican a
moléculas biologicas se entienden mejor si se escen términos quimicofisicos. Los
diferentes tipos de ligandos que forman complegslos acidos nucleicos pueden ser
agua, simples iones, moléculas organicas de tanméfionedio y hasta proteinas. La
actividad biologica de los acidos nucleicos no sdkpende de las propiedades
termodinamicas de los complejos ADN-ligando, puedstar condicionadas por la
cinética de la formacion de estos complejos. Pormss ha parecido de interés abordar
un estudio termodinamico y cinético de las inteioes del ADN con diferentes tipos
de ligandos: agentes intercalantes, tensioactivanpparticulas.

El ADN es un polimero biolégico natural. La estura primaria del ADN esta
definida por su estructura de enlaces covalent&s secuencia de nucleétidos. Los
acidos nucléicos son largos polimeros lineales titais por muchas unidades
monomericas llamadas nucledtidos. Cada nucledtidta eonstituido por tres
componentes: una molécula de pentosa (polisacéoil@inco atomos de carbono), una
molécula de acido fosférico y una base heterocicglitrogenada. Las bases en el ARN
y ADN son las responsables, a través de la seagnde los acoplamientos, de la
conservacion y transmision de la informacion geaétDichas bases son: puricas y
pirimidinicas. En el ADN, las bases puricas soadanina y la guanina, mientras que
las bases pirimidinicas son la citosina y la timiea el ARN, el uracilo sustituye a la
timina. Los atomos de oxigeno y de nitrdgeno deachdse pueden actuar como
donadores o aceptores formando puentes de hidrogeendo ésta una de las
interacciones fundamentales que mantiene unidaldke dhélice.

La estructura secundaria y terciaria de losdadc nucleicos determina su
conformacion. En cambio, la estructura primariaedeina la configuracion de la
macromolécula. Esta configuracion depende del meglio que se encuentra
(temperatura, pH, concentracién salina, grado deat@cion, interacciones con otras
moléculas, etc...). Como resultado de la union deintdis ligandos a una
macromolécula, pueden originarse cambios confomnatés en la misma. Asi, a modo
de ejemplo, puede indicarse que la unién de tecthios al ADN produce la
compactacion de la biomolécula, desde su formandide hasta la globular compacta.
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La doble hélice se mantiene unida, fundamentatiengor dos tipos de fuerzas: una
de ellas, que ya se ha mencionado, son las des\wdaléos enlaces de hidrégeno entre
pares de bases complementarias de las dos cadlanatsa fuente de estabilidad de la
doble hélice son las interacciones de apilamieatlasl bases (interaccionestacking):
los pares de bases se encuentran parcialmentepeapws, de forma que esta
disposicion favorece las interacciones de apilatniéie parejas de bases situadas entre
planos vecino$.A diferencia de la dependencia de la naturalezdadebases que
presentan las interacciones de puentes de hidrdgena caso del par G-C existen tres
enlaces de hidrégeno por cada par de bases, nsiepieaen el caso de la pareja A-T,
s6lo dod), las interacciones de apilamiento son préacticaeneénespecificas. El
fendmeno de apilamiento (stacking) ha sido atribuadinteracciones electrostaticas,

efectos hidrofébicos e interacciones de dispersida Londorf.

Las interacciones de ligandos con macromolécegddn implicadas en una amplia
variedad de procesos fisioldgicpsales como biosintesis y bioactividad de pros&jna
regulacién y expresiéon génitaPor otra parte, algunos ligandos actGan como
antibiéticos que pueden unirse directamente al ABldHueando la transcripcién.
También pueden participar los ligandos en procedes terapia génidao de
transferencia de gen&sDestaca, por ejemplo, la interaccién del ADN condss de
caracteristicas clinicas y farmacoldgicas, comal&aa familia de las aminoacridinas,
con propiedades antisépticas y antimalarias, o gentas mutagenos como la
proflavinal* Muchas formas de cancer y enfermedades infecciesgsroducen por
atagues de agentes externos al ADN que pueden girochwtaciones. La unidn
covalente de pequefias moléculas organicas e inoagafagentes alquilantes, iones
metalicos pesados, complejos metalicos, etc...) atidos nucleicos, puede causar
varios tipos de dafios en la macromolécula que/tenalinstancia, podrian impedir la
correcta conservacion y transmision del codigo eméEfectos de importancia similar
podrian ser causados por pequefias moléculas cajgmuoegse no-covalentemente a los
acidos nucléicos.

En el caso especifico de la union de pequeiandos al ADN, ha existido una
estrecha relacién entre los estudios tedricos \eraxgntales, de forma que en la
actualidad es posible dar una descripcion detaligdedmo un complejo ADN-ligando
se comporta a nivel molecular. Entre las técnicastagn proporcionado una respuesta a
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esta cuestion, destacan la cristalografia de ra§jol espectroscopia de RMN, el
dicroismo lineal y circular, y la mecéanica cuanti€&n relacion con los avances
realizados en el entendimiento de la formacion alepiejos de ADN con pequefios
ligandos desde el punto de vista de la mecaniaaticaacabe destacar la determinacion
del potencial electrostéatico en el entorno del AEBNconocimiento de este potencial ha
ayudado considerablemente en la prediccion dedetividad de la molécula frente a
ligandos cargados (como ciertas sondas, tensioactv sales), asi como en la
prediccion de los sitios de la molécula de mayactigidad. Asi, los estudios tedricos
de Pullmar’ pusieron de relieve que el campo eléctrico erotatrADN es fuertemente
dependiente de la geometria de la doble hélicey, § €aso particular del ADN B, se
encontré que este campo es mas intenso a lo largasdsuperficies de los surcos
principal (mayor groove) y secundario (minor grgostos sitios de maximo potencial
constituyen puntos clave para la unién de ligarcdogados positivamente o altamente
bipolares.

Para analizar las interacciones no covalenté® ext ADN y pequefos ligandos,
resulta adecuado considerar la doble hélice desdeeispectiva de un ligando. De
acuerdo con esta perspectiva, ésta Ultima pueds \e&@mo la superposicion de dos
partes bien diferenciadas: una parte exteriortivalmente homogénea, compuesta por
los grupos fosfato cargados negativamente; y unganizacion interior, mas
heterogénea, compuesta por las parejas de basssagpDichas bases se encuentran a
distancias de van der Waals y parcialmente supstggi€debido a las interacciones
Testacking de las bases y de enlace de hidrogendafentalmente). Esta disposicion
interior es accesible a la unién de ligandos, tantoavés del surco principal (“major
groove”), como del surco secundario (“minor grogyegn funcion del tamafio del
ligando. La parte interior de la doble hélice seacteriza por tener una secuencia
heterogénea y por ello, una conformacion local rbgtinea, a la que los ligandos
pueden unirse, tanto por intercalacion como poerauwciones especificas, con los
grupos funcionales accesibles de las bases.

En relacién con las interacciones (débiles) omatentes de pequefios ligandos con el
ADN, pueden distinguirse en la bibliografia cuatmportantes modos de union: unién
externa (“external binding”), intercalacion, uniélectrostatica y la union a los surcos
principal y/o secundario del ADN (“mayor groove™minor groove”). Notese que esta
clasificacion es una simplificacion de la realidgal que en la préactica, todas las
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interacciones que existen en la naturaleza sonadé&cter electrostatico (salvo las
magnéticas, insignificantes en este caso). Teniemdocuenta esta salvedad, a
continuacion, se describen, brevemente, algunateaisticas fundamentales de los

distintos modos de unién de ligandos al ADN:

1) Unién Externa

Stone y Bradley en 1961 postularon la formaciéagiegados de la sonda naranja de
acridina, apilados y enlazados externamente ero tatrpolianiéon, ADN** Estudios
recientes han demostrado la existencia de sondafoguan agregados bien definidos
con la doble hélice, formados por el apilamientdadpropia sonda en la parte externa
del esqueleto de los &cidos nucléicos. En estedégpcompuestos, el ADN actlia como
una plataforma que permite la agregacdft@uando se presenta este de modo de unién,
a diferencia de lo que ocurre en el caso de ladalkgcion y la unidn a los surcos (donde
las interacciones base-ligando son las de mayopriaucia), las interacciones de
apilamiento ligando-ligando son las que juegan mayportancia.

Este modo de asociacion no intercalativo seodriglinicialmente, dentro del modo de
unién por interaccién electrostatitaSin embargo, el hecho de que este tipo de
asociacion ADN-ligando implique cambios en el etipede absorcién del complejo
(desplazamiento hacia el azul del espectro de rdagp permitié su distincion de la
llamada asociacion puramente electrostatica. Adeesdde destacar que las constantes
de equilibrio asociadas a este tipo de union, aeimoferiores a las correspondientes a
modos de interaccion intercalativos, son mayoreg ¢ms que se encuentran
generalmente en el caso de la asociacion por auiéra puramente electrostatica
(AG = -12.6 kdmot).*®

Por otro lado, resulta interesante que, tantoasaciacion externa como la
intercalacion, requieren que el ligando sea unaoutd plana y aromatica, por lo que,
estos dos modos de union, pueden observarse efsororipo de sonda o ligando. El
predominio de un tipo u otro de asociacion depeledias concentraciones relativas del
ligando ([L]) y el receptor ([ADN]). Asi, en genérpara grandes valores del cociente
[ADN]/[L], predominan los procesos intercalativosdlo unas pocas moléculas de
ligando se unen al esqueleto del polimero, alejad@zass de otras, estando mas
impedidas las interacciones ligando-ligando, perasi las interacciones base-ligando.
La situacién inversa se produce para pequefioseglte la razon [ADN]/[L], ya que
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bajo estas circunstancias, la molécula de ligamddauinicialmente, tiende a apilarse

conjuntamente en torno al esqueleto del polimero.

2) Intercalacion.

Se define como intercalacién, el proceso dedhiccion de moléculas con estructura
aromatica y plana entre las parejas de bases @deitiss nucléicos. A comienzos de los
afos 70, la resolucibn de la estructura cristalim@l complejo 2:1
deoxiguanosina-actinomicina, llevado a cabo pore$op colaboradores, sentd las
bases para el modelo de intercalacion, basandoseomesideraciones puramente
geométricad® Posteriormente, la disponibilidad de ADN y ARN a@mwial, permiti6
un estudio mas profundo, de esta cuestion medéestielios cristalograficos y de RMN.
Estos estudios revelaron la existencia de un cambita estructura geométrica del
enlace azucar-fosfato, requerida generalmente giania la cavidad necesaria para la
intercalacion del ligando. Como los pares de batasen separarse verticalmente
(unstack) para permitir la intercalacion, el esgteelzicar-fosfato se distorsiona y la
estructura regular de la hélice se modifica. Deeetu con este modelo, la cadena de
ADN debe alargarse al aumentar la cantidad detagetercalante incorporado. De
forma general, en el caso del ADN en la conformadi el angulo de torsion del
azucar en la cara 5’ cambia desde la configuraCiendo, a la configuracidonsGendo
en el proceso de intercalacibhEstos cambios conformacionales asociados al proces
de intercalacion no se limitan solo al par de base®diatamente delante y detras del
sitio de intercalacién (como en el caso del ADN l@rconformacion A), sino que
también ocurren en los sitios vecinos mas lejdh@&sto puede explicarse de acuerdo
con el modelo de exclusion de sitios (“nearesthi@gring site exclusion”). Segun este
modelo, la intercalacion de una molécula de ligapamuce la inactivacion de uno o
mas sitios adyacentes, a los previamente ocup&informa que, bajo codiciones de
completa saturacion, solo una fraccion de las ealdd del acido nucléico, pueden ser
ocupadas. Esto provoca una reduccion en el nunoe¢ab de sitios disponibles. Por
ejemplo, en el caso de la proflavina, sélo son aduop el 44% de los sitios potenciales
para la intercalacion.

Las fuerzas que mantienen unidas a la dobleehétin este tipo de moléculas son de
naturaleza hidrofébica y de dispersion, es deasr,nhismas fuerzas responsables de las
interacciones de apilamiento entre las bases dédm®s nucleicos. En todo caso,
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parece que el proceso de intercalacion tambiéntaetacilitado por la presencia de

cargas eléctricas positivas sobre el ligaffdde forma que, la atraccién electrostatica
entre el intercalante y los grupos fosfato del malieotido, favorece el proceso de
penetracion de la molécula entre los pares de lo@s@sDN.

Estudios computacionales sobre la interaccidibienuro de etidio (y un nimero de
estructuras analogas) y el ABNapuntan a que los complejos que resultan de la
intercalacion también se estabilizan como resultilta interaccion entre los orbitales
frontera: el orbital molecular ocupado mas bajceeargia del intercalador (LUMO) y
el orbital molecular mas alto en energia de lasdds purina adyacente (HOM®)La
existencia de la carga positiva del anillo de laafdrolina del bromuro de etidio,
produce una disminucién de energia del LUMO, farillo asi el mezclado de este
orbital con el orbital HOMO de la base. Esta interdn entre orbitales da lugar a un
desplazamiento batocrémico (desplazamiento hac@a®@len la banda de absorcion del
complejo respecto del ligando libre.

Respecto de las constantes de afinidad proglasddo de asociacion intercalativo,
éstas son relativamente altas, con energias litassciadas del orden de
-25 a -38 kImd.

Con frecuencia, la unién de ligandos al ADN puercalacion, se produce en dos
pasos sucesivos. El primero, tiene lugar en leepaxterna de la doble hélice, y suele
tratarse de un proceso controlado por difusionsdgundo, consiste en el proceso de
intercalacion de las sondas entre las bases del, ADBI conlleva un alargamiento y
desenrollamiento de la doble hélice, junto conumento de su rigide?.

Se distinguen tres tipos de intercalacion: gakcion clasica, intercalacion ensartada
(“threading intercalation”) e intercalacion no ¢tas

Los intercaladores clasicos son moléculas aliocastjue poseen carga positiva en el
anillo o en una cadena unida al propio anillo. Hgie de intercalacién obedece al
modelo de exclusion de sitios libres. Ejemplosctipison las sales de acridinio, como el
cloruro de proflavina, y las sales de fenantrolowmo el bromuro de etidio y el ioduro
de propidio. Por otro lado, la intercalacion eresdat (“threading intercalation”) tiene
lugar cuando la parte aromatica del ligando setasantre las bases de bases del ADN,
al tiempo que un sustituyente catidnico se enlazargo principal y otro sustituyente
del anillo interacciona con el surco secundario. djgmplo de ello lo constituye el
naftaleno diimida. Los complejos que se formanysegste tipo de interaccion, poseen
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constantes de equilibrio comparables a las dentescaladores clasicos, aunque pueden
distinguirse cinéticamente de estos por poseecidzdes de asociacion/disociacion del
ADN menores que los de tipo clasico. Por ultimg, iotercaladores no clasicos son
sistemas poliaromaticos conjugados que contienemad de nitrogeno o cadenas
laterales protonadas unidas al anillo. En la graayaria de estos compuestos la
intercalacion va siempre acompafada por la unidsuato. Los derivados de la
pirimidina son ejemplos de este tipo de intercalacio-clasica.

De forma general, los principales efectos biakdg de los intercaladores son la
inhibicion del crecimiento celular, la muerte caluy la transformacion celular. Como
estos efectos dan como resultado la inhibicion alerbliferacion celular, muchos
agentes intercalantes se han usado como antilzaisri antiparasitos y agentes

antitumorales.

3) Unioén electrostatica:

Este tipo de unién se caracteriza por ser sk@mente de caracter electrostatico. A
pesar de que como se indicO anteriormente practiceemtodas las interacciones en
quimica son de naturaleza electrostatica, en a dasla interaccion de pequefios
ligandos con el ADN se considera generalmente @goe, los ligandos cargados
positivamente, los que sufren interacciones de dgie. Estas interacciones
electrostaticas contribuyen a estabilizar la ddidikce, independientemente del tipo de
unioén, aunque, bajo condiciones fisioldgicas, @dtraccion atractiva es generalmente
débil.

La interaccion electrostética con los grupasdtm cargados negativamente del ADN,
esta siempre presente en la interaccion de ligamdogados con ADN, y como
consecuencia de ello, en principio, la contribuaéresta interaccion no podria medirse
de forma separada a la de otros tipos de unidnetdkDN. Sin embargo, calculos
sencillos, basados en la teoria electrostatica ldetralitos, y experimentos de
interaccion de iones metalicos fuertemente unidpslaucledtidos, han sugerido que
la unién electrostatica constituye una interacciéhil en comparacion con otros modos
de unién como la intercalacién o la unién a lossst’ Es importante destacar que, ya
gue la interacciéon coulombiana posee un caractamehte no especifico, la unién
electrostatica debe ser independiente de la coripnsguimica y la conformacién
caracteristica de los polinucleétiddsAunque el efecto electrostatico no puede ser
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medido separadamente de otros tipos de interaccri@nero-ligando, su importancia
relativa puede evaluarse por el efecto de la adid@sal sobre el proceso de union.

La union de pequefios iones cargados positiviemeth ADN, produce la
neutralizacion de los grupos fosfato con la cowadpente eliminacion o
desplazamiento de contraiones de la macromoléadi tel seno de la disolucidn
(generalmente cationes metélicos como” NaMg?). En el caso del ADN, con
contraiones Na en su estructura, el desplazamiento de estos ior@®valentes
produce generalmente, una estabilizacion del cgmplADN-ligando como
consecuencia de la favorable contribucion entropitzaenergia libre total de union que
supone la eliminacion de iones de la superficie.

Es un hecho, que los ligandos cargados posiéwten presentan una fuerte
dependencia de la fuerza ionica en su afinidacepADN. En un intento de establecer
la base tedrica de esta observacion experimentahniMg, Record y colaboradores
aplicaron la teoria de polielectrolitos al ABRE* Segin esta teoria, el campo
electrostatico del ADN causa la condensacion dedtisnes en su superficie, de forma
que en el caso del B-ADN, la concentracion localesdedor de 1M.

Este tipo de interaccion es bastante signifiaatin el caso de moléculas de alta carga,
incluyendo las proteinas. En lineas generalestréc@én entre el ligando y el ADN
disminuye al aumentar la fuerza idnica del medioglie implica un descenso de la
constante global de union del ligando con la maotéoula. Como se vera mas
adelante, la dependencia de las constantes deaa®ociADN-ligando, a diferentes
concentraciones salinas, han sido determinadasigmtees sistemas objeto de estudio

en esta tesis: sondas fluorescentes, tensioagtiwasoparticulas.

4) Unién a los surcos principal y secundario del AR (“major groove” y “minor
groove”):

Los ligandos capaces de unirse e interaccionaatta afinidad a los surcos del ADN
han sido, investigados extensamente en los Ultiafims. En los surcos de la doble
hélice del B-ADN, definidos por el esqueleto azUcafato, los extremos de las bases
quedan expuestos. El “major groove” es amplio yopeofundo, con una longitud de

12 A, mientras que el “minor groove” es profundesyrecho, con una longitud de unos
6 A¥



La existencia de un elevado potencial eléctniegativo en los surcos del ADN juega
un papel fundamental en el origen en este modoni F Como era de esperar, los
compuestos que se unen generalmente a los suroccera®erizan por poseer carga
positiva y anillos aromaticos unidos por enlaces germiten el giro libre, lo que
posibilita la adopcion de una configuracion aprdpigor parte del ligando, que se
ajuste a la curvatura del surco sin producir ungupggacion significativa en la
estructura del ADN. Debido a eso, a diferencia @ejle sucede en el caso de la
intercalacion, la union al “groove” requiere molisucon alta flexibilidad. Por otra
parte, esta clase de unidn supone una menor pactarben la estructura del ADN que
la que originan los agentes intercalantes. Aderedaglinteracciones electrostaticas, la
formacion de enlaces de hidrégeno y las interaesiomle van der Waals
parecen contribuir también a las uniones a lososurca accion conjunta de estos
altimos tres factores hace que los ligandos quese al groove den lugar a complejos
mas estables que aquellos que se producen pocdlaeidn’’ Esto se pone de relieve
en los valores de las constantes de equilibrio sbeiacion, que en el caso de los
agentes intercalantes no suele exceder d¢M®), mientras que en el caso de agentes
que se asocian a los surgnden llegar a ser del orden d&-10°(M™).% La unién a
través del surco principal se da preferentementd easo de ligandos de gran tamafio,
como las poliaminas y las proteifA€n el surco secundario la insercién de ligandos
esta estéricamente impedida en la secuencia GG.sestiebe al enlace de hidrégeno
existente entre el grupo amino de la guanina xiglemo del carbonilo de la citosina en
las pares de bases de tipo GC. Dentro de los catgaueue se unen al surco
secundario, destacan la espermina, farmacos conmeptapsina y la distamicina A, asi
como productos sintéticos como el DAPI y Hoech25&3

En esta tesis doctoral se presenta un estudiétiacdo y termodinamico de la
interaccion no-covalente entre el ADN y diferentdipos de ligandos
(1-pirenocarboxialdehido, tensioactivos catidnigpsnanoparticulas de oro). Estos
ligandos, en funcion de sus caracteristicas serseceptibles de unirse a la doble hebra
presentando uno o algunos de los diferentes maelosidn expuestos. Se ha dedicado
un capitulo de la tesis a cada uno de los sisté&bDa¢/ligando investigados. De esta
forma, el capitulo | trata la interaccion ADN/Trgnocarboxialdehido, y los efectos que
diferentes sales y codisolventes tienen en loscéspaermodinamicos y cinéticos de
esta interaccion. En el capitulo Il se recoge tndés de la interaccion de tensioactivos
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cationicos con el ADN, llevando a cabo un estudstematico de los aspectos
termodindmicos de la interaccion, en funcién deldagitud de la cadena del
tensioactivo. En este ultimo capitulo se desarwll@studio del mecanismo de reaccion
y del efecto salino de la interaccion del tensiwactCTAB (bromuro de
cetiltrimetilamonio) y el ADN. Por ultimo, en elrter capitulo de la tesis, se ha
abordado un estudio tanto cinético como termodiod&mieferente a la interaccion de
nanoparticulas de oro (AuNPs) con ADN.

Una derivacion extensa de algunos de los modehpdeados en el ajuste de los datos
termodinamicos y los parametros de estos ajusteegn en los Apéndices I, 11y lll.
Asi mismo, para los tres sistemas ADN/ligando aatlas se recogen en los Apéndices
IV, V y VI, los inversos de los tiempos de relagatiobtenidos a partir de las curvas
cinéticas experimentales.
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1. ESTUDIO TERMODINAMICO Y CINETICO DE LA INTERACCI ON
1-PIRENOCARBOXIALDEHIDO -ADN.

1.1 Introduccion y Antecedentes.

El reconocimiento selectivo de acidos nucleicod, @smo de sus principales
estructuras secundarias y terciarias, ha congtituidpuente de union entre la quimica y
la biologia. Dado el interés actual por el recomiento molecular de nucleétidos y
nucledsidos en las pasadas dos décadas, se hmdmlen el disefio de estructuras
ciclicas y en la sintesis de agentes complejantesctien como ligandos.

Muchos agentes anticancerigenos, antibiéticosrmdéos antiviriales ejercen sus
efectos biolégicos primarios mediante interacciorresersibles con los &cidos
nucleicos. Por ello, numerosos autores han inadiglos procesos de unidén de
pequefios ligandos al ADN desde puntos de vistaowimamico y cinético. Se han
encontrado, por una parte, importante informaciébres las afinidades y sobre el
mecanismo de estos procesos Yy, por otra partermafddon estructural, que ha
permitido comprender la naturaleza de esta clas®uhplejos. Un estudio detallado de
este tipo de interacciones ADN-ligando, desde unt@ule vista termodinamico,
cinético y estructural, es de interés para mejtaagficacia clinica de los farmacos
existentes y para el disefio de nuevos colorantesefeétivos en la deteccion de &cidos
nucléicos. Es importante destacar que el estudiético y termodinamico de estos
sistemas, que implican macromoléculas biologicpsqueiios ligandos es complejo, en
comparacion con el estudio de otros procesos deairtion ligando/receptor, ya que se
deben tener en cuenta parametros adicionales cdngrado de saturacion del
polinucledtido y el tamafio del sittoMuchas moléculas bioldgicas, como el ADN,
pueden dividirse en subunidades, dominios o un&ladactivas, las cuales sufren
cambios fisicos y/o quimicos debido a su interacaon pequefios ligandd<Estas
interacciones entre las moléculas biolégicas y ligandos pueden variar desde la
simple union del ligando a la macromolécula, hastecesos que impliquen cambios
conformacionales en el ADN inducidos por la uniéal digando. Ademas, el
comportamiento de estos sistemas puede compliparska presencia de los llamados
efectos de cooperatividad.

El concepto de cooperatividad es complejo, glaraso de la interaccion de pequefias
moléculas con ADN, pueden distinguirse distintg®di En general, las interacciones
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polimero-ligando se definen como cooperativas codadnteraccion del ligando con
una subunidad del polimero durante el proceso deiaason afecta la capacidad de
interaccion de las otras subunidafi2sas interacciones no cooperativas surgen cuando
cada unidad interacciona de forma independienteaméas interacciones cooperativas
pueden subdividirse, a su vez, en interacciones cdeperatividad negativa
(anticooperativas), que se producen cuando laactérn de una unidad con el ligando
inhibe la interaccion de otras unidades; y la coapedad positiva (cooperativas), se
produce si la interaccion de una unidad con elntigafavorece o mejora las
interacciones de otras subunidades. Una de lage@aziasicas por la cual es importante
realizar un estudio termodinamico de los sistemB&lAigandos, es la determinacion
de los factores que gobiernan la afinidad y la @fpielad de estos ligandos por la
macromolécula. Las constantes de equilibrio (comstde asociacion, K) y la energia
libre de Gibbs correspondiente\@G =—-RTInK), pueden determinarse siguiendo
diferentes procedimientos, tanto para la obtendéros datos experimentales, como
para su andlisis. En relacion con estos sistenas, Métodos espectroscopicos
constituyen procedimientos generalmente efectiara [ obtencion del parametro K:
la interaccion ADN-ligando induce cambios en lasppedades espectroscopicas del
ligando (o del ADN) y estos cambios pueden seguise el empleo de la técnica
espectroscépica adecuada (UV-Vis, CD, RMN, o flaceacia). Teniendo en cuenta la
multitud de formas en que un ligando puede unitg&DaN, se han disefiado ligandos
multifuncionales para determinar la contribuciondigtintas interacciones a la union
ligando/ADN.

A continuacion, se presenta una revision datkraccion del ADN con distintos tipos
de sondas y compuestos macrociclicos, tanto dasgmnto de vista termodinamico
como cinético. En esta revision nos hemos centeoaquellos ligandos que se

encuentran mas frecuentemente en la literaturdifioen
1.1.1. Interacciones entre poliaminas con los &cigdmucléicos.

Las poliaminas son compuestos fluorescentes quenagentran, generalmente, en
forma protonada bajo condiciones fisioldgicas. Fstpiedad hace que las poliaminas
se unan fuertemente a los nucledtidos por intevaesi electrostaticas entre los grupos
amonio, cargados positivamente, y los grupos fostil ADN. Sin embargo, es
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importante destacar que su interaccion con el ADdgpedde de la estructura en
particular de la amina y de su carga neta. Estugitsicturales y de difraccion de rayos
X, han mostrado que poliaminas como la espermieatripsina, distamicina A, DAPI,
y Hoeschst 33258, se unen fundamentalmente afosssdel ADN?*

Al igual que las poliaminas biolégicas como lape&mina, las poliaminas
macrociclicas se unen fuertemente al ADN gracias @arga positiva. Sin embargo,
para mejorar la selectividad de la interaccionnesesaria la existencia de sitios en la
molécula capaces de formar enlaces de hidrégendey/mteraccionar con las bases.
Algunos macrociclos constituidos por poliaminas terean insertado un fluoroforo en
el anillo son conocidos por su capacidad como tecep de metales y como sensores.
Sus propiedades luminiscentes dependen del meatatlogue se coordinan y también
del sustrato al que se unen. La estructura aroagtpdana del fluoroforo, junto con la
carga positiva del metal y las propiedades lumarnses de estos compuestos, hace que
estos metalo-receptores sean susceptibles dedeitamar con los acidos nucléicos por
intercalacién del fluoréforo entre las basey al mismo tiempo especialmente
adecuados para la investigacion de los mecanisreomtdraccion con los acidos
nucléicos. Un ejemplo claro de ello, lo constitujes complejos de poliamina de
Cu(ll), Fe (I1) y Zn (I1).

Los estudios cinéticos de la interaccion desesistemas macrociclicos con ADN son
bastante escasos, aunque existen algunos estudiaditeratura relativos a la cinética
de la unién de Cu(ll)Neotrien, Cu(ll)Neotetren y({DuNeotetrerf. En estos estudios se
encontré que las cinéticas de estos sistemas aeteadzaban por la existencia de dos
efectos cinéticos bien diferenciados en el tienebmas rapido en el rango de tiempo de
los milisegundos, y el mas lento del orden de noiswka dependencia del inverso del
tiempo de relajacion rapido con la concentraciorAD® es lineal, y en principio este
resultado esta de acuerdo con la existencia deasn pimple en el mecanismo de
reaccion. Sin embargo, los valores de las con&tatgerselocidad directa, son un orden
de magnitud mas bajo de lo esperado para la foGmal@ un encounter por difusion, lo
cual parece indicar la existencia de un paso prewiel mecanismo, muy rapido, y, por
tanto no observable por los métodos cinéticos amigrales. De cualquier forma, la
cinética rapida se indentifica con el proceso derdalacion del complejo metalico
entre las bases del ADN, y esta representado gaineer equilibrio que aparece en el
esquema |. Este paso estaria precedido por la é@made un aducto externo,
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(complejo metalico)/ADN, estabilizado principalmemtor interacciones electrostéaticas
(la formacién de este aducto no aparece represertadl esquema |). La cinética lenta
fue atribuida a un cambio conformacional del ADhjucido por la union del ligando.
Este paso corresponde al segundo equilibrio repi@sde en el esquema |, en el que la
conformacion del complejo D%formado en el primer paso del mecanismo) cambia,
dando lugar a un complejo P.De acuerdo con todo ello estos sistemas presentan
mecanismo en serie, representado en el esquenmantegu

K K Esquema |
D+S’ 1 DS Ds, (Esquema
. k.,

1.1.2. Acridinas y derivados.

Las acridinas son compuestos de interés, no sadlsgpamplio uso en el ambito
farmacéutico e industrias de colorantes o tinte®s, mbién debido a sus interesantes
propiedades quimicas. Las sales de acridinio, jeoto el cloruro de proflavina, se
consideran intercaladores clasicdsos anillos, planos en su estructura, favoreesn |
interacciones de apilamientos entre las bases B&.AJn ejemplo lo constituye el
naranja de acridina, molécula con estructura sinalda proflavina (PR), donde los
residuos N(CH), son remplazados por NI Se encontrd que esta molécula
interacciona con el ADN por intercalacion o por@mexterna, segun sea la relacion de
concentraciones ADN/ligando.Posteriormente, se han sintetizado derivados de
acridinio mas complejos, como los biciclo-bis-ictdadores basados en subunidades de
acridinio. Estas subunidades se encuentran unatasgs puentes de los cuales dos son
de naturaleza diacetilénica, y su interaccion cos hucledtidos del ADN esta
gobernada por fenbmenos de apilamiento en los guipan interacciones de van der
Waals y efectos hidrofébicos. Las constantes ddliledgo correspondientes a la
interaccion de estos compuestos con ADN son aloedeel dos 6rdenes de magnitud
mas altas que las que presentan sus respectivaameass. Sin embargo, la rigidez de
los puentes de diacetileno hace que estos bidlislontercaladores derivados de la
molécula de acridinio, no estén bien adaptados qaiatercalacion en el ADREsto
altimo no ocurre con los compuestos organometgli®isPR, sintetizados con el
objetivo de combinar dos propiedades importantegerdalacion (residuos de
proflavina) y actividad antitumoral (residuo de-platino)®® Se ha constatado que el
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residuo de Pt que esta unido a la proflavina (P#Rgapaz de introducirse también
entre las bases del ADN, circunstancia que no ecemrla interaccion del compuesto
Pt-PR con otros polimerd8.

A pesar de la existencia de numerosos estudloe $a termodinamica de interaccion
de aminoacridinas con ADN, los aspectos cinéticaseganisticos de estos procesos
han sido poco analizados. Respecto a la cinétida i¢eraccion del sistema PR/ADN,
se ha establecido que esta caracterizada por keegia de un solo tiempo de
relajacion. Sin embargo, la curvatura observaddaewariacion del inverso de este
tiempo de relajacion, en funcion de la concentracié ADN indica la existencia de un
paso previo en el mecanisiffoSegun ello, el mecanismo de reaccién seria sirailar
gue presentan las poliaminas (véase esquema 8stErcaso, los complejos DEDS,,
representan complejos parcialmente y completamiateecalados, respectivamerite.
La presencia del residuo de platino en el compuagianometalico, Pt-PR, introduce
un segundo efecto de relajacion en la cinéticantirdccion de estos sistemas con el
ADN. Esto sugiere la necesidad de una alteracignoitante en la cavidad del polimero
(efecto desestabilizante) para la introduccion dedtal, como ultimo paso del

mecanism¥ (véase esquema I1).

O lD(é 0 lm(% - O lD(ﬁ -
D+S_ ., DS DS, DS, (Esquema ll)

l-Oomao ~gmao
-1 -2 -3

1.1.3. Derivados de fenantridinio.

Los derivados de fenantridinio constituyen un ejemppico de intercaladores
clasicos. Se caracterizan por poseer grupos anminaseposiciones 3 y 8 del anillo de
fenantreno. Entre ellos destaca el conocido brondeoetidio. Las constantes de
equilibrio correspondientes a su unién con ADN dehorden de 1910* M™, un valor
tipico del modo de unién intercalativoComo en el caso del sistema ADN/PR, estos
sistemas presentan una cinética compleja caraati@rigor la presencia de dos tiempos
de relajacién; sin embargo, el mecanismo que ptas&s mas complejo que el descrito
en el esquema |. El bromuro de etidio y los comjmseafines presentan un mecanismo
de reaccion ciclico denominadugcanismo de transferencia diretta
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ko DS+ S

Se trata de un mecanismo complejo, en el quealoglejos, DSy DS, se forman en

(Esquema III)

dos pasos que transcurren en paralelo, y sufren-éonversion segin un proceso que
tiene lugar en el sitio de reaccion. En la practmaando uno de los dos residuos
aromaticos del ligando se intercala (P%l segundo residuo permanece fuera de la
cavidad que existe entre los pares de bases adgaak ADN, pudiendo reaccionar,
directamente, con otro sitio del polimero para frS,; sin quedar libre el reactivo
en disolucion. Aunque no es facil de distinguipriri, cuando estamos ante un tipo de
mecanismo como el descrito en el esquema |, y ecuande un mecanismo de
transferencia directa, resulta de gran ayuda glraealizar un estudio cinético de la
dependencia de los tiempos de relajacién con laerdracion de ADN? Asi, el
producto del tiempo de relajacion corto por el pentargo, (oo X 1fiarge), produce,

en el caso del mecanismo de transferencia diran@dependencia parabdlica de este
producto en funcién de la concentracion de ADNndgala concentracion de éste es
alta. Por otro lado, en el caso del mecanismo saspeonsecutivos, la dependencia que
se encuentra es lineal. Si comparamos la estrudelraromuro de etidio y analogos
con las de la proflavina, se encuentra que los ggos) a diferencia de ésta, no
presentan posibilidad de unién fuerte a los surBfgo similar ocurre en el caso de la
10-metil-9-aminoacridina, que también se une al ARWNr el mecanismo de
transferencia directa.

Entre los compuestos macrociclicos destacarralda este grupo, una serie de ciclo
bis-intercaladores, compuestos por 2 unidades rEnfedinio conectadas por puentes
diacetilénicos. Estos ultimos poseen elevadas aotest de equilibrio en su interaccion
con el ADN, que varian en el rango de M a 10 M™, siendo en este caso las
interacciones de apilamiento (“stacking”), las pipales responsables de Ia
interacciom* En cualquier caso, no esta claro que el modo dnute este tipo de
compuesto al ADN sea de tipo intercalativo, por doe se requieren estudios
adicionales para confirmar esta hipotesis.
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1.1.4. Porfirinas y derivados.

La interaccion de porfirinas y complejos metagiade porfirina con ADN, ha sido
estudiada ampliamente desde que en 1979 se enquietgstos complejos eran capaces
de unirse al ADN por intercalacidnLos altos valores de absorbancia y fluorescencia
gue presentan estos compuestos los hace muy adscpada el estudio de los
mecanismos de interaccién con acidos nucléitos.

Diversas técnicas han sido empleadas para e#ipectroscopty viscosimetri&
dialisis®® y RMN.*® Sin embargo, los estudios cinéticos son bastasttases’ Todos
estos estudios han revelado la importancia de teraocion electrostatica en la
estabilidad de los complejos ADN/Porfirinas, ashocen las velocidades de asociacion
y disociacion de los diferentes pasos del mecandgneaccion.

Las porfirinas y derivados, constan en su estraae un residuo central de porfirina
gue es capaz de intercalarse entre las bases d¢| AEesiduos periféricos que cuando
estan cargados positivamente proporcionan unaikdaabadicional en la interaccion
con la macromolécula (debido a la interaccion ebsttica con los grupos fosfato del
ADN). La introduccion de un i6én metalico en el cdejp de porfirina, confiere a estos
propiedades adicionalé$?° Cuando los ligandos periféricos estan en el mipiaoo
que el centro metalico (complejos de Ni(ll) y C)(llestos complejos son capaces de
intercalarse en el ADN; sin embargo cuando losnliga se unen axialmente al centro
metdlico, la intercalacién se encuentra impedigahmodo de union es externo (Mn(ll),
Fe(l1); Co(ll) y Zn(ll) metalo-porfirinasy?

Se han descrito también la interaccion de costpsentercalantes ciclicos como los
macrotetraciclicos y macropentaciclicos que conmbin@ o dos anillos de porfirina, y
los [18]-N.O4 aza-oxamacrociclos, que son capaces de intereadarka doble hebra y
cuya interaccién con el ADN es de caracter prirloipate electrostatico. Su unién se
da en dos pasos. Estudios de “quenching” con brmurde anisotropia de
fluorescencia han sugerido que este compuesto ealusurco principal de la doble
hélicé* (probablemente debido a la rigidez de las parddésnacrociclo que impiden
estéricamente la unién del anillo de porfirina potercalacién). Otros derivados
macrociclicos de la porfirina como los ciclobismetdadores, compuestos por dos
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anillos de porfirina, inducen la rotura de la dohkice cuando se irradian con luz
visible.

En cuanto a la cinética y los mecanismos deaot@n con el ADN, se ha encontrado
que derivados como el,H,; (meso-Tetrakis(4-N-metilpiridinil))porfiring)resentan una
cinética compleja con ADN caracterizada por la @me&® de 3 tiempos de relajacin.
La transferencia de la sonda a los sitios del ARM@ a través de transferencia interna
directa (véase esquema lll). No obstante, en @ daslos complejos metéalicos de
porfirina, como los de Cu(ll), se ha encontrado giggilen un mecanismo en pasos

sucesivos, como el que presentan la mayoria d®tatas cuando se intercatdi?
1.1.5. Cianinas y derivados.

Las primeras cianinas fueron sintetizadas en 1866\filliams?® aunque hoy dia sus
aplicaciones contindan siendo de interés en undiamvgriedad de campos, como la
tecnologia de laserdsy almacenamiento de energia sblata sintesis de agentes
antitumorale® o su empleo como marcadores fluorescéht@n bioquimica). Los
distintos derivados difieren, segun la longitud pleénte de polimetino que separa los
dos atomos de nitr6geno. La carga positiva de ldéenta se deslocaliza, por
resonancia, sobre los &tomos de nitrdgeno de ilesarAsi, podemos distinguir entre
cianinas, carbocianinas, dicarbocianinas y tricaidsonas, que contienen 1 (n=0), 3
(n=1), 5 (n=2) o0 7 (n=3), grupos metino en el padn es el numero de enlaces dobles
en el puente). Asi mismo, los grupos nitrogeno tprenan parte del heterociclo
también pueden ser N-alquilados, siendo los hdatdoscmas comunes el indol, la
quinolina, el benzoxazol y el benzotiazol. Entre thferentes cianinas se encuentran
algunas que interaccionan con el ADN por inter¢alac como el naranja de tiazol
(TO), el amarillo de oxazol (YO), naranja de berdato (BO) y Cyan-2; y otras que lo
hacen uniéndose a los surcos como el ioduro d8-mtil-6-(benzotiazol-2-ilo)-2,3-
dihidro-(benzo-1,3-tiazol)-2-metilideno)]-1-metitmina (BEBO), el cloruro de 4-[6-
(benzoxazol-2-ilo-(3-metil)-2,3-dihidro-(benzo- 1tjazol-2-metilideno)]-1-metilquinoli
-nio (BOXTO), y la dietilcarbocianina (DiSC De hecho, las sondas constituidas por
heterociclos planos en sus extremos, favorecentdacalacion como modo de unién;
por otra parte, la semi-flexibilidad del puentepddéimetino, permite la torsiébn necesaria
como para adaptarse a la curvatura del surco sagané&l predominio de un modo de
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unidn u otro depende de la estructura de la sordialg secuencia del ADN. Ademas,
estas sondas también son susceptibles de unitd@Napor interacciones externas. Las
cianinas y derivados tienden a autoagreg@rseel ADN a jugar un papel en estos
procesos actuando como soporte (unidn externa).

Respecto a la termodinamica de union de esttsmgs con ADN, las constantes de
equilibrio para compuestos como el Cyan 40, Cyan-BO, determinadas mediante
técnicas espectrofotométricas y espectrofluorimesti son del orden de“®™; y del
orden de 10M™ para el sistema ADN/TO (en condiciones fisiolég)c&n el caso de
la interaccion de ADN con bis-intercaladores comoY®YO-1, se encontraron
constantes de equilibrio 4&eces mayores que las correspondientes al inaeiaal
simple, YO?°

La presencia de cargas positivas en estas niadedua suscitado el estudio de la
dependencia de las constantes de equilibrio deact®n ADN/cianinas con la
concentracién de sal en el medio. Se ha encontraelda variacién de las constantes de
equilibrio correspondientes a la unién de estaga®ron el ADN en presencia de sales
esta de acuerdo con la Teoria de Maining y RetcHtd.

A pesar de que en la bibliografia pueden enaws#r diversos estudios
termodinamicos y estructurales para el sistemar@ahDN, los estudios de naturaleza
cinética y de mecanismos de reaccién de estosmsistson bastante escadbsa
cinética de sistemas como ADN/Cyan-40, ADN/Cya®RN/TO y ADN/BO ha sido
estudiada mediante las técnicas de salto de tetnperade flujo detenido. En todos los
casos se encontrd que la cinética era complejaseptaba un mecanismo en serie en 3
pasos de acuerdo con el esquema Il. Como ocuti iateraccién de los derivados de
acridina y el ADN, la naturaleza del complejo DiSla correspondiente a la de un
complejo externo. Las formas P$ DS, son complejos que difieren en el grado de

intercalacion.

1.1.6. Naftaleno y derivados.

El naftaleno y sus derivados se unen al ADN iptercalacion. Experimentos de
desplazamiento competitivo con bromuro de etfdimn demostrado que las moléculas
de naftaleno presentan menor afinidad por las bdasleADN que el fenantreno y sus
derivados. A pesar de ello, el estudio de las ast@ones entre ADN y derivados
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macrociclicos del naftaleno ha suscitado interéeméementé® Entre estos derivados
destacan el naftaleno diimida y el naftalenofensNB), que presentan un modo de
interaccion con el ADN que no se corresponde cqradeso de intercalacion clasico,
quizas como consecuencia de la existencia de wyesties voluminosos en su
estructura. Estos compuestos se unen al ADN emage$o parecido a la operacion de
ensartar o enhebrar el hilo de una aguja (“threpiitercalation”)*** La velocidad de
asociacion/disociacion de este tipo de intercakslads mucho menor que la que
presentan los intercaladores clasicos, aunque dastantes termodinamicas son del
mismo orden de magnitud. Por ello, estos modosndmison facilmente distinguibles
mediante estudios cinéticos.

La estructura del ligando BisNP se caractermappseer dos unidades aromaticas de
nafataleno unidas por dos cadenas flexibles deiletietriamina (DIEN). La
termodinamica de interaccion del BisNP con nucte®i se ha estudiado por las
técnicas de RMN vy fluorescencia a temperatura amwieencontrdndose que este
altimo se une a los nucleétidos con constantes dpililrio elevadas,

K = (10*- 10® M™). Esta fuerte interaccion se atribuyé a la pauicion de interacciones
electrostaticas e interacciones de apilamientda®nucleétidos®

Se ha determinado que el mecanismo de interacbnaftaleno diimida con ADN
implica la formacién de dos tipos de complejosrimidios en el mecanismidUno de
ellos corresponde a un complejo parcialmente iatedo, en el cual los dos
sustituyentes catidonicos de la molecula de naftagenunen al mismo surco del ADN,
(DSg). El segundo tipo de complejo implica la uniérsatco mayor y menor del ADN
de cada una de las caras de la molécula de naftdlenida. Esta union resulta de una
fuerte interaccion del complejo con las bases dBNA(DS). El paso final del
mecanismo consiste en la conversion de las dosciespsemi-intercaladas en el
complejo final enhebrado (3% Este mecanismo se encuentra representado

esguematicamente en el esquema IV:
k DS_ ks

z

D+S

N

./

(Esquema V)

=
:\W
= w,
P
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La lenta disociacion/formacion del complejo{p8onstituye el paso determinante del
mecanismo ya que implica la rotura de uno de losspi@nicos ADN/naftaleno diimida,

y el movimiento de la cadena lateral de la sondigedos pares de bases del ADN. Por
ello este tipo de mecanismo de intercalacion abrfante distinguible cinéticamente. El
estudio de la interaccion de la molécula de naftattiimida con ADN, en presencia de
sal, revela la formacion de dos pares idnicos. Masngue el estudio de la dependencia
de las constantes de equilibrio de la concentragdsal, revela que estas disminuyen al
aumentar la concentracion salina.

Recientemente, se ha investigado también laraicd@®n de macrociclos
bisintercaladores con ADN. Como ejemplo puede s#tal bisintercalador compuesto
por 2 unidades de naftalenodiimida, unidas por gagos amonio metilados. El
complejo presenta una velocidad de disociacion BINALO® veces menor que la que
presenta el mono-intercalador correspondientedleaiv diimida). Aunque parece que
en este caso también se da una intercalacién scaléel modo de unién de este

macrociclo al ADN no esta aln totalmente estabtecid
1.1.7. Pireno y derivados.

El pireno y sus derivados han demostrado sedlasomuy eficaces para estudiar la
dindmica molecular, la organizacion estructuralreleeptores, y para determinar la
polaridad en entornos hidrofébicos. De hecho, unéad propiedades mas importantes
del pireno es su versatilidad como croméforo yriffioro>’ En este sentido, pueden
encontrarse en la literatura numerosos estudiosotinamicos y estructurales de la
asociacion del pireno y derivados con ADN, mediahteso de diferentes técnicas tales
como espectroscopia electronfca**? espectroscopia de fluorescefitieaCD* y
ODRS?™®

Entre los estudios termodinamicos de las intéoaes del pireno con ADN, destaca
el estudio de Henry y colaboraddf&en el que se utilizd6 ADN en sus formas nativa y
desnaturalizada, en presencia de NaCl. Los datosotinamicos fueron analizados
segun el método de Hildebrand-Benesi. Se enconiedajconstante de asociacion del
ADN disminia de forma sistematica al aumentar laceotracion de sal en el medio,
mientras que en el caso del ADN desnaturalizadensentrd que estas pasaban por un
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maximo a una concentracion de 0.1 M de NaCl. Embe estudios sobre la
termodinamica de union de derivados del pirenoADN, destacan los llevados a cabo
en el caso del benzo(a)pireno y los enantiomergs Rdel piperazinacarboniloxi-2-
propilpireno ((R)-3, (S)-3). Para este Gltimo ligaft, se estudié la termodindmica de
asociacion con ADN tipo poli(dA-dT)AT) y poli(dG-dC) (GC). Sorprendentemente,
las constantes de equilibrio de ambos enantioméR)s3 y (S)-3, son un orden de
magnitud mayor para el polimero tipo AT, siendoaesha evidencia clara de la
especificidad del ligando por estas bases. Lossdatperimentales fueron analizados
considerando una unién no-cooperatisee= 1), empleando el tratamiento de Mc-Guee

y Von Hippef para polimeros lineales. De acuerdo con estentiatdo, se cumple:

Sk j @

L 1-(n-1)

dondev son los moles de ligando (pireno) unido al ADN pwi de macromolécula; L
es la concentracion de ligando libre; K la congtaid asociacion; y n, el nimero de
sitios ocupados por el ligando. Se obtuvieron @nises de equilibrio del orden de
10> M para el sistema poli(dA-d,)y constantes de 1M™ para el sistema poli(dG-
dC),, siendo n = 2, esto es el ligando ocupa dos padeebases en ambos casos.
Parametros termodinamicos, como la entalpia y teogia libre, presentan valores
negativos y positivos, respectivamente, encontramtimmbién diferencias notables para
la interaccion con las bases AT y GC. La espeddidide la sonda por las bases GC y
AT del ADN, se reflejé, claramente, en los valodes cociente AHYTAS, siendo éste
significativamente menor para las bases de nanzrdkC. Esta diferencia muestra una
asociacion de caracter mas exotérmica y un camiiidpco menos favorable, en el
caso de los residuos de tipo AT. Los autores indégypon estos parametros de acuerdo
con la posibilidad de que las bases AT ejerzan anamimpedimento estérico en la
penetracién e intercalacion de la sonda, lo qumipemuna intercalacion mas profunda,
e interacciones de van der Waals significativaslasmases.

Uno de los pocos estudios presentes en latlit@raobre la cinética y el mecanismo
de interaccion de derivados del pireno con ADN ldieeado a cabo por Geacintov y
colaboradore$™® Estos autores investigaron la cinética de asdsiaciel BPDE
(benzo(a)pireno diolepéxido) con el ADN en funcifmla concentracion salina y de la
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temperatura. El seguimiento de la reaccion fueatieva cabo mediante la combinacion
de las técnicas de flujo detenido con deteccidrflporescencia y la técnica de dialisis.
La presencia de la funcion epéxido en la estractle la sonda produce su hidrdlisis,
en disolucion acuosa, lo cual complica el mecanideda interaccion. De esta forma,
en medio acuoso, el camino de reaccidn que serdajagor proporcion, no es la
formacion del aducto no-covalente ADN/BPDE, sintildrolisis de la sonda al tetraol

BPT. El esquema cinético propuesto, que tiene entauestas consideraciones, es el

siguiente:
k]_ k2
BPDE + ADN<~ [BPDE....ADN]—, [BPDE...ADN]
2
l " k ke kr @)
BPT Productos PTBADN

covalentes

En este esquema la formacion del complejo (no-eow@) inicial entre BPDE vy el
ADN da lugar a la unién externa e intercalaciériadsonda, que da como resultado la
hidrolisis y la formacion del tetraol correspondeeBPT/ADN. La otra posibilidad es
que la unién externa de la sonda a la doble hpheduzca la unién covalente de esta al
ADN. De acuerdo con el mecanismo propuesto, lataates de velocidad observada
resulta de una relacion de constantes de equiliprielocidad correspondientes a los
diferentes pasos de la reaccion:

- kh + k K[D]
1+K'[D]  21+K[D] (3)

En esta expresion, [D] es la concentracion de ARNes la constante de velocidad de
hidrolisis del BPDE libre; K = #k,, y K = ki/(ky+k +ky). Se encontré que la
constante observada, k, disminuia considerablencemntéa concentracion salina. Por el
contrario, los valores de la constante de hidsjligj, son independientes de la fuerza
ionica. De acuerdo con ello, la variacion en lastante observada cuando varia la
concentracion salina en el medio de reaccion estécada por la variacion de la

constante de velocidad del segundo paso, k

26



Los diferentes estudios que se encuentran lebliagrafia de este tipo de sondas, han
demostrado que el pireno y la mayoria de sus ds/aomo el benzo-a-pireno,
interaccionan con el ADN predominantemente intetozamente. En el caso del pireno,
este se intercala mayoritariamente entre las lwhedeSDN, preferencialmente alternado
la secuencia de las bases dA*dBin embargo, aunque los antecedentes bibliogsifico
apuntan a que el modo de interaccion del derivapimehocarboxialdehido (1-PyCHO)
es también intercalativo, no existen evidenciakdiibliografia sobre esta cuestion. Por
este motivo, como el 1-PyCHO va a ser empleadosén teabajo como sonda para
detectar la interaccion del ADN con otros ligandbemos considerado de interés
realizar un estudio previo del modo de interacaiénesta sonda con el ADN. Este
estudio se presenta en el apartado 1.3.1 de estenme Por otro lado, como se ha
expuesto anteriormente, la interaccion de pequigasdos con biomoléculas como el
ADN, depende del medio en el que se encuentre danddécula y el ligando.
Consecuentemente, resulta también de interés aealiz estudio de los efectos del
medio en la termodinamica y cinética de la intedacdel 1-PyCHO con el ADN. Asi,
en el apartado 1.3.2, se presenta el estudio téndnocto, en el que se determinan las
constantes de equilibrio correspondientes a lardaotédn de la sonda con ADN en
diferentes medios: en presencia de diferentes atmacsones de sales (NaGl@aClQ,

y Co(NHy)s®") vy distintos tipos de codisolventes (etanol, ispanol, terc-butanol y
urea). En el dltimo apartado de este primer capitsé presenta un estudio de los

efectos del medio en la cinética de la interac&bBiN/1-PyCHO.
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1.2. Materiales y Métodos
1.2.1. Materiales
1.2.1.1 Sondas

La estructura quimica de las sondas empleadastercapitulo de la tesis aparece en

NS
= o

1-PyCHO

la siguiente figura:

SYBER-Green

1-Pirenocarboxiladehido (1-PyCHO) y SYBER-Green Y 8&ron obtenidos de Sigma-
Aldrich. Las disoluciones madres de 1-PyCHO fueppaparadas disolviendo una
cantidad pesada del solido en alcohol puro y manmednla en la oscuridad. Las
disoluciones empleadas en las experiencias queeseriloen a continuacion fueron
preparadas por dilucién con agua destilada de anductividad menor que f®Bm?,

hasta alcanzar la concentracion de la mezcla dgahfd y de pireno apropiada.
1.2.1.2 Acidos nucleicos: ADN-CT.

El ADN de higado de ternera, ADN-CT (sal sddicafillmada, altamente
polimerizada) fue obtenido de Pharmacia Biotechisuelto en agua destilada de
conductividad menor de fOSm*. Las disoluciones madre fueron estandarizadas
espectrofotométricamente, usargle 6600 (M'cm™) a 258 nm, en tamp6n cacodilato
(INaCl] = 0.1 M; [cacodilato sodico] = 0.01 M) paoatener la concentracion de ADN
(Cn) en nucleétidos o grupos fosfdfoLa técnica de electroforesis en gel de agarosa
verifico que la longitud del polimero era supersorl0000 pares de bases (véase

Figura 1).
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Figura 1. Electroforesis de CT-DNA en gel de agarosa, freatanarcador (a la
derecha), usando bromuro de etidio. Las referendedsmarcador corresponden a
fragmentos de ADN de 10 Kb.

1.2.1.3 Otros reactivos.

Etanol, 2-propanol, terc-butanol, NaG|@a(ClQy),, y urea, fueron obtenidos de
Sigma- Aldrich. EI complejo de cobalto [Co(M](Cl)3 fue sintetizado y purificado de
acuerdo con los procedimientos publicados en lkogitafia’® El agua empleada para
la preparacion de las disoluciones tuvo una conddati menor que I®(Sm). Todas
las disoluciones en presencia de sal y urea seaeal a una concentracién de etanol

del 8% y 5% (en peso), respectivamente, paraéaeoia solubilidad del 1-PyCHO.

1.2.2 Métodos.

Se han empleado técnicas de espectrofotometfigid)y de fluorescencia. Se han
realizado también medidas de viscosidades, y diiidad de la sonda en mezclas de
agua y alcoholes, y en disoluciones salinas (perarmhinar el coeficiente de actividad
del 1-PyCHO en estos medios). Estos estudios sedmpletado empleando la técnica
de dicroismo circular, que da informacién de camdestructural y la técnica de flujo
detenido (“Stopped flow”), para el seguimiento neiacciéon 1-PyCHO/ADN.
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1.2.2.1 Espectrofotometria de UV-vis.

Las medidas de absorcion fueron realizadas aonespectrofotometro UV-vis
Cary 500, a 298.2 K. Los espectros de absorciba-8CHO en presencia y ausencia
de ADN fueron registrados entre 200 y 600 nm. Lalsraciones espectrofotométricas,
fueron llevadas a cabo afiadiendo volumenes cresielgt ADN a un volumen conocido
de disolucién de colorante de concentracién inig@ial 10°M, colocada previamente en
la cubeta. Las concentraciones de ADN variaronl eango de 0 M a 1.6 xI. Las
disoluciones fueron preparadas en etanol al 18%esa para facilitar la solubilidad de
la sonda hasta concentraciones elevadas de la misnhangitud de onda seleccionada
para las valoraciones fue de 373 nm, para la eudiférencia entre los coeficientes de
extincion molar de los complejos colorante-polimgiadel colorante libreAe = €pp-€p)
es maxima. Los valores de absorcion obtenidos idancerregidos teniendo en cuenta
el efecto de dilucion y analizados para la deteagiom del nimero de sitios de union
del pireno en condiciones de saturacion.

La existencia de posibles procesos de auto-agi@y de la sonda, fue investigada
también en un espectrofotometro Perkin-El&eCo. GmbH (Uberlingen, Alemania)
Lambda 17 UV/vis, en ausencia de ADN. La linealidadla ley de Lambert-Beer fue
verificada para disoluciones de 1-PyCHO de conaeines entre 5 x 1 y
5 x 10°M al 43 % en peso de etanol. Esta linealidad tambii&e verificada en
disoluciones del 8% de etanol en un rango de core@ones desde 5xI0M hasta
concentraciones préoximas al limite de solubilidall BtPyCHO a este porcentaje de
alcohol (véase Tabla 1, pagina 56).

1.2.2.2 Fluorimetria.

Mediante la técnica de fluorescencia se han wddizaloraciones fluorimétricas que
han permitido determinar las constantes de formmadé& complejo ADN/1-PyCHO en
presencia de diferentes concentraciones de salesvalentes, bivalentes y trivalentes,
asi como en mezclas agua/alcohol y agua/urea eediés concentraciones. La técnica
de fluorescencia tiene la ventaja de que permateajar con disoluciones de sonda poco
concentradas{L0’M), lo que permite el empleo de valores muy elesad®la relacién
de concentraciones ADN/1-PyCHO \/Ct). Ademas, el empleo de bajas

concentraciones de sonda permite eliminar los fessigfectos de auto-agregacion de
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ésta, lo que simplifica la interpretacion de losuiados experimentales. Por otra parte
se realizaron medidas de asociacion competitiva SEBR-Green, y se estudio el
efecto de concentraciones elevadas de urea sobfeudeescencia del complejo
ADN/1-PyCHO. Estas medidas se llevaron a cabo tobjetivo de aportar evidencias
adicionales a la intercalacion de la sonda.

Las medidas de fluorescencia fueron llevadasalao cen un espectrofluorimetro

Hitachi f-2500 conectado a un ordenador para &nrgento y lectura de los datos, a la
temperatura de 298.2 K. Las medidas para la detamdin de las constantes de
equilibrio de asociacion en presencia de salesdisolventes fueron realizadas a una
concentracién de 1-PyCHO de 5XM). Las concentraciones de ADN en estos
experimentos variaron en el rango de concentrasidee5 x 18 M hasta 2 x 18 M.
La longitud de onda de excitacion fue 356 nm erogolbs experimentos, y la de
deteccion de la fluorescencia dependio del porgerda alcohol empleado en el
experimento. Previamente, se comprob6é que los teekad experimentales eran
independientes de la longitud de onda de excitaandel rango de 300 nm a 425 nm.

Para el estudio de la asociaciéon competitiviead®nda con ADN, mediante el empleo
del agente intercalante SYBR-Green, la concentnag@éste fue de [SG] = 5 x 1M,
siendo la longitud de onda de excitacion y de d#éle¢ 365 nm y 463 nm,
respectivamente. Por otro lado, el estudio deltefde la urea sobre la estabilidad del
complejo ADN/1-PyCHO, se llevd a cabo a concentraes fijas de
[1-PyCHO] = 5x10' M y de [ADN] = 1x10* M; y a una concentracién de urea que
vario desde O M a 6 M.

1.2.2.3 Dicroismo Circular (CD).

El dicroismo circular esta basado en el hechgu#eciertas moléculas o materiales
interaccionan de forma diferente con la luz ciroukente polarizada hacia la izquierda y
la derechd® Asi, si la molécula objeto de estudio presentiided 6ptica, la sefial de
dicroismo circular registrara la diferencia de abancia de la luz circularmente
polarizada hacia la derecha y hacia la izquierdaléblas bioldgicas como los acidos
nucléicos son Opticamente activas y esta propipeaaite obtener a partir de medidas
de CD una importante informacion estructural y oomfacional de las mismas* De
acuerdo con ello, una de las grandes ventajas tdetésica es su sensibilidad para
detectar los cambios conformacionales que preséadanacromoléculas en disolucion.
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En particular, en el caso del ADN, pueden distirggpulas diferentes conformaciones A,
B o z2® Esta técnica resulta especialmente (til en lasiiyacion de las interacciones
de pequefias moléculas y acidos nucléicos, sobie e@adel caso de moléculas de
ligando que absorben en la region visible. Muchigeandos poseen cromoéforos
aquirales, de manera que cuando estan libres etudi@& no presentan CD. Sin
embargo, cuando se unen a la estructura quirapmesenta la doble hélice de ADN,
adquieren un dicroismo inducitidICD). La interpretacién del signo y la magnitusl d
ICD es complicada, ya que depende del modo de yniénorientacion del momento
dipolar de la transicion del ligando. Sin embarg® encuentran diferencias
significativas entre las sefiales de dicroismo dantlos que se unen al ADN por
intercalacion y por unién a los surcos. Estas difelas permiten distinguir los
diferentes modos de interaccion. Asi, moléculas sgieinen al surco principal del
ADN, presentan espectros de ICD muy intensos, enpacacion con los ligandos
intercalantes, que generan bandas de ICD relatm@mgoco intensas, cuyo valor
méximo toma valores de 10, en unidadeAdeVcm™, probablemente debido a que la
unién al surco requiere una mayor torsion y elrdgmesta en contacto con una regién
mayor de la doble héli¢€® La técnica de dicroismo circular puede usarse i&mpara
obtener informacion general acerca de la orientapifativa de las sondas respecto a
los ejes helicoidales que componen la estructuda Ad@N, asi como para la
determinacion cuantitativa de las constantes deas€on.

Como ya se ha indicado, una medida de dicroisiraular es simplemente la
diferencia en absorbancia entre la luz circularegalarizada hacia la izquierda y la
derechapA:

AA=A, -A, (1)

por tanto, sélo puede registrarse CD en la regspearal donde la muestra absorbe. En
nuestro caso, esta region es la zona de ultra&i(@®0 nm - 320 nm) para el ADN, y la
region donde absorbe el complejo de 1-PyCHO en @lible-ultravioleta
(320 nm - 450 nm) para el ICD. El CD se conviereeépticidad,® (deg) usando la
expresion:

0 =2303AA 180 /4= (2)
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Sin embargo, para confrontar los resultados deetifes muestras que difieren en

concentracion, se trabaja, generalmente, congticéiad molar @] definida como:

[0] = 1000 3)
Ml

En esta expresion M corresponde a la concentrama@ar de la muestra y | representa
el camino optico de la disolucion expresado enRebido a precedentes historicos, la
elipticidad molar se expresa, generalmente, eradeiside deg.chmol™

Los espectros electronicos de CD fueron regiss en un espectropolarimetro
BioLogic Mos-450 Electronic. En los experimentosesepled una célula estandar de
cuarzo de 1cm de espesor. Los espectros se olmnaarel intervalo de 220 nm a 310
nm para la region intrinseca del ADN y de 220 niB58 nm para el registro de las
medidas de ICD. Todos los espectros se realizatoraaoncentracion fija de ADN, en
ausencia y en presencia de concentraciones cresielet 1-PyCHO, en el rango de
2.6 x 10°M a 1.5 x 10 M. Cada espectro presentado en este trabajo esutado del
promedio de 5-10 medidas realizadas a una temparedtnstante de 298.2 K, dejando
siempre que transcurriera un intervalo de tiempaldaenos 5 minutos entre cada par

de medidas consecutivas.

1.2.2.4. Medidas de viscosidad.

Las medidas de viscosidad se llevaron a cabo engmean viscosimetro de tipo
Ostwald, calibrado previamente con agua y etanob,pempleando un bafio con un
termostato acoplado para controlar la temperatQeala valor de viscosidad fue el
resultado del promedio de 5-10 medidas, y todo®Xperimentos se realizaron a una
temperatura de 298.2 K. El tiempo de flujo se midespués de dejar la muestra
colocada en el bafio durante unos 15 min. Las naseiieron preparadas en mezclas
agua/etanol al 8% (en peso), empleando una caacént de fija ADN de 5 x I0M
en pares de bases, y de 1-PyCHO comprendida eangbrde 2.5 x I0M a
1.5 x 10° M. Los resultados se presentan en la pagina 470 ¢gfim,)" frente al grado
de asociacion, r, (r = [ADN/1-PyCHO]{Edonden es la viscosidad de la disolucion de
ADN en presencia de 1-PyCHO,ny es la viscosidad de la disolucion de ADN en

ausencia de la sonda.
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1.2.2.5. Medidas de solubilidad.

Las solubilidades de la sonda, en disoluciorediférentes concentraciones de sal y
alcohol, se midieron de acuerdo con el siguienbegatimiento: se colocé una cantidad
de sélido 1-PyCHO en exceso en un matraz de 10@engiapacidad, en contacto con
una disolucion con la concentracion deseada de dal alcohol, mantenido el sistema
en continua agitacion y a temperatura constanteiamied el uso de un bafio
termostatizado a 298.2 K. Después de un tiempaienfe (de 24 a 48 horas), se
detenia la agitacion para asegurar que todo @leab disuelto quedara depositado en
la parte inferior del matraz. En esas condiciomesxdraia una alicuota de la disolucién
saturada mediante una pipeta previamente termzesdati y esta alicuota se diluia hasta
la cantidad deseada. Posteriormente, las concemteacde 1-PyCHO disueltas fueron
medidas espectrofotométricamente mediante el usande recta de calibracion a
distintas concentraciones de la sonda en el mastieatio (cantidad apropiada de sal o
alcohol).

A partir de las medidas de solubilidad de ladsgrse obtuvieron los coeficientes de
actividad de esta en los distintos medios, tomamfoo referencia en nuestro caso, la
solubilidad en agua. Asi, sip®s la solubilidad en el medio de referencia y S en
presencia de una concentracion determinada decahloode sal, la energia libre del
1-PyCHO relativa al medio de referencia, viene damta

RTiny,, = RTInSSO “)

esto es:
_S 5
Yy _EO ®)

1.2.2.6 Medidas cinéticas.

Las medidas cinéticas fueron realizadas angé¢eatura de 298.2 K, mediante la
técnica de flujo detenido, empleando un aparatdoBio SF 300 y siguiendo el curso
de la reaccion a partir de los cambios de fluomesaalel sistema. Se empled este modo
de deteccion para el estudio de la cinética detkraccion del 1-PyCHO con ADN,
porque la razon sefial-ruido era mas favorable qugue se obtuvo en el caso de

medidas de absorbancia. La sefial adquirida fueadealen un PC y luego analizada
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usando el programa Jandell. La concentracién denda fue de 5x1M en todos los
experimentos. La concentracién de ADN vari6 en aligo de entre 5x10M a
1x10% M. Todos los experimentos cinéticos fueron realisathajo condiciones de
pseudo-primer orden ([DNA]>>10[1-PyCHO]) y fue réde al menos 10 veces. Las
trazas cinéticas obtenidas, en cada caso, fuetonudadas para reducir la razén sefal-

ruido. El error promedio en las constantes de teefup de un 10%.
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1.3. Resultados y Discusion.

1.3.1 Estudio fisicoquimico y estructural del modo de wunion del

1-pirenocarboxialdehido al ADN: Evidencias de intecalacion.

Para dilucidar el modo de interaccion de la sapridPyCHO, con la molécula de
ADN, se llevé a cabo un estudio fisico-quimico yrwestural basado en el uso de
diferentes técnicas: espectroscopia de absorciugrescencia, y medidas de
viscosidad. Estos estudios, junto con la técnstauetural de dicroismo circular (CD),
proporcionan evidencias de la intercalacion deolada entre las bases del ADN. De
hecho, esta Ultima técnica espectroscépica de Ciesdtado crucial, no sélo para
analizar el modo de unién de la sonda, sino tampaia determinar la orientacién
relativa del 1-PyCHO respecto del eje longitudi@lla macromolécula, asi como los

posibles cambios conformacionales en el ADN indegigor la unién del 1-PyCHO.

1.3.1.1. Estudio de los espectros de absorcion yision. Medidas de equilibrio y
asociacion competitiva del 1-PyCHO con la sonda SYB Green | (SG).

Determinacién del tamario del sitio de reaccion.

Uno de las métodos mas empleados para la detedeidan formacion de complejos
ADN-ligando es el seguimiento de la absorbancialefisible del complejo a diferentes
relaciones de concentracion ADN/ligando, represigtgor el cociente \ICr, donde
Ch es la concentracion de ADN en nucledtidosryrépresenta la concentracion total de
sonda (1-PyCHO). El estudio de los cambios enpEaro electronico puede emplearse
para dilucidar el modo de union al ADN. En estetidencomo se indico en el prefacio,
estudios computacionales con bromuro de éfidip analogos estructurales, han
sugerido que la intercalacion de los complejos festdrecida por la interaccion de los
orbitales frontera: el orbital molecular mas bajesatupado (LUMO) del agente
intercalante y el mas alto ocupado de las basepuldima adyacentes del ADN
(HOMO)s?* La interaccién entre estos orbitales da lugar apldeamientos
batocromicos en el maximo de longitud de onda sigéetro de absorcion del complejo
formado por la molécula de ADN vy el intercaladostds interacciones son mayores en
el caso de ligandos intercaladores con carga pasitomo el bromuro de etidio. Por
eso, en el caso que nos ocupa, dado que el 1-PyEsilna molécula no cargada, se

registran pequefios desplazamientos batocromicos! esspectro de absorcion del
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complejo 1-PyCHO/ADN (véase Figura 2). El efectpdaromico (disminucion de la

banda de absorcién) observado para el 1-PyCHO esemcia de ADN, surge como
consecuencia de una reduccién de la polaridad xperienenta la sonda en su entorno
al unirse al ADN. Esta reduccion seria consisteote una intercalacion de la sonda

entre las bases del ADN.

Abs

OO T T T T T T
300 320 340 360 380 400 420 440

A (nm)

Figura 2. Espectro de absorcién del 1-pirenocarboxialdebidpresencia de diferentes
concentraciones de ADN y etanol al 18% en peso. tlavas corresponden a
concentraciones de ADN 0, 1.6, 3.2, 4.8, 7.8, 119,22.2, 35.4, 47.4, 58.4, 78.0,
102.0, 122.0, 139, 158V.. La concentracion de 1-PyCHO fag10° M.

El tamafio del sitio de reaccidon, n, puede deterse empleando el modelo de

Scatchard descrito por la ecuacion:

[[;]szcB_Kscr Q)
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donde r = [1-PyCHO/ADN]/§; Ksc es la constante de asociacion del proceso y [D] es
la concentracion de ligando libre. La ordenadalerigen, KsdB, de la representacion
del cociente r/[D] frente a r, representa la camstade equilibrio del proceso de
asociacion aislado, es decir, la constante deibqaildel proceso de intercalacion que
tendria la primera molécula de 1-PyCHO que sedataren el ADN. EIl cociente entre
la ordenada en el origen de la recta y la pendidetda misma, proporciona el
parametro B, que esta relacionado con el tamafigitielde reaccion, y representa el
namero de parejas de bases que se unen con uneutaalé 1-PyCHO en condiciones
de saturacion. El modelo de Scatchard prevé laamwiop ordenada de los sitios del
polimero, sin que ocurran procesos de reorganizatgdas moléculas de ligando. Para
esta situacion “ideal”, los gréaficos de Scatchandasm lineales y el tamafio del lugar de
reaccion vendria dado por 1/B. Sin embargo, ettason es poco frecuente, debido a
que, generalmente, la ocupacion de un sitio dein@wb por parte de un ligando
inactiva las cavidades vecinas en los procesoscai&tivos. McGhee y von Hippel
demostraron que estas desviaciones de la lineatiddd representacion de Scatchard
indicaban un cambio del tamafio del lugar de reacaifie pasa de 1/B a®rLas
desviaciones se deben a una tendencia al llenabiss d&tios mayor que la supuesta en
la teoria de Scatchard. En la teoria de McGheenyHippef el tamafio del lugar de
reaccion se define como n, y resulta mas pequeBoetjtamafno del sitio 1 /B de
Scatchard. A partir del tamafio del sitio de reatajde proporciona el analisis de

Scatchard, 1/B, podria obtenerse el valor de acderdo con la relacion:

n= 1/BZ+1 (2)

Las pequefas concentraciones de 1-PyCHO, empleadas medidas de fluorescencia
no permitieron una determinacion exacta del tand#icitio de unién, n, debido a la
gran incertidumbre de la intercepcién con el ejenxel ajuste de ScatchafdPara
obtener un valor correcto del tamafio del sitio niémediante este procedimiento, las
valoraciones espectrofotométricas deberian haeeates valores de r, como ocurre en
el caso del bromuro de etidio y otros intercalgntesdicion que no se cumple en el
caso del 1-PyCHO. Esto es debido a los pequefamegalde las constantes de
asociacion KB, y la baja solubilidad del 1-PyCHO en agua. Ncstabte, otras
metodologias permiten determinar el valor de n,fatena direct' Una de ellas
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consiste en realizar una valoracion a fuerza iomicgy baja, de forma que en estas
condiciones se puede alcanzar facilmente la compaturacion de los lugares de
reaccion, estando el equilibrio desplazado haciariaacion del complejo. Midiendo
absorbancia, es posible trabajar a concentracideesonda mayores que mediante la
técnica de fluorescencia. En efecto, representdyius/Cr en funcidén del cociente
CH/Cr (siendo G la concentracion total de 1-PyCHO y I@ concentracion de ADN en
pares de bases), se obtienen dos tramos rectiloazasteristicos de las asociaciones
completa¥; la interseccién de estas dos lineas proporcibraaiente G/Cr igual al
tamano del lugar de reaccion, n. El cociengéCEresultd ser igual a ~2 pares de bases
(véase la Figura 3). Esto quiere decir que el fentel lugar de reaccion, es decir, el
namero de sitios que una molécula de 1-PyCHO oenpzondiciones de saturacion, es
aproximadamente 2. Cabe destacar que valores de2n(pares de bases) se dan

frecuentemente en fendmenos intercalatios.

-500 1

-1000 A °

-1500 A

-2000 - o

AAIC, (M™)

-2500

-3000 -+

Figura 3. Determinacion del tamafio del sitio de reaccion, para el sistema
ADN/1-PyCHO por valoracion espectrofotométrica emdiciones de alta saturacion.
(T=298.2K, I=1cm¥y =373 nm). La interseccion de las dos lineas ppaa el

valor de n.

Por otro lado, trabajando en modo fluorescendiaise de bajas concentraciones de
sonda, permite que las contribuciones a la autegagion de la misma sean

despreciables. Bajo estas condiciones, se obser/@antidades crecientes de ADN a
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una concentracion fija de 1-PyCHO producen un éuédeicrecimiento de la emision de

fluorescencia (véase Figura 4).
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Figura 4. Espectro de emision del 1-PyCHO, en presencia deredies
concentraciones de ADNL&= 356nm;ier= 468nm). Las curvas corresponden a
concentraciones de ADN 0, 50, 70, 80, 168, 246, 3000uM, respectivamente. Las
concentracién de sonda fue 5XM al 5% de etanol (en peso). El recuadro muestra la

variacion relativa de intensidad de fluorescenomla concentracion de ADN.

Estudio de la asociacion competitiva con SYBR Gredn(SG).

Para corroborar el modo de interaccion del piremo € ADN, se llevd a cabo un
estudio de asociacion competitiva de la sonda @H&) con el intercalador SYBR-
Green (SG). El SG es una sonda fluorescente gindredujo en la década de los 90, y
que se ha utilizado con éxito en una gran varielfathvestigaciones con aplicaciones
analiticas y diagnésticd$.Entre estas aplicaciones destaca su uso en técdia
deteccién de &cidos nucléicos en gélgsen disoluciérn® Algunas de las propiedades
mas destacadas del SG son su alta estabilidadcgéynta alta selectividad por el ADN
de doble hebra. Las propiedades fluorescentessimtia (libre y asociada al ADN) son
similares a las que presenta el bromuro de etd#o es, el SG emite fuertemente

cuando se encuentra intercalado entre las basédd&ly su emision es practicamente
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nula en ausencia de la macromoléctla.obstante, a diferencia de lo que ocurre en el
caso del bromuro de etidio, el modo de unién del @@&de ser intercalativo o de
asociacion externa a la doble hélice. La existetieian tipo de unién u otro depende de
la relacion [SG]/[ADN]. De tal forma que, el SG seercala a bajos valores de este
cociente, y por el contrario se une externamergedable hélice a valores del cociente
[SG]/[ADN], proximos a ~ 0.2! El estudio de asociacién competitiva del 1-PyCHO y
el SG por el ADN se llevo a cabo mediante dosddigines, para la determinacion de
las constantes de asociacion 1-PyCHO/ADN, por daité@ de fluorescencia. Una de
ellas se realizé en ausencia de SG, y la otra giresencia ([SG] = 5x1M). Los
datos de intensidad de fluorescencia experimentatepresencia y en ausencia de SG,
fueron analizados de acuerdo con el método de Ibtéael-Benes?, en el intervalo de
concentraciones donde esta representacion fuel.lidezontinuacion se describe,
brevemente, este método de ajuste para el casaataciones espectrofluorimétricas:

La asociacion entre un polimero N y un ligandgé&ra formar un complejo genérico
ND, puede describirse:

D+ N ?D%K]E ND (Esquema. l)

La constante de asociacion, K, para el procesaidefen el esquema | viene dada por:

« = IND] ®)
INJ[D]

donde en el caso de la interaccion del 1-PyCHO ebrADN, [ND] seria la
concentracion de complejo ADN/1-PyCHO formado; [Nj,concentracion de ADN
libre en grupos fosfato; [D], la concentracion dByICHO libre; y K, la constante de
Hildebrand-Benesi. Para cada reactivo (1-PyCHO yNAuede considerarse un
balance de masa. Designando compyCCr, las concentraciones analiticas totales de
ADN y 1-PyCHO:

Cy =[N] +[ND] (4)

C, =[D] +[ND] -
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A una longitud de onda donde solo emite el lifgaen su forma libre y complejada, la
fluorescencia total emitida es directamente prdpoet a la concentracion de la
muestra, segun una expresion formalmente similda &y de Lambert-Beer en

espectrofotometria de absorbancia:

AF = p2.3lg[D] + onp2.3blg[ND] (6)

La cantidad de fluorescencia total es directampndporcional a la concentracion de
pireno libre y enlazado al ADN en la muestra, pambién ad, a | (longitud de la
cubeta expresada en cm) y al pardmetr(rendimiento cuantico). La fluorescencia
medida es, por otra parte, la que se recoge eretettdr, y es dependiente de la
geometria del fluorimetro. De esta forma, pararesldijos ded, de |, y empleando un
mismo dispositivo experimental (con geometria fijig cantidad de fluorescencia

medida de una disolucion a una determinada longiéuonda\ viene dada por:

AFQA) = K'¢p[D] + K’ onp[ND] 7)

con k' = 2.35xexd(A)10K’. f(A) representa la fluorescencia emitida a la longiteedbnda
de emision. K’ es un factor geométrico que incluyeel pardmetro d que representa la
cantidad de fluorescencia recogida por el dete@er.acuerdo con ello, cuando las
ecuaciones 3, 4 y 5, se combinan con la ecuacidése7obtiene la ecuacion de
Hildebrand-Benest para el ajuste de los datos experimentales de sidih de

fluorescencia del 1-PyCHO:

CCr. AF _ 1 1
AF (A AGK T Ag (Cy+Cr) (8)

En esta ecuacioF es la diferencia entre la intensidad de fluonesieede la sonda en
ausencia y en presencia de ADN, a una longitudnda de emision fija (la del maximo
en el espectro de emision de fluorescencia entdatkcion); Ae, es una magnitud que

tiene un significado equivalente a la diferenciteefos coeficientes de extincion molar
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de la sonda libre y enlazade( en absorbancia) y K es la constante de equilg@gin
el método de Hildebrand-Benesi.

Utilizando esta ecuacion y mediante iteraciosiesesivas, se pueden encontrar los
valores deA¢ y K de Hildebrand-Benesi. El procedimiento parajebkte de los datos
experimentales es el siguiente: inicialmente selggua cero el segundo término
cuadratico del miembro izquierdo de la ecuacion € construye la grafica (Ci/AF)
frente a (G+Cr), que proporciona un valor aproximado &e. Este ultimo, una vez
sustituido en la ecuaciéon 8 (en la que se inclin@ael segundo término cuadrético),
permite recalcular el miembro izquierdo de estaaeidm (GCi/AF+AF/A?),
obteniéndose de esta forma, nuevos valores de K $¢d Sucesivas iteraciones
permiten alcanzar la convergencia. En el presested®, fueron suficientes 3
iteraciones sucesivas para alcanzarla. De acuemidacaproximacion de Hildebrand-
Benesi, se obtuvo una constante de asociacion-BgICHO al ADN, en ausencia de
SG de 1.14x10M™ al 18% en etanol. Para la determinacion de la taote de
equilibrio ADN/1-PyCHO en presencia de SG, se efan experimentos preliminares
para comprobar que esta sonda no emitia fluorescencel rango espectral de emisién
del complejo 1-PyCHO/ADN. En presencia de una coimaeion del ligando
[SG] = 5x10° M, la constante de equilibrio ADN/1-PyCHO (en tasmas condiciones
experimentales) fue 7.8 x A®01™, un valor bastante menor que el obtenido en ausencia
de SG (1.14 x 1™). Este resultado indica que el SG desplaza deaf@ieatoria al
1-PyCHO, ocupando los sitios vacantes del ADN. igufa 5, muestra el ajuste de los
datos experimentales a la ecuacion 8, correspdiedieal experimento de asociacion
competitiva en presencia y en ausencia de SG. farfigara puede observarse que los
puntos a cada concentracion de ADN siempre cornelgyo a valores mas altos de

intensidad cuando el SG esta presente (véase receradrigura 5).
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Figura 5. Estudio de la asociacion competitiva con SYBRe@reel 1-PyCHO con
ADN al 18% de etanol (en peso). [ADN] = (1 x“ 1M - 1 x 10°M), hexc= 356nm,
Aem= 463nm. §) [PyCHO] = 1 x 10 M, [SB] = 5 x 10° M; (*) [PYyCHO] = 1 x10M,
[SB] = 0 (M).

1.3.1.2. Efecto de la Urea en la asociacion del $&HO al ADN.

La urea y sus derivados han recibido una atencidisiderable en el campo de la
biologia, debido a que pueden ser empleados comatesy desnaturalizantes de
protefnas, polipéptidos y otros bio-polimeros cah®DN.>° A altas concentraciones,
la urea es capaz de desestabilizar la doble héliceADN, lo cual produce una
disminucion de la temperatura de disociacion de hebras (temperatura de
“melting”).%° En relacién con este fendmeno, se ha sugeriddagagicion de la urea a
una disolucion que contiene un complejo intercalado el ADN, produce un
debilitamiento de la asociacion entre el agenterdaiante y el ADNEsta interaccion
de la urea con el ADN es capaz de promover el pasta sonda intercalada a la
disolucién, y por tanto, una modificacion del compmiento fluorescente del
sistemd&® La adicién gradual de urea a una disolucién quetieee el complejo
ADN/1-PyCHO, hace que el espectro de fluoresceteita sonda se comporte de una
forma cualitativamente opuesta, a la que se obsaraado en ausencia de urea, se

afaden cantidades crecientes de ADN a la disolw®da sonda. Este comportamiento
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cualitativo puede observarse en la Figur&rb ausencia de urea, la adicion gradual de
ADN a la disolucion produce una disminucion de maemsidad de fluorescencia
acompafada por un pequefio desplazamiento de léuldnge onda hacia el azul
(~3nm) (véase Figura 4Lontrariamente, el efecto de aumentar la conceadirate
urea a una disolucién con 1-PyCHO y ADN, es un aumée la fluorescencia junto
con un desplazamiento hacia el rojo del maximo ahgitud de onda (~3nm). Este
resultado es indicativo de la salida del 1-PyCH®&ddeel sitio que ocupa en el ADN a
la disolucién acuosa. Naturalmente, el grado deréatacién de la sonda depende, de
alguna forma, de la concentracibn de urea necesmia que la intensidad de
fluorescencia del complejo ADN/1-PyCHO alcancedarespondiente a la sonda libre.
Como puede verse en la Figura 6, en el caso deglCHB, esto ocurre a una
concentracién de urea 6 M, aproximadamente. Esriape destacar que esta misma
concentracibn de urea se requiere en el caso des dmtercaladores, como la
safranina-O (SOY

6000 -

5000 -

S L

4000 -

o 1 2 3 & 5 5 7

[Ureal/M

3000 -

Intensidad

2000 -

1000 +

420 440 460 480 500 520 540 560 580
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Figura 6. Intensidad de fluorescencia del complejo ADN/TRAP, en funcién de la
concentracion de urea, en etanol al 5% (en pes)=(356NM\em= 467nm. [ADN] =
100 uM; [1-PyCHQO] = 0.5uM). El recuadro muestra la variacion relativa demsidad
de fluorescencia del sistema respecto a la flueresa del complejo, en ausencia de

urea.
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1.3.1.3. Estudio hidrodinamico.

La intercalacion de diferentes ligandos y sonddeedns pares de bases del ADN
produce un incremento significativo en la viscodida la disolucién de ADN, debido a
la separacion entre las bases que se producesgio €onde tiene lugar el fendmeno de
intercalacion, todo ello junto con un incremento edncontorno longitudinal de la
molécula de ADN. Para que el fenomeno de intec@aiapueda ocurrir, las bases del
ADN deben separase verticalmente (“unstack”) y.egamente, la cara 5’ del azlcar,
donde se produce la intercalacion, cambia desdeotdiguracion C2-endo a la
C3’endd’? Con el objeto de aportar otra prueba de apoyoirtésaccion de la sonda
1-PyCHO al ADN, se midio la viscosidad de difersndiésoluciones que contenian una
concentracion fija de ADN y concentraciones creeierde 1-PyCHO. Los resultados
correspondientes a [ADN] = 5x20/ aparecen en la Figura 7. Los resultados muestran
el incremento en la longitud de contorno del ADNdicando que el modo de
interaccion del 1-PyCHO es de tipo intercalativo.

La relacién entre el cambio en la longitud datemo del ADN (desdeda L) y el
cambio en la viscosidad intrinseca para el ADNelibe, y formando complejo con el

pireno,n, viene dada p6t

L {1@} e ©)
L n, f(p)

0

donde r, es la razon entre la concentracion ADNfagnla concentracion total de ADN,
expresada en pares de bases, §{dfp) son funciones del radio axial, p, del ADNré

y formando complejo, respectivamente. Dado quesestdimas funciones son
practicamente independientes de “p” a altos radiaales, frecuentemente se supone
que estas se cancelan unas con 6ff¥sEsto implica que una representaciéon de

3 ys. r proporcionaria una recta de pendiente unjdad un intercalador ideal.

[M/Mo]
Sin embargo, intercaladores clasicos como la proflay el bromuro de etidio, dan
pendientes de 0.80 y 0.73 respectivam&hien el caso del 1-PyCHO, se obtuvo una

pendiente de 0.79.
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Figura 7. (n/n,) "vs. r (razén de mezcla), representa la viscosidad de la mezcla

ADN/1-PyCHO a cada valor de 1, representa la viscosidad del ADN en ausencia de

la sonda (referencia). [DNA] = §M (p.b); [1-PyCHO] = (2.5x18M - 1.5 x10°M).

1.3.1.4. Estudio de los espectros de Dicroismo Qitar Intrinseco e Inducido del
sistema ADN/1-PyCHO.

La interaccion y el modo de unién del 1-PyCHO alM[puede seguirse también del
estudio de los espectros de dicroismo circulafmisgco e inducido (ICD) del sistema.
Esta técnica es una de las mas sensibles a losasaodnformacionales de los acidos
nucléicos en disolucion. La estructura secundaeb ADN se ve alterada por la
intercalacion de pequefias molécffaGeneralmente, la perturbacion en las bandas de
CD, que reflejan el apilamiento de las bases ylif#gi@dad del ADN, es menor o
inexistente cuando la unién es a los surcos del ADMN través de interacciones
electrostaticas. Sin embargo, los intercaladoreseatan la intensidad de ambas bandas
como ocurre en el caso del intercalador clasicodemetilend’’

La conformacion del esqueleto estructural dBINAmuestra un espectro de CD
caracteristico de la forma B del ADN en el ultrdeia (220 - 320 nm). El espectro de
CD intrinseco, en la region de 230 a 300 nm, esilsiena los cambios estructurales de
la macromolécula. Las perturbaciones estructudde#DN, como consecuencia de su
interaccion con los ligandos, se reflejan en cambivel espectro de CD intrinseco. En
la Figura 8a, el espectro de CD del ADN presentaico positivo a aproximadamente

278 nm, y otro, negativo a 247 nm. Estos picoscemacteristicos de la conformacion B
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del ADN. Esta es la conformacion habitual (10.4epade bases por vuelta) que
presenta el ADN en disolucion acuosa a concentnasiomoderadas de sal (en
condiciones fisiol6gicas). Estas bandas son cassgma las interacciones de
apilamiento de las bases y la superestructura diddic del polinucleétido que
proporciona un entorno asimétrico para las b#sEs. la misma figura se presenta un
ejemplo de una titulacién realizada mediante medé#adicroismo circular, en mezclas
agua/alcohol. Las intensidades de ambas bandasntarmal hacerlo la relaciéon [1-
PyCHOJ/[ADN]. Sin embargo, no se observaron cambggnificativos en las
posiciones de los maximos de ambas bandas cuaraftadeeron cantidades crecientes
de 1-PyCHO a la disolucion. La interrupcion deitderacciones de apilamiento de las
bases refleja un desplegamiento local del esquikdtcoidal del ADN, siendo ésta la
causa del incremento de la banda a 278*hstos cambios en la banda positiva
cuando la razén [1-PyCHOJ]/[ADN] aumenta, son cdesi®s con un proceso
intercalativo, mostrando la disrupcion de las eterones de apilamiento de las bases
en contacto entre si, y una estabilizacion de fdocmacion B del ADN.

20 A

=
o

[6]10*degcnfmol™

-10 A

T T T T
220 240 260 280 300 320

Figura 8a. Espectros de CD intrinseco del ADN al variar tascentraciones de
1-PyCHO, al 18% de etanol (en peso). Las curvakdg a la (vi) corresponden a
concentraciones de 1-PyCHO 0; 2.6; 8.1; 11.4; 1845 uM. La concentracion de
ADN fue 100uM en cada caso.
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El dicroismo circular inducido (ICD) también rgfleevidencias de la intercalacion de
la sonda. ElI ICD permite conocer la orientacion uaug y la localizacion del
intercalador entre las bases del ABINComo el 1-PyCHO es un croméforo plano y
aquiral, solo las moléculas que se enlacen afactgta asimétrica de la doble hélice de
ADN presentan dicroismo circular (inducidd). A medida que la razoén
[1-PyCHOJ/[ADN] aumenta, aparece un maximo de IC@siivo a 410 nm (véase
Figura 8b). Nordén y colaboradofésncontraron que el dicroismo circular inducido es
positivo cuando el intercalador se orienta paraielste al eje mayor de los pares de
bases = 0°); mientras que una orientacion perpendicyfar= 90°) en la misma
posicion produce un CD inducido negativo (véasei@sag Il). Esto es, para que una
sonda se intercale entre los pares de bases del, ABtd se situara de forma
perpendicular al esqueleto del ADN (DNA axis), mndio quedar ademas su eje mayor
dispuesto paralela o perpendicularmente al eje m@gdos pares de bases del sitio de

reaccion.

Eje del ADN

Eje del ADN

Eje mayoriid
la sonda

Esquema Il. Dos posibles orientaciones angulareslpantercalacion de la sonda entre

los pares de bases del ADN.

Considerando el ICD positivo observado para elnligal-PyCHO (véase Figura 8b),
debe concluirse que éste se sitla perpendiculaena¢mje del ADN con su eje mayor
orientado paralelamente al eje mayor de los pagebades del ADN. Sin embargo,
debido a la pequefia magnitud del ICD observado,ly mexistencia de un punto

isosbéstico en esta region del espectro, la intmiém de la sonda 1-PyCHO con el
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ADN podria ser de caracter heterogénea, esto eslepuestar implicadas multiples

orientaciones en la asociacion de la sonda co&l.A

20 1

=
o
!

(6] 10'4degcm2mol‘1
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Figura 8 b. Espectro de dicroismo circular correspondienteaavaloracion del
1-PyCHO con ADN, al 18% de etanol (en peso). Lasvaside la (i) a la (vi)
corresponden a concentraciones de 1-PyCHO 0; 216;18.4; 13.4; 14.5M. La

concentracion de ADN fue 1@M en cada caso.

En conclusién, el modo de interaccion del 14R¢Ccon el ADN ha sido estudiado
mediante el uso de distintas técnicas espectrasx®)pasi como a través de medidas de
viscosidad. El valor obtenido para el tamafio ddioside reaccion es de,
aproximadamente, 2 pares de bases, lo cual estdugedo con la intercalacion de la
sonda. El fuerte hipocromismo registrado, tantdosnespectros de emisiébn como de
absorcion del 1-PyCHO en presencia de ADN, juntolos resultados del estudio de la
asociacion competitiva con el SYBR Green | (SG)dici@s de viscosidad, y el efecto
de la urea sobre el complejo ADN/1-PyCHO indicae ¢pumolécula de 1-PyCHO se
intercala en el ADN. Los espectros de dicroismoutar inducido (ICD) del sistema
muestran que el 1-PyCHO se intercala mayoritaridne&on el eje mayor de la
molécula paralelamente al eje principal de las $dsé ADN, si bien, esta disposicion
es de caracter heterogéneo. Por otro lado, el idmm circular intrinseco del
polielectrolito muestra una estabilizacion de lafoamacién B del ADN durante el
proceso intercalativo.
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1.3.2. Efectos del medio en la termodinamica de graccién del 1-PyCHO con

ADN: Cuantificacion de las interacciones del ADN ao sales y codisolventes.

El 1-Pirenocarboxialdehido (1-PyCHO) es una sondutra, cuyas caracteristicas
resultan apropiadas para determinar los cambiogotieidad de su entorno. Esto es
consecuencia de la existencia de dos estados dogitdel 1-PyCHO que estan
proximos en energia, un estado luminiscente y btbsruro”, cuyas poblaciones
relativas dependen de la polaridad del médiBomo consecuencia de la intercalacion
de la sonda entre las bases del ADN, el pirensystivados, muestran una emision de
fluorescencia menor cuando se enlazan al AbMste hecho nos ha permitido
cuantificar la energia libre de asociacion del GR@ al ADN. Las constantes de
asociacion 1-PyCHO/ADN se determinaron por val@madluorimétrica, siguiendo los
cambios en la intensidad de fluorescencia de ldascsl aumentar la concentracion de
ADN. La Figura 9 muestra la variacion de la intdasi de emision del 1-PyCHO, en
funcién de la concentracion de ADN, para disolue®mue contienen un 16% de
etanol. Comportamientos similares se observaropresencia de sales y de los otros

codisolventes estudiados.
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Figura 9. Intensidad de emision del 1-PyCHO, |, frente &dacentraciéon de ADN,

[ADN], en presencia de un 16% de etanol.
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1.3.2.1 Alcoholes

El equilibrio entre la molécula de 1-PyCHO YAEIN en presencia de alcohol puede

representarse mediante el esquema I:

K
ADN + Py (ADN/Py) (Esquemall)

Los datos de intensidad de fluorescencia obdsnal distintas concentraciones de
alcohol, fueron analizados en primer lugar segimébdo de Hildebrand-Ben&sen
el intervalo de concentraciones donde la repres@mtaesulto ser lineal, siguiendo el
procedimiento descrito en la pagina 42. Un ejemgdkll ajuste de los datos

experimentales al método de Hildebrand-Benesus&rd en la Figura 10.

Intensidad

-le-13 A

-le-13 A

-le-13 A

C,C,/AF+AF/AY?

-2e-13 A

-2e-13 A

-2e-13 T T T T
0.0000 0.0005 0.0010 0.0015 0.0020

(C*+C )M

Figura 10. Andlisis de la valoracion fluorimétrica para kpeiacion ADN/1-PyCHO al
8 % de etanol, segin el método de Hildebrand-Beast 5.10° M, T = 298.2 K,
Aexc = 356 nmiem = 468 nm. El recuadro muestra la intensidadut®dscencia en
funcién de la concentracion de ADN.

La Figura 10, muestra la existencia de desviacianakos valores del cocientg/Cy
(Cs/Cn = [ADN/PY]J/[ADN]), esto es a las concentraciones 4®N mas bajas
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empleadas en los experimentos. Estas desviacienleslidealidad pueden deberse a un
proceso desuperposicidon de sitiogn condiciones proximas a la saturacion del
polimero. La tendencia del ligando a intercalansegeelos pares de bases del ADN,
modifica la estructura secundaria del ADN, del tug reaccion del polimero,
incapacitando los lugares adyacentes para reaiewvas moléculas de 1-PyCHO, y por
tanto haciendo con ello més dificil la entrada devas moléculas de la sonda. Por esta
razon los datos de intensidad de fluorescenciajs&taeon, en todo el rango de
concentraciones, teniendo en cuenta la dependdadia constante termodinamica, K,
con el cociente [ADN/Py]/[ADN].K depende, para una concentracion fija de pirdao,

la concentracién de ADN. Para describir esta deprcid se ensayo:

o oy K[ADN] (@)
~ 1+K[ADN]
K=Kk © ® O
1+¢€'
t=[APNI —h (©)

J

El significado de estas ecuaciones es el siguient@resencia de ADN, el 1-PyCHO se

enlaza parcialmente a este:

K
_ N\
Py + ADN Py/ADN (Esquema )
l )
b AbN

El 1-PyCHO libre emite a una intensidag] nientras que el 1-PyCHO enlazado lo hace
con una intensidadadn, de tal forma que la intensidad de emision obskrves el
promedio dado por la ecuacion 1a. Por otro ladeciacion 1b muestra la dependencia
de la constante de asociacién K, con el grado teasadn, donde K presenta un
comportamiento sigmoidal con la concentracion deNABste comportamiento se ha

observado en otros casos en los que pequefiosdig@edunen al ADNP. Finalmente,
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en la ecuacion 1c, h es el valor de [ADN] paraual K = (1/2)Knax Y j €S un parametro
ajustable. En la ecuacién 1lb,k representa el valor limite maximo de K. Este vder
Kmax €S el que emplearemos para la cuantificacion sledastantes de equilibrio de la
interaccion ADN/1-PyCHO en presencia de alcohol.

A altas concentraciones de alcohol, los datosintensidad de fluorescencia se
ajustaron directamente a la ecuacion la. Una ¢esani detallada de cémo se
realizaron los ajustes de intensidad de fluoresaemie la sonda al variar la
concentracion de ADN se recoge en el Apéndice b lalores de los parametros
obtenidos de los diferentes ajustes a la ec. Ensaentran en el Apéndice Il. En la

Figura 11, a modo de ejemplo, se ilustra uno desegtstes.
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Figura 11. Ajuste de la intensidad de fluorescencia del 1H@Cfrente a la
concentracion de ADN, al modelo de sigmoidea paw eoncentracion de etanol del
16 % (en peso). El recuadro muestra el ajustellofeéa intensidad experimental frente

a la intensidad que predice el modelo.
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Los valores de Ka.x para el proceso de asociacion del 1-PyCHO con @N,Aen
presencia de diferentes concentraciones de almhaparecen recogidos en la Tabla 2.

A partir de ellos puede obtenerse el valoA@g,ax

AG, . =-RTINK,_ 2

Los valores dé\Gax representan la afinidad del 1-PyCHO por el ABdtativa a las
disoluciones donde el 1-PyCHO libre esta presedteviamente, los valores a5«

no pueden ser comparados directamente, debido estp® disoluciones son diferentes.
Sin embargo, las medidas de solubilidad que apareoela Tabla 1 nos permiten
comparar estas energias libres, una vez que esta®gegidas, teniendo en cuenta las
diferencias de energias libres de la sonda en ifmtds disoluciones, debido a la
presencia de diferentes concentraciones de codig®ely. Por tanto, sioSes la
solubilidad en ausencia de alcohol o sal y S esgm@a de una concentracion dada de
codisolvente o sal a la misma temperatura, estayienkbre,AGpy, se relaciona con el

coeficiente de actividad del 1-PyCHO, y este ultroa la solubilidad:

AG,, =RTlny,, = RTInSSO 3)

De esta forma la energia libre de asociacion dernaa al ADN, corregida del efecto de
la diferencia de energia libre de las disoluciosre$as que se encuentra la sonda libre,

vendria dada por:

AGE" = AG, . - RTlnSS? (4)

Es importante destacar que este tipo de correcm@@mparece en estudios previos sobre
reacciones de intercalacion en presencia de ceodisigls 0 sales, por lo que en este
estudio se ha obtenido por primera vez la “verdddenergia libre del proceso de

asociacion de un agente intercalante con el ADN.

55



Tabla 1. Valores de solubilidad del 1-PyCHO correspondiente diferentes

concentraciones de alcoholes y sales.

Xmetano 10 Setano/ M %o 2-propanal 10 So-propanol M
0.0201 0.86 0.0221 2.12
0.0264 1.21 0.0254 2.76
0.0328 1.87 0.0291 3.73
0.0693 9.27 0.0382 7.25
0.1141 66.00 0.0559 35.80
0.1430 167.00 0.0800 254.00
0.2310 1350.00 0.0939 984.00

XmTerc—butanoI 105 S(erc—butanoll M 163 [NaC|O4]/M 105 SNaCIO4/ M

0.0078 1.65 10.0 4.46
0.0126 1.61 28.0 3.83
0.0207 3.69 125.0 3.00
0.0362 19.39 250.0 3.11
0.0506 93.07 500.0 4.39
0.0655 498.50 1000.0 12.20

10'[Ba(ClO,),/M  10° Sgacioad M 10 [CO(NH3)6Cl3)/M  10° Scopmzyscizl/M

0.5 4.00 5.0 2.30
1.0 3.86 6.0 2.27
5.0 3.41 7.5 2.25
10.0 3.10 10.0 22.
50.0 2.34 20.0 12.

100.0 2.04
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Como se menciond en la parte introductoria de eafdtulo, el pireno y sus
derivados constituyen poderosas sondas para estadidluencia de la polaridad, en
especial en medios de caracteristicas hidrofébicamo es de esperar, la solubilidad
del 1-PyCHO también depende del entorno. Por tahtha solubilidad deberia estar
relacionada coi\em que depende del medio en que se encuentra la.shadigura

adjunta confirma esta cuestion.
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Figura 12. Correlacion lineal entre el logaritmo de la sdldbd de los diferentes
codisolventes, log(S), frente a la longitud de ondam). ¢) etanol, {) terc-butanol,

(V) 2-propanol.

Esta Figura muestra que todos los puntos expatates correspondientes a las
diferentes mezclas agua/codisolvente caen en lamanisea. El 1-PyCHO, cuando se
disuelve en mezclas agua/alcohol, exhibe una fueniniscencia cuya intensidad y
méximo en la longitud de onda depende de la paldrigel disolventé® Reichardt y

Dimroth’’, emplearon otra sonda fluorescente sensitiva eadbios en la polaridad del
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log (S)

-2 -3.0

disolvente, la piridinio N-fenolbetaina, que prasemna diferencia considerable entre el
momento dipolar de los estados excitados y fundaaherapresentados por la variacion
del parametro H30)."""® La Figura 13 A muestra un ejemplo de la correfacié
encontrada entre los valores de la solubilidadLeleyCHO en mezclas etanol/agua vy el
parametro E (30). Para los otros alcoholes estudiados, tambh&mos encontrado
correlaciones similares con el pardmetro de padrig-(30) y con otros parametros
tales, como la constante dieléctrica del medio({®ase Figura 13 B)

-3.5 1
4.0 4
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E,30 D

Figura 13. A) log(S) vs. £(30) para mezclas agua/etanol. B) log(S) vs. D peaclas
terc-butanol-agua.

Volviendo a la discusién anterior, y teniendo ererta tanto los valores de la
solubilidad del 1-PyCHO en los distintos mediosmoolos de kq.x (obtenidos del
tratamiento de los datos experimentales al modelsigmoidea, véase ec. 1), los
valores de la energia libre de asociacion, 1-Py@OV, se corrigieron del coeficiente
de actividad del 1-PyCHO. La Tabla 2, recoge lobres de K Y AG™ hae @

diferentes concentraciones de alcohol (etanolopgool y terc-butanol).
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Tabla 2: Valores de las constantes de asociacion panatésaccion ADN/1-PyCHO,
Kmax Y de la energia libre corregidaddG* . €n presencia de diferentes

concentraciones de alcohol.

Xn (etanol) 18 KmadM Aanog(/kJ.moP
0.0202 730 -35.57
0.0264 315 -34.37
0.0329 177 -33.63
0.0693 13 -31.52
0.1150 2 -31.74
0.1430 1 -32.33
0.2310 1 -37.50

Xm (2-propanol) 18 Kyad/M AG fnoarlg(/k\l.moll

0.0220 157 -33.95
0.0254 110 -33.81
0.0291 77 -33.71
0.0382 37 -33.70
0.0566 13 -34.59
0.0800 5 -37.55
0.0939 4 -40.08
X (terc-butanol) 18 Kad/M AG ‘r:ﬁ‘,g(/k\].mol1

0.0078 134 -32.77
0.0126 90 -32.45
0.0207 49 -32.45
0.0362 18 -33.89
0.0506 8 -36.26

0.0655 5 -38.96
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corr
AG™

-30

314

-32 1

33 4

-35 1

36 4

374

-38

Como puede verse en la Tabla 2, los valores AB "o, muestran un

comportamiento similar para los tres alcoholesya@i&@-propanol y terc-butanol. Estos

valores de energia libre corregida se han calculadeando como referencia la

solubilidad del 1-PyCHO en agua. La Figura 14, rraesomo los valores d&G™"

de todos los alcoholes pasan a través de un madarndo la fraccion molar de alcohol

aumenta. El valor de la fraccion molar a la queaseuentra el maximo, se desplaza
hacia valores mas pequefios cuando el nimero deositden carbono del alcohol

aumenta: )(grc—butanof‘x2—propano‘FXetanol

33 -30

34
° -32
; -35 o :

36 4

374

-38 1 367

°
AG™"_/kImol™

AG®"_/kImol™

-39 4
38 4
40 4

41 L . . . 40

X,.,(etanol) X (2-propanol) X (terc-butanol)

corr
m

Figura 14. Energia libre corregida de la interaccion 1-PyCAIQM, A ax frente a

la fraccion molar de alcohol X A) agua/etanol B) agua/2-propanol C) agua/terc-
butanol.

Las mezclas acuosas binarias pueden clasificargeodde tres grupos fundamentales,
de acuerdo con los diferentes valores que presenianfunciones termodinamicas
molares de exceso. Se conoce que las mezclas bamlep pertenecen al grupo
denominando tipicamente como disolventes acuoswgled\G™ (la energia libre de
las mezclas) es positiva y estd dominada por spooente entrépicdT AS™P>|AHT.
Esta clase de mezclas esta caracterizada por &b loecque algunas propiedades pasan
a través de valores extremos (maximos y minimaajdo son representadas frente a la
fraccion molar de alcohol. Este tipo de solutosleseominan estructurantes (aumentan
el orden de las molécula de agua que rodean ab¥olde modo que, la existencia de
los maximos eM\G*".x puede considerarse una consecuencia de los cardbio

hidratacion del ADN causados por las modificacioges el alcohol promueve en la
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estructura del agu4.Esta idea se sustenta en que las fracciones matadgicas del
alcohol a las cuales las propiedades de las meaclesas pasan a través de un maximo
0 un minimo, son cercanas a la secuencia de freesioolares, X% para las que
AG™" .« pasa a través de un maximo, en el presente estDdi acuerdo con ello,
puede considerarse que, esencialmente, la inflaetal alcohol sobre el ADN, que
modifica la capacidad de la macromolécula parasenal pireno, es una interaccion
indirecta, debido no tanto a la interaccién denba$eculas de alcohol con el ADN, sino
mas bien a las modificaciones que los alcoholedymen en la estructura del agua.

1.3.2.2. Urea

Como estudio complementario a la influenciaadedlcoholes en la termodinamica de
asociacion del 1-pirenocarboxialdehido al ADN,legd a cabo un estudio en presencia
de diferentes concentraciones de urea, manteniendstante la concentracion de
alcohol (5% de etanol) para facilitar la solubild#ella sonda. Los datos de intensidad
de fluorescencia al variar la concentracion de ADBH, ajustaron al modelo de
sigmoideal.os valores de las constantes termodinamicas dgaagmn del 1-PyCHO

con el ADN, en presencia de urea y etanol al 5%remen en la Tabla 3.

Tabla 3. Valores de las constantes de asociaci@ny Ky de la energia libre corregida,
AG™ sy para la interaccion 1-PyCHO/ADN, en mezclas agea/

[Urea] 16 K madM AG™" ax [kImol*
0.000 730 -33.45
0.001 182 -30.01
0.010 144 -29.43
0.100 140 -29.36
0.350 130 -29.17
0.500 91 -28.29
1.000 55 -27.04
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La variacion en las constantes de equilibriasieciacion del 1-PyCHO con el ADN
en presencia de distintas concentraciones de weauade explicarse de la misma
forma que lo que ocurre en el caso de las mezgaa/@disolvente. La urea es un
soluto desestructurante. Estos solutos de carhatesfilico estan caracterizados por
presentalAH®>[TAS™, al contrario que sucedia con los alcoholes. Es$eluto es
de interés, debido a que posee un elevado potermiad donador y aceptor de puentes
de hidrégeno, desestabilizando la doble hélice BalA’ Debido a la fuerte capacidad
de la urea para formar enlaces de hidrogeno, pcaa@etir con el agua por los sitios
de enlace de hidrogeno en el ADN, deshidratandiokde hebra. A diferencia de los
alcoholes y sales, la solubilidad del 1-PyCHO aréifites concentraciones de urea no
varia, apreciablemente, en el rango de estudiolopgue la energia libre del 1-PyCHO
al ADN en este caso, coincide con la energia ltmaegida. Estas energias libres
presentan un comportamiento similar al que prebantdas mezclas agua/alcohol a
fracciones molares antes del maximo. Esto es, éagém libre corregidaAG*"hay S€
hace menos negativa a medida que aumenta la coaméntde urea y la interaccion
1-PyCHO/ADN esta cada vez menos favorecida. Laaoteon de la urea con la doble
hélice, produce, por un lado, el desplazamientondiculas de agua de la superficie
del ADN, debido a la formacion de enlaces de hidndg entre la urea y la
macromolécul®; y por otro, esta deshidrataciéon progresiva delNAproduce la
desnaturalizacion y apertura progresiva de la dbBlee, impidiendo, por tanto, la

intercalacion de la sonda.

1.3.2.3. Sales.

Se ha llevado a cabo un estudio sisteméaticta defluencia de sales de diferente
carga (NaCl@ Ba(ClQ). y Co(NH)s") en la termodindmica de asociaci6n del
1-PyCHO con el ADN. Este estudio se ha llevadol® cadiferentes concentraciones
de sal, manteniendo constante la de alcohol (8%tat®l) para facilitar la solubilidad
de la sonda. Los datos de intensidad de fluorescaheariar la concentracion de ADN,
fueron ajustados al modelo de Hildebrand-Benedifé&rencia de los alcoholes, no se
observaron desviaciones de linealidad en las reptasiones de Hildebrand-Benesi,

incluso a concentraciones bajas de ADN, por lo mudue necesario el ajuste de los
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datos experimentales al modelo de sigmoidea. Unmgede la calidad de estos ajustes

aparece en la Figura 15:

-2e-14 A

Intensidad
5 8 8 &8 &8 8 8

-4e-14

[ADNJM

-6e-14 -

C, C,/AF+AF/A)?

-8e-14 A

-le-13 T T T T T
0.0000 0.0002 0.0004 0.0006 0.0008 0.0010

(C*+C )M

Figura 15. Analisis de la valoracion espectrofluorimétricatre ADN y 1-PyCHO
segun el método de Hildebrand-Benesi; € 5.10° (M), [NaClO,] = 0.01 (M);
T = 298.2 K;kexc = 356 nm)lem = 468 nm; 8% de etanol. El recuadro muestra la

intensidad experimental en funcion de la concerinage ADN.

Los valores de las diferentes constantes de limgui para la asociacion
1-PyCHOJ/ADN, asi como los dAG™", en presencia de diferentes concentraciones de

sal, aparecen en la Tabla 4.
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Tabla 4: Valores de las constantes de equilibrioy e la energia libre corregida,

AG®®", para la asociacion del 1-pirenocarboxialdehidoADN en presencia de sales.

16 [NaClO)/M 18 K/M AG®O /kImot?
1.0 30.4 -26.75
10.0 14.8 -25.99
28.0 12.7 -25.18
125.0 7.2 -23.18
250.0 3.9 -21.76
500.0 2.5 -21.45
1000.0 1.0 -21.72
10[Ba(CIO,)2] /M 18 K/M AGO"/kJ.mor*
0.5 14.3 -25.59
1.0 14.1 -25.46
5.0 7.4 -23.5
10.0 5.0 -22.35
50.0 2.8 -20.23
100.0 2.3 -19.39
16 [Co(NHs)sCla)/M 10° K/M AGCO" k3. mot*
5.0 19.8 -25.03
6.0 17.0 @,
7.5 11.8 &3,
10.0 9.7 -PB.
20.0 7.0 28.
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Las variaciones d&G*°" que aparecen en la Tabla 4 son cualitativameifézedtes a
las encontradas en el caso de los alcoholes, ssngtlo de que no existen maximos ni
minimos, sino una variacion mondétona en la enefliiie de asociacion. Estas
variaciones dAG®" pueden explicarse de acuerdo con un modelo destados para
al union del ADN con el 1-PyCHO, en presencia desegundo ligando que se une al
ADN, el cation de la sal. Suponiendo que los casode las sales interaccionan
directamente con el ADN, causando un cambio esiraicen la biomolécula, existiran
dos clases de ADN en disolucién, ADN libre (ADNy ADN enlazado (ADM al
cation de la sal (S). Estos dos tipos de ADN presén diferentes afinidades para
enlazarse a la sonda. Hanlon y colaboradbrestudiaron los cambios en la banda
positiva de CD del CT-ADN inducidos por diferentades, encontrando que el angulo
de giro (*winding angle”) del ADN disminuia de foamlineal al aumentar la
concentracién salina. Estos cambios pueden intarge de acuerdo con un cambio
conformacional progresivo del ADN desde su estado B estado mas préximo a la
conformacién C del ADN, a medida que la concenraale sal aumenfd.En el
sistema formado por el ADN, el 1-PyCHO y la salaestmplicados al menos 3
equilibrios. El primero corresponde a la asocia@éhADN libre con la sal: a medida
que concentraciones crecientes de sal son afaditlaglisolucion que contiene a la
biomolécula y la sonda, el ADN cambia desde undesia(ADN;, no unido a la sal), a
un estado 2 (ADH unido a la sal). Este cambio conformacional d&NAesta

representado segun el siguiente equilibrio (egs6)

KS
ADN, +5 2740~ Ay, )
~goooooo
s _ [ADN,] (6)

AN " [ADN ,][S]

Los otros equilibrios implicados en el sistema egponderian a la asociacion de la
sonda 1-PyCHO, al ADN en las dos conformacionesgmies en el sistema. La
asociacion del 1-PyCHO a la biomolécula en el esfaflibre de sal) viene dada por las

siguientes ecuaciones:
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K
ADN, +Py °7%~ ADN,/Py (7)
_ [ADN/Py] (8)
" [ADN,][Py]

Y el equilibrio correspondiente a la asociacionlalesonda al ADN, en el estado 2

(unido a la sal) vendria dado por:

K
ADN, +Py "2 2~ ADN /Py )
_ [ADN /Py]
p SR (10)
[ADN , ][Py]

En general, para cualquier propiedad de interésidedma, P, el valor medido de esta
propiedad <(P> ), es la suma de las contribuciones de cada €&tado

(P)=XXP (11)

<P> =PX, +PX, +PX, (12)

donde<P> es el valor promedio de la propiedad P;yeXla contribucién a P del estado

i. Teniendo en cuenta los equilibrios descritovigraente en las ecuaciones 5-10, y en
condiciones en las que la concentracion de sudibatoes muy pequefia, se llega a la
siguiente expresion que relaciona la variacionwdgquier propiedad P del sistema con

la concentracién de sal:

K
Pl + Pz K72 KiDN [S]

P K
14 2 Ko 5] -

1
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Una derivacion mas completa de esta ecuacién segeeen el apéndice Il
Considerando las energias libres corregidas deafém del complejo 1-PyCHO/ADN,

AG*" . a diferentes concentraciones de sal, como ptagdieP, de interés se obtiene:

AG™™ +AG™" L s [SI
AGCOI’F - Kl (14)

K
L+ KoonIS]

1

En esta ecuacionAG™" es la energia libre corregida de asociacion ¢@yGQHO al

ADN en el estado 1 (libre de sal), AG™ corresponde a la energia libre corregida
para la union del 1-PyCHO al ADN en el estado 2elecual el ADN esta unido a los
cationes de la sal S. Finalmenke;,,, es la constante de equilibrio correspondiente a |

asociacion de los cationes de la sal al ADN. Patotda aplicacién de este modelo a la
variacion de energia libre corregida 1-PyCHO/ADNh da concentracion salina,
permite determinar las constantes de afinidad sleliferentes sales al ADN Eon).
Notese que esta ecuacion puede simplificarse euiaceén dada para el modelo de dos
estados, en el caso particular de que la afinidghd -@PyCHO por el ADN en el estado
1, representada por la constante de equilibgid€se aproximadamente igual a la de la
sonda por el ADN en estado 2; &K,/K4[1). Las figuras 16, 17 y 18, proporcionan el
ajuste de los datos @& frente a la concentracion de sal, para el NaOBa(CIQy),

y Co(NHy)e™*, respectivamente, ajustados a la ecuacion 14:
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AG®" [kImol™

'28 T T T T T
2e-1 de-1 6e-1 8e-1 le+0

[NaCIO,J/M

Figura 16. Energia libre corregidaAG*"/kJmol*, correspondiente a la interaccion
1-PyCHO/ADN vs. [N3] /M. Los simbolos son los datos experimentales, jnea es

el mejor ajuste a la ecuacion 14.

-18

AG®" [kImol™

T T T T T
0 2e-3 4e-3 6e-3 8e-3 le-2

[Ba(CIO,),JM

Figura 17. Energia libre corregiddyG*"a/kJmol?, correspondiente a la interaccion
del 1-PyCHO/ADN vs. [B&] /M. Los simbolos son los datos experimentalds, linea
es el mejor ajuste a la ecuacion 14.
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-21

AG™"  JkImol™

‘28 T T T T T
0 5e-6 le-5 2e-5 2e-5

[Co(NH,) J* "M

Figura 18. Energia libre corregiddyG**"a/kJmol?, correspondiente a la interaccion
del 1-PyCHO/ADN vs. [CH] /M. Los simbolos son los datos experimentalda, linea

es el mejor ajuste a la ecuacion 14.

De esta forma ha sido posible cuantificar de fomairecta la interaccion de las sales
con el ADN. Los resultados muestran que la endijgia de los cationes al ADN se
hace mas negativa (la interaccion ADN/cation es faagrable), como es de esperar,

cuando la carga del cation aumenta (véase tabl&&)siderando la carga de los
cationes correspondientes a las diferentes safesajuste delln(K3y, ) frente a la

valencia del cation resultd ser lineal (véase RiglP). Esto es, conforme a las

ecuaciones:
ln(KiDN) :ln(KiDN)ne +|n(KiDN)eIec (15)
con
ZFy
In(KS ==s (16)
( ADN )elec RT

donde - RTIN(K 3., ),.€S la componente no electrostatica de la eneigia die union

del cation al ADN; —RTIn(K3,,)...ES SU componente electrostatica; Wy es el

potencial eléctrico promedio que el cation sieni@nclo esta enlazado al ADN.
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Tabla 5. Valores de energia libre de asociacion de lderued al ADN.

Cationes AG/kJmol™
Na -5.5
Ba 17.3
Cob -26.9
14
12 4
10 4
Z s
[92] < (]
€ s
4 -
2 .
0 T T T T T
0.5 1.0 1.5 2.0 2.5 3.0 3.5
Valencia

Figura 19. Representacion deh(K3;,) frente a la valencia de los cationes de las
diferentes sales.
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Como conclusion a este estudio sobre la termodogéde interaccion de la sonda
1-PyCHO con ADN, en presencia de diferentes salesdysolventes, puede indicarse
gue se han encontrado evidencias de que la inténade los alcoholes con el ADN es
de tipo indirecta, y estd basada en los cambiosadams por los mismos sobre la
estructura del agua, modificaciones que provocaa aiteracion en el grado de
hidratacion del ADN. Por otro lado, la influencianddora y aceptora de puentes de
hidrogeno de la urea sobre la estructura del ADINgra la apertura de la doble hélice
a medida que la concentracion de urea aumenta,imligemdo de esta forma la
intercalacion de la sonda sobre el ADN. Respedt iateraccion de las sales con el
ADN, se ha encontrado que estas interaccionan denaalirecta con la biomolécula,
de forma que sus constantes de interaccion hancs@tificadas. La energia libre de
asociacion de los cationes disminuye linealmemnteaeerlo la carga del cation.
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1.3.3. Efectos del medio en la cinética de interaén del 1-Pirenocarboxialdehido

con ADN: determinacién del mecanismo de reaccion.

El estudio de los efectos del disolvente emiaracciéon ADN-ligando es un area de
interés que ha sido explorada principalmente potodmdogias estructurales, de
transporte y desde el punto de vista termodinanfoo.el contrario, los estudios de la
influencia del disolvente en la cinética de interaces ADN-ligando, en particular, en
lo que respecta a las mezclas agua-alcohol, sativeehente escas&%Por todo ello,
como contribucién a este campo y como estudio cemghtario al termodinamico
previo, en este capitulo de la tesis se presentstuidlio cinético de la influencia de las
mezclas agua-alcohol de caracteristicas hidrofébitterentes (etanol, 2-propanol y
terc-butanol) en la velocidad de asociacion dergglador, 1-PyCHO, al ADN.

El estudio cinético del sistema 1-PyCHO/ADN seréalizado mediante la técnica de
flujo detenido (stopped flow) con sistema de detectgor fluorescencia. Se ha
trabajado en condiciones Optimas para la detedtidnmétrica, a concentraciones de
1-PyCHO de 5x10M (es decir con disoluciones de la sonda que tiemeabsorcion
menor de 0.1), procurando ademas que el cociegt@érGuese lo mayor posible para
poder trabajar en condiciones de asociacion aislada sonda y hacer mas simple el
tratamiento de los datos.

Todos los experimentos sobre la cinética denteraccion del 1-PyCHO y el ADN
muestran una cinética de decaimiento de la fluerasa biexponencial, caracterizada
por la presencia de dos tiempos de relajaaion;t,, que difieren alrededor de un orden
de magnitud. La Figura 20 muestra un ejemplo dasestirvas de decaimiento y su

ajuste a una biexponencial.
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Volt
Volt

00 02 04 06 y 00 02 04 06 08
t(s) t(s)
Figura 20. Curvas de relajacién obtenidas por la técnicald@ fdetenido para el
sistema 1-PyCHO/ADN. [1-PyCHO] = 5xIBI, [ADN] = 2x10*M, T = 298.2 K,
2-Propanol 16.7% (en peso). (A) La linea negraasgrta el mejor ajuste a la ecuacion
biexponencial (B). La linea roja representa el memuste a la ecuaciéon

monoexponencial.

El comportamiento cinético del sistema es comfgmtibn un esquema de reaccion en

dos pasos sucesivos:

k1 ko
ADN + P$%%  (ADN/Py) S (ADN/Py), (Esquema )
kg k

En este esquema, (ADN/Ryy (ADN/Py), representan dos complejos diferentes
ADN/1-PyCHO. La dependencia del inverso del tierdpaelajacion corto, 14, de la

concentracion de ADN es lineal, de acuerdo comlaeon 18

1 JADN] +k @)

Ty

Por tanto, k y ki, pueden obtenerse de la representaciéni/de frente a la
concentracion de ADN. Un ejemplo de este tipo daresentacion aparece en la

Figura 21.
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[ADN]/M

Figura 21. Dependencia del inverso del tiempo de relajadiépido, 1t;, de la
concentracion de ADN a T = 298.2 K, 2-Propanol 26.{en peso).

Una vez que se obtuvieron kk; se obtuvieron a partir de la ecuaciéon 1, el vd&or
la constante de equilibrio del primer pase, fie calculado (K= ki/ k-1).

Por otro lado, la dependencia del inverso dghpio de relajacion largo,t3/de la
concentracion de ADN, tiende a un platé a conceiunas elevadas de polimero, de
acuerdo con la ecuaciorf?.

1 _ k,K,[ADN]
o T 1eKpoN T @
1, 1+K,[ADN]

El valor de K se introdujo en la ecuacion 2 como un parametno@do, mientras que
los valores de &y k., fueron evaluados a partir del ajuste de los daxpgrimentales a
la ecuacion 2 (Figura 22).
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1h,(sY)

2 T T T T T
2e-4 4e-4 6e-4 8e-4 le-3

[ADN]/M
Figura 22. Dependencia del inverso del tiempo de relajadémto, 1ft,, de la

concentracion de ADN a T = 298.2 K, 16.7% de 2-Bngb (en peso).

Los valores de las constantes de velocidad dieat@ersa correspondientes al primer
(k1 y k1) y segundo paso {k k) del esquema I, se recogen en la Tabla 6. En esta
Tabla también aparecen los valores de las constaetequilibrio correspondientes al
primer (Ky) y segundo paso @K En el Apéndice IV, se encuentran tabulados los

valores de los tiempos de relajacién para lasndésticoncentraciones de polimero.
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Tabla 6. Pardmetros cinéticos y termodinamicos del procesigraccion del ADN

con 1-PyCHO en diferentes mezclas de alcohol/agjua 298.2 K; X es la fraccién
molar del alcohol).

Xeanoy 10%1 (M7TsY)  ky(sh)  k(sh ko(s) 10K (MY K

0.0202 16.6 106 72 1.47 1.56 49
0.0329 10.4 82 49 1.30 1.26 37
0.0507 6.7 57 28 1.10 119 25
0.0693 4.9 38 15 0.91 129 16
0.0891 3.7 24 8 0.75 154 11
0.1150 2.8 13 4 0.55 2.17 5

X@-propanoy  10%K1 (M8 ka(sh)  k(sh ko(sy) 10°K; (MY Ko

0.0220 13.4 123 102 2.17 1.09 47
0.0291 10.4 99 66 1.82 1.05 36
0.0382 8.2 75 48 1.60 1.10 30
0.0566 5.8 41 15 1.13 1.44 13
0.0717 4.9 24 5 0.84 1.98 5

X(Ter—butanol) 10-4kl (M-ls-l) K1(5-1) kz(S-l) kz(S_l) 103 Kl (M-l) K2

0.0126 17.2 121 96 3.38 1.40 28
0.0207 11.9 106 77 3.30 1.15 23
0.0271 9.5 94 63 3.26 1.02 19
0.0362 7.5 77 45 3.14 0.95 14
0.0526 5.5 48 13 2.99 1.14 4

En cuanto a la constante de equilibrio global () proceso que se muestra en el
Esquema I,

K
ADN + Py?;;iﬁ (ADN/PY) (Esquema II)

en el que (ADN/Py},=(ADN/Py), +(ADN/Py),, dicha constante puede obtenerse a
partir de la ecuacion:

K =K(1+Ky). 3)
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Los valores de K derivados de los datos cinéticesliamte la ecuacién 3, estan de
acuerdo con los valores de estas constantes obsemidpartir de las valoraciones
espectrofluorimétricas, descritas en el apartaderian (véase Tabla 7), lo que apoya el

mecanismo de reaccion propuesto en el Esquema I.

Tabla 7. Constantes de equilibrio global de formacion dehglejo 1-PyCHO/ADN en

mezclas agua/alcohol. (T =298 K; X es la fracci@iande alcohol).

x(etanol) 103K(a) (M_l) 103K(b)(M_l)

0.0202 ¥9 745
0.0329 48 554
0.0507 8Y -
0.0693 22 151
0.0891 4 0 -
0.1150 12 1

X(2—propano|) 103K(a) (M_l) 103K(b) (M_l)

0.0220 b3 6k 5
0.0291 89 3& 5
0.0382 B84 234
0.0566 2@ 2¢ 3
0.0717 43 -

X(Terc-butanol) 10_3K(a) (M_l) 103K(b) (M_l)

0.0126 46 4% 3
0.0207 28 3&4
0.0271 2
0.0362 A2 *1
0.0526 +6.8 &1

(@ A partir de la combinacion de los parametogtticos de la Tabla 6, de
acuerdo con la ecuacion 3.

(b) A partir de datos termodinAmicos obtenidos pamaloraciéon
espectrofluorimétrica, ajustados al modelo de Hitded-Benesi.
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Respecto a la variacion de ¥k, con la concentracion de alcohol, las Figuras 23y
muestran que existe una correlacion entre estastarinas y la actividad del agua,
(a,),%° en las diferentes mezclas agua/alcenopleadas. Los valores del logaritmo de la
constante cinética directa;fk cuando se representan frente al log),(@aen en la

misma linea recta, independientemente del tipdatdal empleado (Figura 23).

log (k)

T T T T
-0.04 -0.03 -0.02 -0.01

log(a,)

Figura 23. Ajuste de log (K vs. log (&) para diferentes mezclas agua/alcohol
(T = 298.2 K), donde jkes la constante cinética directa definida en elBs@ |y @
representa la actividad del agua en la disoludiianol ¢), 2-propanol ¥) y terc-

butanol ¢).

Un comportamiento similar se observa para la cotstde velocidad indirecta, 1k
(Figura 24).
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log (k)

-0.04 -0.03 -0.02 -0.01

log (a,)

Figura 24. Ajuste de log (k) vs. log (&) para diferentes mezclas agua/alcohol
(T = 298.2 K), donde jkes la constante cinética directa definida en elBs@ |y @
representa la actividad del agua en la disoludiianol ¢), 2-propanol ¥), y terc-

butanol ¢).

Estos hechos sugieren que la actividad del ggualgun parametro directamente
relacionado con ella) juega un papel fundamentaleleprimer paso del esquema
cinético y apoyan el hecho de que la hidrataciolasiespecies implicadas en esta etapa
del mecanismo es un factor de relevada importancia.

Los cambios en;ky k1 pueden explicarse tomando como punto de partidaudacion
de Bronsted®

K, = kyyi @
Y (ADN/Py)
k,=k, yi;tl ©))

dondek; es la constante de velocidad en el estado deerefier; Yyona, Ypy, Y(apNPy), Y

Y+ Son, respectivamente, los coeficientes de aeiividel ADN, el 1-PyCHO, el
(ADN/Py), y el estado de transicion. De acuerdo con lascgmues 4 y 5, los cambios
en los coeficientes de actividad de los reactivdslyestado de transicion, se reflejan en

cambios en ky k.
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Como se recordara, los valores yg fueron estimados a partir de las medidas de
solubilidad de la sonda en los diferentes medioshallicos (Véase ec 3, pagina 55). A

partir de los valores dgy, puede corregirse k

(kl)con :‘JSL': kf Tron (6)

Py Y¢

El coeficiente de actividad de la sonda dismindgedador de dos 6rdenes de magnitud
cuando la concentracion de alcohol aumenta. Parpatrte, la Tabla VI muestra que k
decrece cuando la concentracion de alcohol aundeveaes. Esta disminucion se debe,
al menos en parte, a la estabilizacion que sufrel-ByCHO en presencia de
concentraciones cada vez mayores de alcohol eedibnDe hecho, cuando los valores
de k se corrigen de este efecto, mediante el uso deuacion 6, los valores de;

aumentan, al hacerlo también la fraccion molarldehal (Figura 25).

5x108

v
4x108 -
[ ]
—~
T 3x10° |
K2 °
3 °

M 2x106 A
X v

1x10° -

[ ]
[ ]
[ ] [ ]
o & oV
0 T T T T T
0.02 0.04 0.06 0.08 0.10 0.12
)(rn

Figura 25. Representacion gréafica de la constante cinétiexi@ircorregida, (§corm €N

funcion de la fraccion molar de alcohol,,Xpara diferentes mezclas agua/alcohol

(298.2 K). Etanol¥), 2-propanol §) y terc-butanol«).
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Respecto a.k puede verse en la Tabla VI que esta constanteirdiye cuando la
fraccion molar de alcohol aumenta. Esto es, lacths®n de la sonda del ADN esta
impedida por la presencia de cantidades crecielagtescohol.

Respecto a las variaciones de ¥k k,, con la concentracion de alcohol, puede
suponerse de forma razonable, que la transformasboomplejo (ADN/Py) formado
en el primer paso, en el complejo intercalado (APWN/ (y su proceso inverso), estan
acompafiados de perturbaciones estructurales enlécuta de ADN. Como se indicé
en el apartado 1.3.1.3, esta perturbacion es mexgsaia la intercalacion de la sonda en
la doble hélicé**ya que para permitir la intercalacién de la sonuaeelas bases del
ADN, éstas deben separarse verticalmente, y eletstqudel azlcar, en la cara 5’ a la
intercalacién debe cambiar desde la configuracidhe@do hasta la C3-end3.Las
alteraciones estructurales del ADN causadas pantstaccion con la sonda, pueden
verse reflejadas en los cambios en el espectroDl@@insecd’’ Estas perturbaciones
en la estructura secundaria del ADN debido a lar@alacion de la sonda, fueron
identificadas en un capitulo anterior, de formaopj@da, por la técnica de dicroismo
circular (véase p. 48, apartado 1.3.1.4).

McGregor y Clegf® realizaron un estudio de la influencia de la asm6n del
bromuro de etidio con polyd(G-C). Encontraron gas konstantes de velocidad
cinéticas del proceso de asociacion disminuiacreaer la viscosidad del disolvente. El
tratamiento de Kram& para las velocidades de reaccién proporciona wpkcacion

para la comprension de estos procesos. La teoaamheer sostiene que la constante de

velocidad k(en el presente sistemak.,) es proporcional @'lexp(-AGf/RT), donde

AG,-7E es la barrera de energia libre de activacion gs un parametro de friccion.
Extensiones de la teoria de Kramer se han usada @escribir reacciones de
plegamiento/desplegamiento de protefhgeen general para obtener informacién sobre
la dinamica de los cambios conformacionales en omamiéculas’ Una de tales
extensione¥“*'es la inclusién de un pardmetro ajustableue junto con la viscosidad

del disolvente en el seno de la disolucian)( proporciona la dependencia de las

constantes de velocidad para procesos que impéicaambio conformacional de una

proteina en términos de la ecuacion 7:

v
expCAGT/RT
n, +g TPCASRD @

i
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En esta ecuaciom\G” es la variacion de la barrera de energia libraamacion que
separa las dos conformaciones de la proteimay una constante de proporcionalidad.
Aplicando el argumento anterior al intercambio deonformaciones
(DNA/1-PyCHO) S (DNA/1-PyCHO), . podria usarse la ecuacion 7 para interpretar la
dependencia de; iy k, con el contenido de alcohol en el medio.

Aplicando el modelo de interaccion débil de Eisoholes con el ADN, puede
suponerse que el cambio de energia libre del caodnéormacional inducido por el
proceso de intercalacion del 1-PyCHO entre lassodseADN, depende linealmente de

la fraccion molar de alcohol, X%

AG? =(AG?)° +aX,, (®)

En esta ecuacién(AG]ft)O representa la barrera de energia libre en ausealeia

codisolvente, y “a” es un parametro que se eval(zardir de la pendiente de la
representacion del logaritmo de la constante deciddd en presencia de alcohol frente
a la concentracion de codisolventg,. XConsiderando la dependencia de la viscosidad
del sistema con la concentracion de alcohol, taméiéforma linedf: ns = n° + bXm,

e introduciendo la ecuacion 8 en la 7, se obtiarezliacion 9.

= exp— (BG3)’ *ax,)
(Me +bX ) +E& RT 9)

La dependencia de la viscosidad de la composiabdidolvente se ha obtenido a partir
de datos de la bibliograffa encontrandose que las viscosidades varian limeaéal
variar la fraccion molar de alcohol en el rangocdmposicion empleado. En ausencia

de codisolvente, la ecuacién 7 puede escribirseocigue:

k.= Y ex —LGj)O
0T s e ¥PT RT (10)
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En presencia de alcohol, la combinacién de lasa@ooes 9 y 10, generan la ecuacion
11:

0
= ‘:j,o(ﬂsti) exp- 2 (11)
(s +bX,)+& RT

Esta ecuacion relaciona los cambios en los parématinéticos en funcién de la
concentracion de alcohol y permite una estima@arhase a la teoria de Kramer, de la
influencia de la viscosidad local tanto enckmo en k. Los ajustes a la ecuacion 11,
correspondientes a las variaciones glekko y k-o/ k20 en funcidn de la concentracion
de alcohol se muestran en las Figuras 26, 27 y @& mnezclas agua/etanol,

agua/2-propanol y agua/terc-butanol, respectivament

Los valores de& obtenidos fueron 1, 4 y 9 (cP) para el etanolydpanol y terc-
butanol, respectivamente. La viscosidad efectivedpuwobtenerse a cada concentracion

de alcohal* a partir de la expresion:
nefectiva — ns +§ (12)

De esta forma, se obtiene que los cambios en tmsidad efectiva siguen el orden:
terc-butanol>2-propanol>etanol, siendo esta vasiaciprincipalmente debida al
coeficiente £, que es distinto para cada alcohol. De maneraaj@eimentar el caracter
hidrofébico del alcohol (terc-butanol>2-propanobreail), la viscosidad efectiva es
mayor. Este resultado probablemente refleja la napoia del tamafio del alcohol y de
su caracter hidrofobico en la viscosidad, cuyasagames estan relacionadas con los
cambios en las constantes cinéticas del segundodehsnecanismo, segun el modelo

de Kramer.
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Figura 26. Constantes cinéticas relativas del proceso diréetk, (¢) y del proceso
inverso, ko/k-,o (¢) correspondientes al segundo paso del Esquentaddi@én 11) vs.
Xmetanol, (T = 298.2 K). Las constantes cinéticas directesversas fueron representadas
relativas a su valor limite en ausencia de codisu. (k= 160 §"; k= 2.05 §).

0.8

Ko/Ky o KoK 50 (S-l)

0.2 4

0.0

0.03 0.04 0.05 0.06 0.07

X.(2-propanol)

Figura 27. Constantes cinéticas relativas directékdo (¢) y del proceso inverso
k_o/k20 (*) correspondientes al segundo paso del Esquemauad®n 11) vs.
Xme-propanol (T = 298.2 K). Las constantes cinéticas directasneersas fueron

representadas relativas a su valor limite en a@isete codisolvente gl = 330 §";
k.2,0: 3 gl).
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Figura 28. Constantes cinéticas relativas directékio (¢) y del proceso inverso
k_o/k20 (*) correspondientes al segundo paso del Esquemauad®n 11) vs.
Xmitercbutanol (T = 298.2 K). Las constantes cinéticas directasnwersas fueron
representadas relativas a su valor limite en @isete codisolvente gly= 161.9 &;
ko= 3.54 §). Las constantesktomadas para el ajuste fueron las obtenidas dsiea;
previo de los datos experimentales al modelo deedtados. El recuadro muestra este

ajuste.
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Como conclusién a este estudio, cabe destacar el $ropuesto un mecanismo
reversible en dos pasos sucesivos para la asatideld-PyCHO al ADN. De acuerdo
con nuestros resultados, el efecto del disolventdaecinética de la reaccion esta
controlado, por la influencia del alcohol en larestiura del agua. El primer paso de la
reaccion implica la formacion de un complejo extefADN/Py), cuya formacion esta
gobernada por la influencia del alcohol en la dalsié@n del pireno. Esta idea se apoya
en el hecho de que se observa una relacion liné& el logaritmo de las constantes de
velocidad de los procesos directo e inverso dehgripaso, y la actividad del agua en
las diferentes mezclas. El segundo paso se hailatado como la intercalacion de la
sonda entre las bases del ADN, siendo la variad®ras constantes de velocidad,
directas e inversas de este paso, dependientasviedsidad del disolvente.
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2. ESTUDIO TERMODINAMICO Y CINETICO

DE LA INTERACCION
ADN-TENSIOACTIVO.
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2. ESTUDIO TERMODINAMICO Y CINETICO DE LA INTERACCI ON
ADN-TENSIOACTIVO.

2.1. Introduccién y Antecedentes bibliograficos.

En disolucién acuosa, el ADN esta presente en anfoianacion B en la que la doble
hélice se encuentra en un estado enrollado y aar¢@xtended coil”), si no estan
presentes agentes compactantes en el médistos agentes inducen la compactacion
del ADN por diversas causas, tales como la modifice de las interacciones
electrostaticas entre grupos fosfato, cambios eningeracciones ADN-disolvente,
exclusion de contra-iones, y/o debido a una curaatudistorsion en la estructura de la
hélice. In vitro, la compactacion de la molécula ABN, puede llevarse a cabo
mediante la adicidbn de agentes como poliaminasoreg metélicos multivalentes,
polimeros hidrofilicos, polimeros cationicos, lippgs cationicos, tensioactivos
cationicos y neutros, y mas recientemente se hanénaclo que ésta puede inducirse por
adiciébn de nanoparticulas. También pueden inducgs®s cambios variando la
permitividad relativa del medio, por adicién de isot’entes como los alcoholes, y
sales de iones de alta carga. El grado de comp@ttas una propiedad que tiene una
importancia significativa en la terapia génica yi@eficiencia en la transfecci6hEn
efecto, la compactacion del ADN junto con la reddrccde su carga, facilita el
transporte de los &cidos nucléicos a través destabrana celuldr En este capitulo de
la tesis, nos ocuparemos de la interaccion de Uase cen particular de agentes
compactantes, los tensioactivos cationicos de amamiaternario y ADN. Los
tensiactivos aniénicos también pueden usarse pata-tompactaciéon de complejos de
ADN vy tensioactivos cationicos. Otros usos de kssipactivos, en relacién con su
interaccion con el ADN, estan relacionados conr&xipitacion de la macromolécula
para su extraccién y purificacibn.Recientemente, ademéas, se han empleado
tensioactivos cationicos para la separacion de laede ADN de doble y simple hebra
en funcién de su afinidad por la naturaleza deleé&’

En la asociacion de tensioactivos catidbnicosDNAparticipan dos tipos de fuerzas
fundamentales: electrostaticas e hidrofébicas. Coomsecuencia de estas Ultimas, las
isotermas de asociacion tensioactivo/ADN son fueetgte dependientes de la longitud
de la cadena carbonall&8e ha sugerido que las interacciones hidrofébiadas
cadenas carbonadas de los tensioactivos producin@mauto-adsorcion actuando como

iones multivalentes, e induciendo la compactackor otro lado, las interacciones
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electrostaticas, a menudo, ponen en juego una nen@gia que la correspondiente a
las interacciones hidrofébic&s.

En la compactacién del ADN, se considera querwignen también interacciones
atractivas entre las cadenas del ADN. Estas intenaes permiten la formacion de un
centro de nucleacién en la cadena de ADN que @dadargo de la cadena molecular
hasta que las moléculas alcanzan el estado confpacto

En el estudio de la formacion de complejos emdrgsioactivos y ADN, se han
empleado una amplia variedad de técnicas, comledtreforesis capilar, experimentos
de “quenching” de fluorescencia, dispersion de sa¥ode pequefio angulo (SAXS)
para determinar la distribucién de tamafios de lospbejos, dicroismo circular,
microscopia de fluorescencia y microscopia elettedpara determinar los cambios
estructurales del sistema, etc... En la pasada détadeplicacion de la técnica de
microscopia de fluorescencia a los estudios deaict@®n de ADN de gran tamafo
(varios Kbp) con tensioactivos catidénicos revelde gstos ultimos inducen sobre el
ADN transiciones o cambios conformacionales dissredesde su forma extendida
“extended coil” a la forma globular compacta “coripglobule”. A concentraciones
intermedias de tensiactivo coexisten las dos forreaglobular y la extendidaEsta
coexistencia de regiones es un fendbmeno comunsemdééculas de ADN cuando se
afiaden agentes condensantes.

Las moléculas de tensioactivo, debido a suctaramfifilico, tienen la habilidad de
auto-asociarse en disolucion. La presencia de otvoguestos, como el ADN, puede
influenciar notablemente este proceso. Los diagsante fase del sistema
ADN-tensioactivo, describen las regiones de ex@terde diferentes fases y el
equilibrio entre ellas. En estos diagramas puedenedciarse zonas caracteristicas. En
relacion con esto ultimo, para una apropiada tesmegdn del ADN a la célula, mediante
el uso de estos sistemas como vehiculos de traasgénico, es clave que los
complejos ADN-tensioactivo sean estables y se ddtseparacion de fases. Para
concentraciones muy por debajo de la cmc del taosim, en varios Ordenes de
magnitud, y bajas concentraciones de ADN, el sigtAlDN/tensioactivo precipita. Esto
ocurre en torno a la cac (concentracion de agrégamitica). Este hecho se explica
considerando que la union de los tensioactivosN A&s un proceso de formacién de
micelas o hemi-micelas a lo largo de la moléculpalénero™® La cac aumenta con la
adicién de sale¥. Este aumento, se debe a un debilitamiento emiestciones entre
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el ADN vy los tensioactivo, debido a la estabilizacigue se produce en la micela y al
apantallamiento de las interacciones electrosgfit@umentar la concentracion de sal.
El efecto complejo de la sal puede atribuirse ettef de los iones monovalentes tanto
en la auto-asociacion de tensioactivos a la cader®®DN, como en la asociacion de las
cadenas de ADN. Por otro lado, el efecto de laitadgde la cadena carbonada del
tensioactivo, también es de gran importancia eastzciacion de los tensioactivos al
ADN, como ya se menciond. Este importante efeaagefieja en las diferentes zonas
del diagrama de fases y en el comportamiento des esstemas. De esta forma, la
concentracion a la que se produce la separacidasds disminuye cuando aumenta el
tamafio de la cadena carbonada; por ejemplo, el C3eAle mas fuertemente al ADN
qgue el DTAB, dando lugar a un precipitado a correeitnes mas bajas.

Asi como la unidn de tensioactivos cationico®\@N produce la compactacion del
mismo, la adicion de tensioactivos anidnicos asesistemas (ADN + tensioactivo
catidénico) produce el proceso inverso, la de-conagan del sistema. Es decir, los
tensioactivos anionicos producen un cambio confoiomal del ADN (unido al
tensioactivo catiénico), desde la forma globulda aonformacién extendidd.A estos
sistemas, resultado de la mezcla de tensioactividsiaos y cationicos se les conoce
como mezclas cataniénicisLa adiciéon de tensioactivos anionicos a la meAEN-
tensioactivo cationico, produce la formacion deealsis mixtas que contienen los dos
tipos de tensioactivos. Cuando se alcanza la,gaconcentracion micelar critica de la
mezcla), el ADN queda libre (en su forma elongaa)a disolucion. Al contrario que
en el proceso de compactacion del ADN por tensia@tationicos, el proceso de de-
compactacion no depende de la longitud de la cadanonada del tensioactivo
cationico que esta unido al ADN, es decir, la catreeion de tensioactivo anionico
necesaria para producir la de-compactacion no depele la hidrofobicidad del
tensioactivo catiénicé®'* No obstante, se ha encontrado que el uso de &etisios
aniénicos de cadena mas larga, produce, fendmeaends-dompactacion del ADN mas
eficientes.

A pesar de que en la literatura se encuentrdtiphe§ estudios acerca de los cambios
conformacionales que producen los tensioactivo®rdabs sobre el ADN, estudios
termodinamicos relacionados con la cuantificaciéncdnstantes de equilibrio y otras
propiedades termodinamicas como los cambios depatly entalpia asociados con
estas interacciones, son mas bien escasos. Estréclaicas empleadas en los estudios
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de interaccion ADN/T en la cuantificacion de losrgmaetros termodinamicos de
asociacion, destacan la valoracién potenciométdea electrodos selectivbs la
dialisis’® y el empleo de agentes intercalantes como sdfidas métodos empleados
para el andlisis de los datos experimentales pte@ngion de los datos termodinamicos,
también varian de unos trabajos a otros, destatae ellos el modelo de Mc-Guee y
Von Hippel®?, SwartZ2’ o el modelo de Stake y YaAy.Algunos autores han
desarrollado modelos de asociacion tensioactivo/AGIe tienen en cuenta dos
regimenes de union diferenciados, obteniendo dostaotes de equilibrio asociadas a
cada regimen. Basicamente, el primer paso, seaaadaiunion individual de moléculas
de tensioactivo al ADN, estando éste en su formagalda. Este primer paso lleva
asociada una constante de equilibrip Ka constante de equilibrio del segundo paso
esta asociada al cambio conformacional del ADN caosecuencia de la union del
tensioactivo desde su forma elongada a la formlautgo. Generalmente, se encuentra
que K>K, Entre los estudios presentes en la bibliografiativels a la termodinamica
de interaccién del ADN con tensioactivos cationiseglistinguen:
A) Estudios de la termodinamica de interaccion Af@Nsioactivo mediante la técnica
de titulacion potenciométrica con electrodos salest

Se han encontrado diversos estudios en el caepm interaccion ADN-tensioactivo,
que se basan en el empleo de esta técnica pardificaandicha interaccion?
Fundamentalmente, esta técnica se basa en el uamalecelda potenciométrica
compuesta por un electrodo de referencia y unrelbztselectivo al tensioactivo en
cuestiéon. La f.e.m del sistema es proporcional eolacentracion del tensioactivo en
disolucién, de forma que la construccion de unaarele calibrado con patrones de
concentracion conocida de tensioactivo, permiteerdehar la concentracion de
tensioactivo en la disolucion problema. La isotedaaasociacion a una temperatura de
trabajo determinada se obtiene midiendo la conaeiin de tensioactivo libre. La
isoterma de asociacion se construye representdrgtad® de asociaciof, frente a la

concentracion de tensioactivo libre C
B=(GCICy (1)
donde G es la concentracion residual de grupos fosfato AlBN y Cs es la

concentracion de tensioactivo total.
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Diferentes autores analizan las constantes uiéte®m mediante un esquema de unién
cooperativo basado en procedimientos matematictzliscos desarrollados en el
modelo de Ising®?! De acuerdo con la naturaleza de la asociacién Adisioactivo, a
altas concentraciones de tensioactivo deben teearseienta los siguientes equilibrios

por separado:

©00)+p* 85 op) (0
(DO)+ D" E[@Hﬁ (DD) (In
Esquema |

donde K y Ku son constantes de equilibrio aparei@®€> representan dos sitios libres
vecinos en la molécula de ADN; Drepresenta una molécula de tensioactivo libre en
disolucién, y D un sitio ocupado en la macromolaci| proceso I, la union de un
tensioactivo D a un sitio aislado del polimero, esta caractedzaor la constante de
equilibrio K. Esta constante se considera funciéh gbtencial eléctrico en torno al
ADN y/o funcién de la concentracion de salina. &jundo proceso indica la union de
un tensioactivo a un sitio adyacente a otro ya adappor un tensiactivo, y esta
caracterizada por una constante de equilibrio HupadEametro u, es el pardmetro de
cooperatividad, que proporciona una estimacion aleedoperatividad en la unién

ADN-tensioactivo. De esta forma, si:

u > 1 (unién es cooperativa, cooperatividad pagjtiv

u =1 (unién no cooperativa)

u <1 (unién es anti-cooperativa, cooperatividaghatiga).

La unién de tensioactivos a un biopolimero lingak contiene sitios de unién
equivalentes (en este caso se asume que el ADN leuegte requisito), puede

describirse mediante la funcién de particion para dimension dada por el modelo de

z=(11) 15’1 (1J (2)

Ising:

97



donde u es el parametro de cooperatividad; s =Ku€s el nimero de sitios de unién
en la molécula de ADN, y K es la constante de éiyiol intrinseca de unién de un
tensioactivo a un sitio aislado en el biopolimdeb.grado de union del tensioactivo

puede obtenerse empleando la funcion de parti@éinida en la ecuacion 2:

(dinZ/dinc; | 3)

n

B:

Si se conoce el numero de sitios de unién ddidactivo al ADN (n), el grado de
asociacion,3, puede obtenerse del célculo matricial. Otra fordea obtener las
constantes de equilibrio Ku y K es mediante un gadouniento gréfico a partir de la
isoterma de asociacitft*

El valor de Ku puede obtenerse a partir de la est@ne

1

Ku= m (4)

donde (®g-05 €s la concentracion de tensioactivo libre en witp medio de la
isoterma de unién. De acuerdo con Schmitz y Sthuar partir del ajuste de la
correspondiente isoterma de asociacion a la eaqudcipuede obtenerse el valor del

parametro de cooperatividad u:

dp _Ju (5)
dinC, 505 4

De acuerdo con este modelo, Shirahama y coldbmd estudiaron
potenciométricamente la interaccion del tensioacbMAB con ADN de tipo T4, asi
como el efecto de la concentracion de sal (NaCl)aesoonstante termodinamica de
asociacion ADN-tensioactivo. Se encontré que ebhmpatro de cooperatividad, “u”,
aumentaba, mientras que la constante intrinseca idhiliia al aumentar la
concentracion salina, alcanzando un valor constetacentraciones de NaCl 0.16 M.
Desafortunadamente, los autores no aportaron uplec&sion clara al efecto de la sal
en la intercaccion ADN-tensioactivo.

Posteriormente, Mel'nikov y colaboraddr@sestudiaron también la unién del
tensioactivo CTAB (bromuro de cetiltrimetilamonia) ADN T4 (166000 pares de
bases), a una temperatura de 20°C. El valor atuiefé Ku fue 9.3xOM™L, siendo L
la longitud de la hebra de ADN T4 medida mediamtaéicnica de microscopia de
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fluorescencia. El valor del parametro de coopeddi “u” se obtuvo por ajuste de la
ecuacion 6, tomando la parte lineal de la isotedmasociacion, obteniéndose un valor
de 80, con lo que el de la constante de equilipaia el primer paso de la reaccién K
fue 1.2 x 16 ML,

Hayakawa y colaboradof&por un procedimiento similar, estudiaron la inteién
de tensioactivos de la misma familia con otro tigcADN mas corto, DTAB (bromuro
de dodeciltrimetilamonio) y TTAB (bromuro de teteadtrimetil amonio), a 30°C, en
un intervalo de concentraciones de los tensioastil® 3x10 M hasta el valor de su
cmc correspondiente. Asi mismo se estudio la inflieede la adicion de sal (NaCl)
sobre la constante de asociacion ADN-tensioactivo eada caso. A altas
concentraciones de tensioactivo, en la region catipa de la unién se obtuvieron
valores de Ku para DTAB y TTAB, de 9.3%10™" y 1.07x10 M™, respectivamente,
por ajuste a la ecuacion 4. Igualmente, del ajadteecuacion 5 se obtuvieron valores
de u de 6 y 20. El valor deducido para la constdetequilibrio intrinseca K fue de
1600 M* y 5400 M' para el DTAB y TTAB, respectivamente.

En condiciones de baja concentracion de tenswmacson poco significativos los
fendmenos de cooperatividad en la constante déitgguide asociacion (equilibrio I1),
por lo que la constante de equilibrio global seenbitia de la pendiente del ajuste del

término izquierdo de la ecuacién (6) frente a lacemtracion de tensioactivo libre:

p/(1-p)=KC, (6)

La presencia de sal, 0.1 M de NaCl, afecta taht@lor de Ku y K, como al valor del
parametro de cooperatividad u. Los valores quebsevieron para el parametro Ku
fueron 1.38 x 1OM™ y 1.66 x 10 M™ para el DTAB y TTAB, respectivamente. As{
mismo, los valores para el parametro de coopedativiu fueron 20 y 80
respectivamente. Los autores no aportaron undcegfin clara para las diferencias
entre el parametro de cooperatividad de los dastinénsioactivos en presencia y en
ausencia de sal. Sin embargo, se encontr6 quependencia del log(Ku) con la
concentracion de sal (NaCl), mostraba un compoeatoisimilar a la dependencia de
la cmc de ambos sistemas con la concentraciénagaliistas similitudes, segin
Hayakawa, se deben a que tanto el proceso de fanmde micelas, como el segundo

proceso del mecanismo descrito en el esquema ktdgpoode unidn cooperativo,
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caracterizado por la constante de equilibrio Kimplican la transferencia de un ion de
tensioactivo hasta un polion de alta carga e hithiob (OD) o una micel@ Nétese
gue los valores obtenidos por Hayakawa y Mel'nidevos parametros termodinamicos
de interaccion ADN-tensioactivo no son directamerdenparables, porque el ADN

empleado en cada caso fue de distinto tamafio istietd procedencia.

B) Estudios de la termodinamica de interaccion AleNsioactivo mediante la técnica
de didlisis y a partir de medidas de la tensiéredigal.

El método de didlisis para la determinacion deametros termodindmicos de
asociacion de tensioactivos al ADN se basa en krmdeacion directa de la
concentracion de tensioactivo en ausencia y preselgc ADN. Este método permite
determinar la concentracion de tensioactivo libne disolucion. Chatterjee vy
colaboradore$, emplearon esta técnica para estudiar la termoti@éde la interaccion
de diferentes tensiactivos (MTAB, CTAB, DTAB y CPGton ADN a concentraciones
por debajo de sus ccTambién estudiaron el efecto de la concentradérsal en
dicha interaccion. A partir del método de didligmara la determinacion de la
concentracion de tensioactivo libre, C) y midiendotension superficialy, de la
disolucion que contenia al tensioactivo, se cogetan curvasy-C, en el rango de
concentraciones desde 2O/ hasta concentraciones préximas a la cmc de cada
tensioactivo, y a diferentes temperaturas. De forqee, para determinar la
concentracion de tensioactivo libre (C) en otrasoldiciones, es suficiente medir la
tension superficial yf e interpolar en las curvagC, a la temperatura de trabajo
correspondiente. Una vez calculado el valor del @amero de moles de tensioactivo

enlazado por mol de macromoléculg,, se determino a partir de la expresion:

ra:[Ct'C](V”Wj (7)
C, V,

En esta ecuacién;@ C son las concentraciones inicial y de equibiatél tensioactivo,

respectivamente, yiW V, son los respectivos volimenes de la disoluciomarselos
por la membrana, siendo; ¥V, el volumen total. ¢ representa la concentracion de
ADN total.
De acuerdo con el modelo de Scatcffard
r
Ea =K scB - Kscra (8)
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en esta expresior,, representa el numero de moles de ligando enlagadonol de

macromolécula total; C, la concentracion de ligalitole; K, la constante de equilibrio
ADN-tensioactivo; y B es un parametro directamemfacionado con el numero de
sitios.

La representacion dE,/C frente aI', para la unién de un ligando (tensioactivo) a
una macromolécula (ADN en este caso), seria liregbuesto que la carga y la
conformacion del biopolimero no se alteraran dnaglscurso de la union. Sin embargo,
en el caso de los tensioactivos estudiados y el AB& curvas de Scatchard no son
lineales, en el intervalo de concentraciones erdpleBsto sugiere que tanto la carga
como la conformacién del ADN, no permanecen inaftas en el transcurso de la
asociacion. Por ello, en lugar de la determinadiéria constante de equilibriogdse
cuantificé la energia libre de asociacion corregparte al valor maximoAG",
empleando un modelo termodinamico que tiene entaukeninteraccion tanto del

tensioactivo como del disolvente con una canticthadie macromoléciia

C
AG =-RT[T dc+T,RTinc (9)
0

La ecuacion (9), deriva de la integracion de laeisnpa de adsorcion de Gibbs. Segun
ésta, la energia librdyG, aumenta con la concentracién del tensioactivdhaSta un
valor que llega a ser independiente de la conasiatrale éste)AG™. Se obtuvieron los
siguientes valores de energia libre de asociaciéxima a 30°C: -31.4 kJmblpara el
CPCL; -37.2 kJmot para el CTAB; -27.2 kJmdlpara el MTAB; y -10.0 kdmdipara

el DTAB. Se evalud, asi mismo, la constante deliégioi en presencia de sales de
diferente naturaleza y concentracion, encontrandosevariacion considerable de la
constante de asociacion ADN-tensioactivo al aummelatafuerza idnica del medio,
debido a la modificacion de la interaccidon eledfitica entre los grupos fosfato del
ADN, cargados negativamente, y el tensioactivadoatd. La pendiente de la isoterma,

I', vs. C, alcanza su valor maximo a fuerza ionica ioajgp, aunque el valor de esta

pendiente disminuye con el aumento de la fuerzigady por tanto, también lo hace la

constante de equilibrio asociada a esta interaccion
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El estudio de sistemas ADN/tensioactivo a digintemperaturas, ha permitido la
determinacion de la entalpiAH™ y entropia,AS", maximas asociadas al proceso.
Segun estos estudios la mayor contribucién a lagéndibre del proceso viene

determinada por el término entropico&S™):

AG™ = AH™ - TAS" (10)

El cambio de entropiaZS™) para la transferencia de 1 mol de ligando (textsico)
desde el ADN (unido al tensioactivo) al medio acues siempre negativo. De acuerdo
con Frank y Evarf§ la naturaleza de este cambio negativo en lagiatrse debe a la
existencia de un orden local de las moléculas dm @& la vecindad del complejo
ADN-tensioactivo, en cuya formacion participan rateiones hidrofobicas. El grado de
hidratacion del ADN (y su conformacion) se ve adot por la presencia de sales en
disolucién?® En la interaccién del ADN con tensiactivos cati@si en presencia de
diferentes sales, se encontré que la naturalezacatabio en el término entrépico
(-TAS™, y en gran medida de los cambios/&®™ dependia significativamente de la
clase y la valencia de los iones de la sal. LosrealdeAG™ a 30°C en presencia de
diferentes sales aumentan en valor absoluto erdehoKCI> NaCl> LiCI> NaSO,>
MgCl,. Este hecho apunté que el estado de hidratacioARI debido a la presencia

de sales, contribuye a las interacciones hidro&&bentre el ADN y el tensioactivo.

C) Estudios de la termodinamica de interaccion Aehsioactivo mediante interaccion
con sondas fluorescentes.

Recientemente, diferentes autdtehan empleado sondas fluorescentes de tipo
intercalantes y que se asocian a los surcos del,AlaM el estudio de la interaccion
ADN-tensioactivo. El estudio termodinamico de lateraccion de ADN con
tensioactivos de amonio cuaternario de diferemgitad de cadena, empleando como
sonda el agente intercalante, 1- PyCHO, que senex@o este capitulo de la tesis, esta
basado en esta técnita.La cuantificacion de los parametros termodindmicos
empleando este método de tipo indirecto, es maeosdnte que los anteriores, en la
bibliografia. A pesar de ello, diferentes sondamn@@| bromuro de etidio (EB), pireno

y Hoechst 33258 (HO) se han empleado para la detacidn de las interacciones
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ADN/tensioactivo. Lléres y colaboradoi®s emplearon el bromuro de etidio como
sonda para cuantificar la energética de la intégdacde tensioactivos cationicos del
tipo, CC®" (N-decilamina guanidino cisteina), 14C0O (ornitinil-cisteinil-
tetradecilamina), y CTAB, con ADN. Su estudio seséda&n el seguimiento de los
cambios de intensidad de fluorescencia del bronder@tidio, en presencia de ADN
libre y unido al tensioactivo. Postularon que lafoomacion del ADN depende de la
concentracién de tensioactivo presente en disotlugiddiendo encontrarse éste en una
conformacion extendida (en agua) y/o globular cartgpéen presencia de tensioactivo).
Se determind que la intensidad de fluorescencia denda variaba de acuerdo con la

siguiente expresion:

[ADN], ,  [ADN], (11)

'=loapng, "' [aDN,

En esta expresion, [ADN] [ADN]g y [ADN]; corresponden a las concentraciones de
ADN libre, unido a tensioactivo y total, respecthnente; §, es la fluorescencia del
bromuro de etidio en presencia de ADN (libre desitearctivo); y i, es la fluorescencia
del conjunto de moléculas de bromuro de etidio quedan libres en disolucion,
después de la asociacion del tensioactivo con é\l.ADe esta forma, la fraccion de

ADN enlazado al tensioactivo (grado de asociacidngprresponde a:

p= (12)

Nétese que en este modelo esta implicita lasscipo de que la sonda no presenta
afinidad por el ADN enlazado al tensioactivo. Estigosicion podria no ser del todo
cierta y mas aun cuando se trabaja a altas relxipADN]}/C;. La constante de
equilibrio tensioactivo/ADN se determind de acuetcda el modelo de Mc-Guee y Von
Hippel!® A partir de los valores del paramefippueden calcularse el cociente entre el
namero de moles de tensioactivo unido al ADN ylgharo de moles de ADN total,

y la concentracion de tensioactivo libre, §2gun estas expresiones :

LB (a)
n (13)

C, =C, -uN, (b)
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En las ecuaciones anteriores, n es el nimero deogriosfato que participan en la
asociacion de una molécula de tensioactivo al ADN:=(1 para el CTAB); Ces la
concentracion total de tensioactivo; yds$ la concentracion total de ADN. Los valores

de la constante termodinamica de equilibrio fuebtenidos del ajuste dgC; frente a

v de acuerdo con el modelo de Mc-Guee y Von Hifipel

2(w-1)(1-nvv 2(1-nv)
= /@~ (n+1)v)? + dwv (L~ Nv)

0y m))((zm ~1)(L-nv) +v - R]H(l— (n+1v + Rjz
(14)

G
R

En esta expresionp es el parametro de cooperatividad (de significapoilar al
parametro u del modelo de Schwarz); K es la cotestdmequilibrio intrinseca; yd&es

la constante de equilibrio para la union de unitarcsivo a un sitio adyacente, a otro ya
ocupado por un tensioactivo. El valor encontrada pa,s= Kw fue 93000 M, que es
proximo al obtenido para la interaccion de estsitactivo con ADN-T4 por métodos
potenciométricos> El valor del parametro de cooperatividad éoe 20 y el valor de K
intrinseca, 5400 M. Por tanto, la energia libre de asociacién dekeso global
corresponde a -28 kJniol La aplicacion del formalismo de Recdfdpermitié
determinar a su vez la contribucidén electrostajiaeo electrostatica de la interaccién
ADN-tensioactivo. Este modelo relaciona estas dmuntiones con la constante de

equilibrio observada en presencia de diferentesasgraciones de sal:

logK ,,,, =logK; —m'y’, log[M *] (15)

En la ecuacion anterior,tKes la constante de union no-electrostatica; m’eles
namero de pares ionicos entre el tensioactivo dcilo nucléico; W', es la fraccion
de polimero cationico, M enlazado por grupo fosfato. Para determinar tdribmicion
no electrostatica de la unién, se empleé el vadoladcmc del tensioactivo en cuestion
en presencia de ADN, suponiendo que la formaciomuielas fuese un proceso de
naturaleza no-electrostatica y altamente cooperaide esta forma, K= 1/cmc. De
acuerdo con esta hipétesis, los valores de la iEnébge de unidn electrostatica y no
electrostatica del ADN al CTAB que se obtuvieroerfin -7.8 kméty -20.2 kmot,

respectivamente.
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En relacidén con esta técnica de tipo indireetapa cuantificacion de los parametros
termodinamicos de interaccion ADN-tensioactivo, tdesn también los estudios
realizados por Petrov y colaboradot®sEn ellos se empled el pireno como sonda para
evaluar la contribucion electrostatica y no elesttitica de la interaccion de dos
tensioactivos catiénicos con ADN, DDA (dodecilamiyaDTAB. Estos tensioactivos
se caracterizan por poseen la misma cadena cardogndiferir, en la naturaleza de su
cabeza polar.

Las constantes termodinamicas de interaccion Adéddioactivo, fueron determinadas
por un procedimiento similar al empleado por Lléyesolaboradore®® A diferencia
del caso anterior, la formacion del complejo ADNsieactivo se estudié midiendo la
variacion de la razon de intensidades de fluoresaeatel pireno a 383 y 372 nmyl|,
ya que esta razon de intensidades da cuenta darasios de polaridad local del medio
que experimenta la sonda. El estudio de la vamaaé b/l en funcion de la
concentracion de tensioactivo y de ADN, proporciodiferentes isotermas de
asociacion, que tendian en todos los casos a uor \&dintético a elevadas
concentraciones de tensioactivoy/I{)max. El espectro de fluorescencia resulta de la
superposicion de las sefiales del pireno localizado diferentes microentornos:

(Is/l Dnidrofiico, Y €N €l entorno del cluster de naturaleza hidrio® (b/l )nidrofsbico

s - a(“j +(1- a)(“] (16)
I1 I1 hidrofilic o Il hidrofébico

dondea y (1-0) corresponderian a la fraccibn molar de molécdépireno localizadas

en el medio acuoso y en el entorno hidrofébicogpeeivamente. La cuantificacion de
los parametros termodinamicos de interaccion sdéeampleando el tratamiento de
Schwar?® y Satake y YarfJ, para la unién de ligandos de bajo peso molecalar
polimeros lineales. Estos modelos, ya mencionadasdo se describié el estudio de la
interaccion ADN-tensioactivo mediante el empleo ldetécnica potenciométrica,

suponen la existencia de dos constantes de edquiblen diferenciadas. La primera de
ellas, relativa al proceso de asociacion a un aistado, K y la segunda, relativa a la
asociacion de un ligando a un sitio de union ady@cea otro ya ocupado por otro
ligando, Ku. Los autores dan un paso mas alla esplizacion de este modelo a la
interaccion ADN-tensioactivo, en lo que respectia aaturaleza de las interacciones
implicadas en el sistema. Como primera aproximaci@nconstante K del proceso
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aislado se identificO como la contribucion eledtitea de la interaccion del
tensioactivo catiénico y los grupos fosfatos caogadegativamente del ADN, K =K

La segunda constante de equilibrio, Ku, se idedgtifion el producto de la constante de
interaccion electrostatica,.K por la correspondiente a la interaccion hidradf@lentre
moléculas de tensioactivo vecinas, ,Kde manera que Ku =¢K. El anailis de los

datos se llevé a cabo de acuerdo con la expresion:

p= ;[1— (1- KK .CON(L-K4K,Cp)? + 4K, C, )1/2] (17)

donde Ges la concentracion de tensioactivo libr@, gs el grado de asociacién que se

calcula asumiendo una estequiometria 1-1 pardeaaiccion:

— [(I 3”1) B (|3/|1)min]
P 0 = (11,0 e

A partir de estas ecuaciones, puede deducirse:

KaKp =G )g0s (a)
) K °)
oC; p=05 ) 4 (b)

Las ecuaciones 19 a y 19 b son similares a |1& 4systituyendo las constantes Ku y K
por KeKh y Ke, respectivamente. Esto permite separar a partitadsoterma de
asociacion, las contribuciones no electrostaticekegtrostaticas de la interaccion. En el
caso del tensioactivo DDA, los pardmetros de iot@ém encontrados para una
concentracién de [NaCl] = 0.01 M fueror; k¥ 150 M*, K, = 30; en el caso del DTAB
fueron, Ky = 8.2 M* y K, = 166. La mayor contribucién electrostatica enrign del
DDA al ADN, respecto de la misma para el DTAB, giifeere del anterior, Unicamente,
en la naturaleza de su cabeza polar, se raciorahndliendo a las diferencias existentes
entre el tipo de unidon de los tensioactivos y lkdeca de polinucledtido. En el caso del
DDA, la interaccion electrostatica ADN/DDA se predypor contacto directo del grupo
amino del tensioactivo con los grupos fosfato admganegativamente del ADN, (unido
al efecto desestabilizante del DDA sobre la dolélécd). Mientras que en el caso del
DTAB, la interaccion seria de tipo indirecta, avé® de moléculas de agua en contacto
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con la molécula de tensioactivo y con los gruposfato (todo ello unido a la
interaccion estabilizante que produce este tenbimasobre la doble hélice). Para el
tensioactivo DDA, con una contribucién electros@tinas importante en su asociacion
con el ADN, se estudio la influencia de la concaeitm de sal (NaCl). Este estudio se
realiz6 en el intervalo de concentraciones desdeal0.1 M de NaCl, encontrandose
una bajada en equivalente a 10 kJmdal Asi mismo, se encontré que,Kaumentd
(010 veces en este mismo rango de concentraciosesortante destacar, que este
aumento esta de acuerdo con la idea de que lasadaienes hidrofébicas estan
favorecidas al aumentar la fuerza iénica del médio

Otros autores han empleado también sondas $icemées para estudiar la naturaleza
de la interaccion de diferentes tensioactivos gBN. Sin embargo, estos estudios se
diferencian de los anteriores, en que en estoerlegan a cuantificar los parametros
termodinamicos de la interaccion ADN/Tensioactikaeden destacarse entre ellos, los
realizados por Bhattacharya y colaborad®fesen los que se hace un estudio
comparativo de la interaccion de sales y tensioagtcon el ADN, utilizando para el
seguimiento de la interaccion la sonda intercal&fe Se emplearon los tensioactivos
de naturaleza catidnica y aniénica, DODAB, CTAC,4B, y SDS, cuya interaccion
con la macromolécula, a diferencia de las sales,fugo Unicamente de caracter
electrostatica. Las diferencias en la naturalezéadeteraccion de los tensioactivos y
sales con el ADN fue atribuida a la presencia dermras alquilicas en los tensioactivos
(no presentes en las sales), que son susceptiblemteraccionar con los restos
hidrofobicos de la macromolécula de ADN, por interanes hidrofobicas.

Goracci y colaborador&d emplearon otra sonda fluorescente, Hoeschst 33263
para el estudio de la interaccion de ADN tipo Ch dos tensioactivos anfifilicos,
DDAO (6xido de dodecildimetiiamina) y pDoAO (6xido de p-
dodeciloxilbencildimetilamina). Las variaciones kenintensidad de fluorescencia del
complejo Hoeschst/ADN en presencia de estos tertsioa son similares a las
encontradas en el estudio de la interaccion CTABNA@mpleando EB como sonda.
Esto es, en ambos casos la intensidad de fluor@acede la sonda unida al ADN
disminuye al aumentar la concentracion de tensiaaen la disolucidén. Sin embargo,
la sonda Hoeschest es mas sensible que el EBcanalsios en el medio que la rodea,
produciéndose tanto una disminucion de fluoreseedel complejo Hoeschst/ADN,
como desplazamientos en el maximo de longitud de#aofnacial menores), al
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aumentar la concentracion de tensioactivo en lalwigdn. Estos cambios son
atribuidos a un cambio local de pH en la vecindadediata de la sonda, debido a la
presencia de complejos ADN-tensioactivo y agrega@agnsioactivo en disolucién.

D) Estudios calorimétricos de la termodinamicarderaccion ADN-tensioactivo.

La contribucién entalpica y entropica a la ereeldire del proceso de asociacion de
ADN con diferentes tensioactivos, ha sido ampliamestudiada por diferentes autores
mediante técnicas de valoracién calorimétri¢asstos estudios han demostrado que el
proceso de asociacion de tensioactivos cationiocms ADN esta gobernado por la
contribucién entropica del proceso, acompanadondepequefa contribucion entalpica
positiva, y una capacidad calorifica negativa wad@, a temperatura ambiente. Estos
valores de la capacidad calorifica son indicativaes las fuertes interacciones
hidrofobicas entre las cadenas de tensioactivd proeeso de asociacion.

La técnica de valoracién calorimétrica, se bastaanedida del calor desprendido al
afadir un ligando (tensioactivo) a una disoluci@nADN de concentracion conocida
presente en la célula de medida. El calor medigwesion constante, es proporcional a
la cantidad de ligando enlazado en la interaccdifurante la titulacion, se obtienen

diferentes valores de entalpia en funcion de la@aimacion de ligando afadido. Se

cumple que:
— — [C]total
P o, @
op (20)
OH(y) =AH-" (b)
ay

En las ecuaciones anteriorés] es el valor de entalpia molar integral de asamadel
ligando, que se obtiene experimentalmente sumathtis los calores registrados a cada
concentracion adicional de ligando; &s la razon entre la concentracion de ligando
libre y la concentracion total de ADN expresadayripos fosfato. Finalmentg,es la
fraccion de ligando enlazado por grupos fosfato.

Entre los estudios calorimétricos de interacé@@rN/tensioactivo destaca el realizado
por Matulis y colaboradord® sobre la asociacién de tensioactivos de algaitrbnio
con ADN pUC118 de 3000 pares de bases, en funaodidintas variables como la

longitud de la cadena carbonada del tensioactiterhperatura y concentracion salina
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en el medio. Los autores consideran la existereidos procesos de asociacion que no
pueden ser estudiados independientemente porraaécalorimétrica porque ocurren
de manera simultanea. De acuerdo con ello, la @atrg entalpia medidas por esta
técnica se asocian a la suma de las contribucideemmbos procesos. Uno de ellos
implica el desplazamiento de los iones sodio perimes de tensioactivo, en las
proximidades del ADN. El otro proceso se correspocoh la condensacién del ADN
inducido por la union del tensioactivo. Para cdenati los parametros termodinamicos
de interaccién de los tensioactivos al ADN, se eisthodelo de Zimm-Bragd®, que

se emplea frecuentemente para el estudio de ltusgpele la doble hélice (“melting”):
la asociacion de tensioactivos cationicos al ADNedm describirse de forma
matematica y conceptualmente similar, al procestrating” del ADN. Este modelo,
como ya se ha dicho, fue originariamente aplicddstadio de los procesos de melting
del ADN. En este tratamientd, la fraccion de ADN disociado (“melted”), se
expresaba en funcidn de dos parametros: s, quéaltkekc cosntante de interaccion a un

sitio aislado yo, el parametro de cooperatividad:

11 s-1
B=—+= (21)
2 2| [(s-1)*+4s

Para el caso de la union de los tensioactivos riatié al ADN, el parametro s se
sustituye por el parametro K y el parametro depeaatividado, por w = 1/0. De esta
forma, la fraccion de tensioactivo unido por grdpsfato se expresa ahora en funcion

de K yw como:

B="+" (22)

Los autores designaron la constante de equillricomo el producto de la constante
de equilibrio electrostatica, &, y el factor de cooperatividady (K = Kgeqw). La
constante de equilibrio electrostéatica se calcoldi@ el cociente entre la constante de
asociacion de los cationes sodio en la superfielADN, Kna+, Y la correspondiente a

los cationes de amonio cuaternario (tensioactikgys-
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— KNa+ — [RNH3+] ’
Kelec_ _( [Na+] Ksp] (23)

RNH;"
En esta expresion, [RNH y [Na'] son las concentraciones de tensioactivo e iones
sodio libres en disolucion; {es la constante de competicion especifica queandi
energética de la unién de una amina hipotéticac@itena alquilica), al ADN relativa a
la unién de los cationes sodio a la macromolégutg;un parametro que depende de la
fuerza ionica de la disoluciéon y que equivale aulddad a baja fuerza idnica
(INaCl]—0) y 1/2 a alta fuerza iénica ([NaGH1M).*® De esta forma la constante

global que aparece en la ecuacion (22), vendria dadla siguiente expresion:

K::Km¢n=£ﬂﬁﬂiileJ<D:(YfﬁﬁﬁﬂﬁquJ 0 (4
[Na"] [Na*]

con lo que la fraccion de ligando enlazg8lopuede calcularse sustituyendo la ecuacion

(24) en la ecuacion (22) como:

(W[ADNLmKsjaw‘l
Na']

1
2 2 N a
{(yf [ADN],, KspJ m_lJ A {yf [ADN] Kspj

[Na*] [Na™]

Para concentraciones bajas de sal ([NaCl] < 0.p5NMede considerarse= 1. De esta

(25)

forma, a partir de los datos experimentales deeexento calorimétrico, se obtienen
las constantes de asociacion i K, directamente del ajuste de los valores de la
fraccion de ligando enlazadd, frente a y segun la ecuacion (25).

Para determinar las contribuciones electrostatic no-electrostéaticas (de naturaleza
hidrofobica) de la interaccion, los autores consideque la energia libre del proceso

global es la suma de dos contribuciones aditivas:

AG = -RTINK = AG oy + AG s

elect

(26)
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donde la contribucion electrostatica vendria dameKpy:

AG e = ~RTan MKSP =-RTaOn yf%mp (27)
[Na™] [Na*]

Y la contribucion hidrofébica depende de un paréamet, el nimero de atomos de

carbono en la cadena alquilica del tensioactivo:

AG gt =RTIN® =AG, +AG, M (28)

En esta expresiéo\Gy es la energia libre de referencid@cn, es la contribucion a la
energia libre por grupo metileno. El incrementoudegrupo metileno en la cadena de
tensioactivo, supuso un incremento de energia tlbre3.58 kJmat, cuya componente
electrostatica fue invariant&Geec = -2.6 kJmol). Para el célculo de la entalpia libre
de asociacion del proceso se asumio que la entaleictrostatica de union era
equivalente a la correspondiente a la union deatibBrcmonovalente al ADN. En base a
ello, se determind la componente hidrofobica denl@lpia por substraccién de esta de

la total, suponiéndolas aditivas:

AH hidrof = AH - AH elect (29)

La entalpia libre de asociacigfH resultd ser positiva y practicamente independient
de la longitud de la cadena carbonada. Pruebalaléuelon los valores dAH de los
diferentes tensioactivos que variaron desde 6.4+ &Bmol* para tensioactivos de 9 a
13 carbonos en su cadena carbonada, siARtdg. invariante e igual a 1 kJmbl El
valor positivo y pequefio de la entalpia se explietacuerdo con la posibilidad de un
recubrimiento desordenado de las cadenas de tetigman torno a la superficie del
polimero.

A partir de las diferentes contribuciones arargia libre total y a la entalpia libre se
determiné la correspondiente contribucion entrdpigacomponente hidrofébica de la
entropia (-DShigrof) resultd ser positiva y practicamente igual enmitad al valor de la
energia libre total correspondiente, ya que la aomapte entélpica, como se vié
anteriormente, es practicamente nula. El valor aledmponente electrostatica fue
ASqect = 11.9 J/molK. Estos resultados indican que la aiéac estaba controlada
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enteramente por la componente entropica, aumentandomponente hidrofébica de
ésta al aumentar la cadena carbonada del tensioacti

La dependencia de los parametros termodindntoasla concentracion de sal se
determiné para el tensioactivo de 12 C, DTAB, yceflrespondiente de 11 C,
encontrandose un fuerte decrecimiento de la coestinasociacion del proceso global
al aumentar la concentracidn salina. La contribueidtalpica a la energia libre total no
parece estar afectada por la concentracién sdipa.tanto, la disminucion en la
constante de asociacion estuvo marcada, fundamenitd, por la componente
entropica.

Posteriormente, De Min Zhu vy colaboraddt®s presentaron un estudio
termodinamico similar al de Matulis, sobre la iatmion de plasmidos de ADN (6.4
Kb) con diferentes tensioactivos cationicos: CP@rgro de cetilpiridinio), CTAC
(cloruro de cetiltrimetilamonio), BAk (Cloruro de benzildimetildodecilamonio) y
cloruro de benzildimetiltetradecilamonio. Sus egisidevelaron, por primera vez, por
diferentes técnicas analiticas, como la espectpdaate UV-vis, calorimetria, medidas
de dispersion de la luz polarizada y medidas deidarsuperficial, la existencia de una
cac (concentracion de agregacion critica) por a@edaj la cual la interaccion ADN-
tensioactivo no era detectable. Estas evidenciastraton que las interacciones
electrostaticas entre moléculas de ADN vy tensigactdurante la formacion del
complejo, podian ser precedidas de una agregaeidosdmondémeros de tensioactivo
en torno a la superficie del ADN a traves de irdei@es hidrofébicas. El tratamiento
de los datos termodinamicos se realizé en basedélm de pseudofase de separacion
micelar’, segln el cual la energia libre de Gibbs de nzigeidn del tensioactivo puede

calcularse como sigue:

AG 0 — RTIn(cmC) + 'YRTIn(acon) (30)

dondey es la fraccibn molar de contraiones de tensioactiv la micela, y 3, es la
actividad de los contraiones. Dada la similitudlaleac y de la cmc en términos de
agregacion de moléculas de tensioactivo y la asidciale contraiones, la energia libre

de asociacion del tensioactivo a la @&y, puede aproximarse como:

AG? = RT(In(cac)+BIn(a,._ ) +yin(a,-)) (31)
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a . €s la actividad de los grupos fosfato del AQNs la razén molar de Gin el

PO* b
complejo de tensioactivo, y@es la actividad de los iones cloruro en la disélc
(“bulk™). La estequiometria del complejo ADN-tenaativo, 3, se calculd a partir del

calor de disolucion medido por la técnica caloriat

0
p= AR (32)
AH ADN

siendoAH®r y AH%py, las entalpias estandar de reaccion. La intenacabtensiactivo,

T, y los grupos fosfato del ADN se expresé como:

T +(BPO.) son = 5 (TI(P Oy pp);) (33)

con AH% = AH{/(Cy-cac)V vy ; AH%%pn = AHapn/CrosapnV. ENn estas ecuaciones,
AHapn €s la entalpia neta de reaccion cuando todo el 4DdNhabia inicialmente en la
célula de calorimetria se encuentra formando cgmpten la molécula de tensioactivo,
T. AHt es la entalpia correspondiente cuando todo elbiets/o inicial en la célula de

medida, esta formando complejo con el ADNofapn, €S la concentracion de grupos
fosfato del ADN (Gosapn(mM) = 3Cpon(mg/ml)); G, es la concentracion de

tensioactivo, y V el volumen de la muestra en lalaéde calorimetria. Se comprobdé
gue la cac de los tensioactivos no se modificabapessencia de diferentes
concentraciones de ADN. Este resultado esta dedxgen la idea de que la molécula
de ADN se comporta como una pseudofase en la atiéracon el tensioactivo y la

a4, Puede tomarse como la unidad. En cambio, la detivide los iones cloruro en

la disolucion es siempre mayor que la cac en poesate NaCl (el contraién de los
tensioactivos es GJ ya que estos iones son reemplazados fuerterpenti®s grupos
fosfato del ADN. La fraccion molar de contraiones teénsioactivo en la micela en
presencia de ADNy es un numero << 1. Teniendo en cuenta estas evasidnes, la

ecuacion (31) queda simplificada en la siguienfgesion:
AG? = RTIn(cac) (34)

A fuerza ionica 150 mM, los valores de la enetiiee total de la interaccion ADN-

tensioactivo variaron en el rango de -18.6 kJhmra el BAK12 hasta -25.1 kJrol
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para el CPC. Respecto a la contribucion ental@eagncontraron valores positivos y
pequefios para todos los tensioactivos que varidesde 1.89 kJmopara el CTAC,
hasta 2.59 kJmdlpara CPC. Los valores de entropia correspondiariaron desde
69.1 JK'mol™ para el BAK12 hasta 92.9 Jihol* para el CPC. Estos resultados ponen
de manifiesto, una vez mas, que la interaccion ABiioactivo esta controlada por el
factor entropico, ya que las interacciones hidrif@b juegan un papel importante en la
formacion del complejo.

En el caso del tensioactivo BAK12, se llevo accémbién un estudio del efecto
salino, tanto en los parametros termodinamicosqdéilerio como en el valor de la cac
y la cmc en presencia de ADN. Los valores de efafpentropia de interaccion se
hacen mas positivos al aumentar la fuerza idnicéad#isolucion, siendo el aumento
entropico mucho mas marcado. Como explicacion a lestho, se apuntd a que el
aumento entrépico era inducido por la disociaciéembléculas de agua de hidratacion
del ADN y del tensioactivo, siendo este efecto d@mie en la interaccion.

Nan-Jiang y colaboradoré$ pusieron de manifiesto la fuerte dependenciaade |
estructura del tensioactivo en la termodinamicantieraccion con ADN, mediante el
estudio de la interaccibn de tensioactivos  génsninidel tipo
[CrH2m+1(CH3)2N(CH2)eN(CH3).CH2n+1]Br,  por  calorimetria.  Los  autores
determinaron la energia libre, entalpia y entr@giaciadas al proceso de agregaciéon de
los tensioactivos en presencia de ADN, encontramdocorrelacion entre el grado de
disimetria del tensioactivo m/n, y los parametresnbdinamicos. Este ultimo fue
atribuido a un aumento de las interacciones hithio&s del tensioactivo al aumentar la

relacion m/n.

Cinética de la interaccion ADN-tensioactivo:

A pesar de que existen multiples estudios ditel@tura sobre la termodindmica de
interaccion de tensioactivos cationicos con APN3°3* hasta ahora los aspectos
cinéticos han sido relativamente poco explordddsstos estudios son importantes
porque la eliminacion de ADN de los vectores, gemeetimplicaciones cinéticas, es uno
de los pardmetros fundamentales que controla losepos de transferencia génica
Los unicos estudios, hasta la fecha, sobre laicanéle la unidon de tensioactivos al
ADN se han llevado a cabo empleando electrodostsale de membrana. Destaca, a
este respecto, el estudio de Maulik y colaboragfresbre la cinética de interaccion
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del CTAB y el ADN en agua y en presencia de diatirdoncentraciones de NaCl. Los
autores calcularon el numero de moles de tensimactinlazado por mol de

macromoléculal’, en funcion del tiempo. Estos valores son despjuistagos a una

ecuacion triexponecial, de la forma:

r = re _ rle—klt _ r2e—k2t _ r3e—k3t (35)

a

Los autores sugieren un proceso cinético irsdler en 3 etapas sucesivas con
constantes de velocidad que variaron en el ordenkie ks (aunque también advierten
gue es posible ajustar los datos experimentales anodelo en 2 etapas, con la
constante del tercer pasoz k 0). Los valores de las constantes cinéticas fuero
determinados, directamente, a partir del inverso lake tiempos de relajacion,
suponiendo que el mecanismo de interaccion del ADN el CTAB se daba en tres
etapas irreversibles. No se llevd a cabo, sin egaham estudio de la variacion de los
tiempos de relajacion con la concentracion de AB&gesario para una determinacion
adecuada del mecanismo de reaccion. De acuerdoesttn hemos considerado
conveniente realizar un estudio mas profundo skEbtermodinamica y la cinética de

interaccion del ADN con tensioactivos catibnicosadenio cuaternario.
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2.2. Materiales y Métodos.
2.2.1 Materiales.
2.2.1.1. Tensioactivos y sales.

La estructura quimica de los tensioactivos empleadoeste capitulo de la tesis aparece

a continuacion:

\/ \/
AN NS

Br- Br-

N(CHs)s" Br (Bromuro de tetrametilamonio) C,HsN(CHz)s™ Br (Bromuro de etiltrimetilamonio)

N™ \/\/\/\/N+
N e B
C4HgN(CHg)s" Br CgH17N(CHs)s" Br

(Bromuro de butiltrimetilamonio) (Bromuro de octilltrimetilamonio)

\/\/\/\/\/\/N+
By
DTAB (Bromuro de dodeciltrimetilamonio)

v/
\/\/\/\/\/\/\/ '\ér\

TTAB (Bromuro de tetradeciltrimetil amonio)

N+
\/\/\/\/\/\/\/\/ Br-—
CTAB (Bromuro de hexadeciltrimetil amonio)

Las sales de amonio cuaternarigHEN(CHz)s" y C4H9N(CHs)s™ se prepararon y
purificaron como se indica en las referencias 41 yrespectivament&l contraion de
los tensioactivos fue siempre ‘BrEl CTAB se obtuvo de Fluka. Los demas
tensioactivos y sales se obtuvieron de Sigma-Aldgcse usaron sin purificacion

adicional.

116



2.2.1.2. Sonda.

La estructura quimica de la sonda empleada encapitulo de la tesis aparece en la

siguiente figura:

%

1-pirenocarboxialdehido

El 1-Pirenocarboxialdehido (1-PyCHO) fue obtenido dégnta-Aldrich. Las
disoluciones madres de 1-PyCHO fueron preparadadviindo una cantidad pesada
del sélido en alcohol puro y manteniéndola en tauddad. Las disoluciones de trabajo
fueron preparadas por dilucion con agua destiladacdnductividad menor que
10° Sm*, hasta alcanzar un porcentaje en peso de 8% uel gtana concentracion de
1-PyCHO de 5x10 M en todas las muestras.

2.2.1.3. ADN.

El ADN de higado de ternera, ADN-CT (sal sdditiefilizada, altamente
polimerizado) fue obtenido de Pharmacia Biotechiguelto en agua destilada de
conductividad menor que P0Sm®. Las disoluciones madre fueron estandarizadas
espectrofotométricamente, usando para el coefecied# extincion el valor de
e = 6600 M'cm® a 258 nm (en tampén cacodilato, [NaCl] = 0.1 M,
[cacodilato sbédico] = 0.01 M). Este valor geproporciona la concentracion de ADN

expresada en nucleétidos o grupos fosfato.

2.2.1.4. Otros reactivos empleados en los experintes cinéticos.

El cloruro de polivinilo de alto peso molecular My el tetrahidrofurano (THF), se
obtuvieron de Fluka. El plastificante, dioctilftadase obtuvo de Aldrich, Milwaukee,
WI. NaCl y el tetrafenilborato de sodio de MerckarBistadt, Alemania. Todos estos

reactivos se usaron tal como fueron suministrado$ags respectivas casas comerciales.
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2.2.2. Métodos.

El estudio de la termodindmica y de la cingtigamecanismos de interaccion
ADN-tensioactivo, ha requerido el empleo de difegsriécnicas experimentales que se
describen a continuacion.
2.2.2.1 Espectroscopia de fluorescencia.

Las medidas de fluorescencia fueron llevadas a oedabiante un espectrofluorimetro
Hitachi f-2500, conectado a un ordenador para ¢éuta y almacenamiento de los
espectros, a 298.2 K. Las medidas de intensidaemdsion fueron realizadas a una
concentracién de sonda [1-PyCHO] = 5'14. La longitud de onda de excitacion fue
356 nm, mientras que la emisién se registré a 4663e comprobd que los resultados
eran independientes de la longitud de onda dea=i@it en el rango de 300 a 425 nm.
Las concentraciones de ADN empleadas en cadaciitnlaa cada concentracion de
tensioactivo, variaron desde 1M a 10° M. Las concentraciones de tensioactivos

empleadas se indican en la Tabla 1, pagina 127-128.
2.2.2.2. Medidas de solubilidad.

Las medidas de solubilidad de la sonda 1-PyCH€oh realizadas agitando un
exceso de solido en la disolucion de concentrad@sal o de tensioactivo apropiada,
en un bafio termostatizado (298.2 K). Después deraspn tiempo largo, de 24 a 48
horas, para que el sélido alcanzara el nivel deraebn, se extrajo una alicuota de la
disolucion saturada, usando una pipeta pre-teritiwesta, a la temperatura de trabajo y
la disolucion fue diluida hasta la cantidad nedasa@an el mismo medio. Las
concentraciones fueron determinadas espectrofotimandente, haciendo uso de una
recta de calibrado previa. Las solubilidades cpoedientes a las distintas

concentraciones de tensioactivos, se muestranbla 2, pagina 130.
2.2.2.3. Medidas de viscosidad.

Las medidas de viscosidad fueron realizadaseangb un viscosimetro de Ostwald,
calibrado con agua y etanol. Cada valor de viseolsigbs el resultado promedio de 10

medidasLos resultados de estos experimentos aparecenpagilza 138.

2.2.2.4. Medidas cinéticas.
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Para el estudio cinético de la interaccion AD&hJioactivo, se empledé un método
potenciométrico que requirid la construccion deelettrodo de membrana selectivo al
cation cetiltrimetilamonio (CTA), empleando el par iénico CTAetrafenilborato como
material de intercambio. EI complejo portador setetiz0 mezclando cantidades
equimoleculares de CTAB vy tetrafenilborato de sp@io disolucion. El precipitado
blanco resultante del complejo se lavo repetidasesrecon agua destilada, y se
recristalizé en THF.

Las membranas se prepararon siguiendo un progadd similar al descrito
previamente por Hayakawa y colaboraddfede esta forma, 0.350 g de PVC de alto
peso molecular se pesaron en un pequefio frascadrig Yavado y secado previamente
con THF. Después se afiadieron, lentamente, 6 miriE, agitando de forma
continuada para disolver el PVC. En un segundadrake vidrio se afiadieron 10 mg
del par ionico (CTA-Tetrafenilborato), y seguidamente se adicioné méacla 1.15 g
de plastificante, dioctiftalato, que permite unstritbucion homogénea del ion selectivo
en la matriz de PVC. Esta mezcla se agitd lentaendaorante unos minutos para
asegurar la mezcla adecuada de ambos componeagtstiérmente, la disolucién que
contenia el PVC se afadi6 al frasco con la mezelgplastificante y el par ionico,
manteniendo la mezcla resultante en agitacion ¢tkRiramos minutos. Una vez
homogeneizada la mezcla, se traslada a una plaatdecolocando un papel de filtro
encima de la placa, para permitir una evaporaadmaly controlada del disolvente,
THF, y evitar la exposicion directa a la luz. EIFHe dejo evaporar entre 48-72 horas,
guedando la membrana lista para ser usada. Estabran@as fueron colocadas en el
extremo de un tubo de PVC, empleando una pastd/@eyPTHF como adhesivo. La
membrana se acondicion6 durante 3 - 4 horas cdisdducion de CTAB de referencia
antes de usarse (101 conteniendo 0.01 M NaCl).

El esquema basico de la célula electroquimiogleada en las medidas cinéticas,
esta representado en el Esquema I:

Disolucion Membrana Disolucion
Ag/AgCl | de referencig. Selectiva-CTA de medida Ag/AgCI
Esquema |
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Los puentes salinos empleados fueron preparadgsl ele agar-agar, saturados en KCI.
La fuerza electromotriz (emf) del sistema se mwhéd un amplificador diferencial de
alta impedancia, dispositivo construido en nuelsiboratorio usando un INA 116 Ultra
Low Input Bias Current Amplifier seguido de unadad de filtro pasobajo Sallesa
Key (n =4, f= 15 Hz (-3db)). La estabilidad de las lecturasded.1 mV.

La respuesta fue monotorizada con la ayuda deltimetro, PROTEK 6800 DMM,
conectado a un ordenador a través de una inteRi&282.

Las membranas para electrodos selectivos sen lmsda incorporacion de un ion
intercambiador, capaz de unirse al ion de inteféstro de una matriz polimérica inerte
de PVC. El potencial que se desarrolla a travésadmembrana es funcién de la

actividad del ion CTAen la disolucién de medida.

Interface Interfacd
Membrana selectiva
alion CTA
Disolucién Disolucion
Test de referencia
4—— ] P o~ 1 4___

CTA+] , B < B »| Eg —, CTA+

Esquema i

El potencial desarrollado a través de la membranadge simplificarse en 3
componentes: dos de ellas son los potencialesefintts’ v Eg” (“boundary
potentials”), desarrollados en la interface erdréikolucion de medida y la disolucién
de referencia y la membrana selectiva, respectimteneEl tercer potencial es el
potencial de difusion del ion a través de la memdrdp. La localizacion de estos
potenciales se describe en el esquema Il.

Los potenciales frontera vienen dados por las sxpnes:

Kerp: @crar Kerpr @ crps
E', = RT CTA* “'CTA E", = RT I[n _CTA" ™ CTA (2)

F c"

CTA* CTA*
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donde a:ta+ Y @”cTa+ SON las actividades del ion CTan las disoluciones de medida
y de referencia, respectivamentecfat y C” cta+ SON las concentraciones de los iones
en la interface de la membrana que esta en contaatda disolucion de medida y de
referencia; y kra+ €S una constante que describe la distribucioniatel entre la
disolucidon y la membrana selectiva al i6n. Supahdeque la diferencia de potencial
entre la membrana selectiva y la disolucién dereefda (E's) y el potencial de
difusion B son constantes, el potencial global estaria gablerpor la variacion en el
potencial entre la membrana selectiva y la diséluade medida . Ademas, si la
concentracion Gra+ en la interface se supone constante, entonce®.1a. fde la pila,

E, vendria dada por la expresion:

E=E"+ 2.303%Iogloa (2)

CTA"
CTA*

El cociente 2.303RT/F tiene un valor tedrico del58Y a 298 K. El término Ees una
constante que incluye la suma de todos los térmimegriantes en el sistema. Esta
ecuacién muestra que si una membrana es permealila aspecie idnica de forma
especifica, la representacion de la fuerza electizn E (e.m.f), en funcién del
logaritmo de la actividad del ion en la disoluci® medida debe ser lineal y con una
pendiente igual a 59.1 mV a 25°C. Si no es asiripadeberse a que otros iones
interfirieran en la medida de la f.e.m. En nues@so, la membrana construida tuvo
siempre una respuesta nernstiana a las concemteacide trabajo de CTA con
pendientes en el rango de entre -0.057 a -0.06@egcartando de esta forma la
existencia de iones interferentes en la medidpateicial.

Las medidas de calibrado de los electrodos ssideraron validas durante un solo
dia. Todos los experimentos cinéticos fueron radbs por duplicado y a una
temperatura de 29820.1 K, a una concentracion inicial fija de tenstoa y sal, y a
diferentes concentraciones de ADN, variando edimalen el intervalo de 5xT0a
1x10° M. Se encontré que la variacién de la concerdraacle CTA libre en el
transcurso del tiempo fue de caracter biexponerEstldios cinéticos preliminares de
este sistema a una concentracion fija de ADN (8"%M) revelaron que los tiempos de
relajacion permanecian independientes de la cormeih de CTAB, dentro de los
limites del error experimental, en el rango de eafraciones de 7.5 x P& 5 x 1¢ M
(véase Figura 1). Esto implica que no existen efede cooperatividad en la cinética de
reaccion, porque en presencia de estos efectos;olastantes de equilibrio ADN-
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tensioactivo (y por tanto las constantes cinétaasespondientes) serian dependientes

de la relacion de concentraciones ADN/Tensioactivo.
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Figura 1. Dependencia del reciproco de los tiempos de rédajddr; (+) y 1k, (0) con
la concentracién de CTAB. [NaCl] = 0 M, [ADN] = 58iM, T = 298.2 K.

122



2.3. Resultados y Discusion.
2.3.1. Estudio termodinamico de la Interaccion ADNFensioactivo.

La interaccion de un polielectrolito como el ADddn un tensioactivo de carga
opuesta implica, generalmente, la participacionnderacciones electrostaticas y no-
electrostaticas. Entre estas ultimas, resultaquéatimente importante la interaccion que
existe entre las colas de los tensioactivos y tasignes hidrofébicas de polimero, ya
gue estas producen cambios sustanciales en latestrdel polimero. Aunque, como es
sabido, pequefos cationes mono y bivalentes, noagmaces, por si solos, de condensar
el ADN, los cationes monovalentes de alquilamoni@anclo poseen cadenas alifaticas lo
suficientemente largas son capaces de hacerlane feficiente>*>*#34%€n el caso del
ADN, la complejacion con tensiactivos cationicos reaibido un interés particular
debido a la relacion de estos procesos con laigagibn de la macromolécula, y en
especial en relacion a la transferencia de §egeaplicaciones en terapia genéfitaa
mayoria de los estudios realizados con sistemas/#&Ddloactivo se han llevado a cabo
para determinar la influencia de los tensioactedos cambios conformacionales y en
la estabilidad del ADN***4'Cuantificar las constantes termodinamicas de iotéda
ADN/tensioactivo, nos ha parecido de interés eacréh con el establecimiento de la
contribuciones de grupo. Estas son importantes,uavez, debido a que son
fundamentales en relacion con el disefio de ligardgsaces de realizar funciones
especificad®

Como contribucidbn a este campo, en este capitelola tesis se presenta un
procedimiento para medir la energia libre de asamia ADN/tensioactivo. Este
procedimiento se empled para diferentes tensiazctilel tipo RN(CH)s™ (R = CH,
CoHs, C4Hg, CgH17, CioHos (DTAB), CigHog (TTAB), CieHss (CTAB)) con el objetivo
de determinar las contribuciones electrostaticas glectrostaticas a la energia libre de
asociacion del tensioactivo al ADN. Por otro lafiee nuestra intencion examinar si
existia alguna relacion entre la energia libre ABhgioactivo y la contribucion de
grupo CH al variar la longitud de la cadena carbonadaeatdibactivo, manteniendo la
misma cabeza polar. Nuestro método se basa enoedeisla sonda fluorescente
1-pirenocarboxialdehido, cuya asociacion con el Afzi¥ia sido estudiada previamente

en presencia de sales y codisolventes. Como saditado en la seccién anterior, y en
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estudios precedentes, el 1-PyCHO es una sondaiagiagpara verificar los cambios de
polaridad en el medi&. En presencia de tensiaoctivos, como consecuereiad
asociacion de estos con el ADN, y de los cambituasarales que estos provocan
sobre la macromolécula, la energia libre de asdeciadel 1-PyCHO al ADN sufre
cambios. La magnitud de estos cambios depende rdelo gde asociacion de los
tensioactivos con el ADN. Esta circunstancia nosnite medir la energia libre de
asociacion de los tensiactivos al ADN a partir d& ¢ambios en la energia libre de
asociacion ADN/1-PyCHO. Este procedimiento estaciehado con uno ya empleado
por Bhattachary&®y Petrov® aunque estos autores no llegaron a cuantificaméagia
libre de asociacion ADN/tensioactivo.

El equilibrio de interaccién ADN-tensioactivoefestudiado siguiendo los cambios en
la intensidad de emision de la sonda 1-PyCHO aawvéa concentracion de ADN y de
tensioactivo. El pireno y los derivados del pirezrmiten una fluorescencia menor
cuando estan enlazados al polinucleétido, debidoradeso de intercalacion de éstos
entre las bases del ADN.Este comportamiento fue verificado en presenciaates y
alcoholes, en el primer capitulo de la tesis. Ummartamiento similar se observa
también cuando los tensioactivos son afladidosdasdducion, como puede verse en la

Figura 2, en presencia de DTAB.
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Figura 2. Intensidad de emision del 1-PyCHO frente a la eatracion de ADN, G
[DTAB] = 5x10° M, [1-PyCHO] =5 x 10 M, al 8% de etanol.
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Para el estudio de la interaccion ADN-tensiocactcada experimento fue realizado a
una concentracion fija de 1-PyCHO+(€ 5x10’M) y a una concentracién dada de
tensioactivo, variando la concentracion de ADNy)(@n el rango de 5xIM a
1x10°M. En este rango, a concentraciones bajas de ADNsen trabaja a bajos
cocientes [ADN/1-PyCHOJ]/G En estas circunstancias, no trabajamos en conéisi
de asociacibn ADN/1-PyCHO aislada (véase Figura @) lo que los datos
termodinamicos fueron ajustados al modelo de side#i teniendo en cuenta la
dependencia de la constante termodinamica con teeotracion de ADN. Esta
dependencia se debe a los efectos de interaccita tios de unidn, que varia con el
grado de saturacion. De este modo, al realizajusteade los datos experimentales al
modelo de Hildebrand-Benesi, la representacioniagrafle GCr/AF+AF/A¢® en

funcién de (G+Cy), produce rectas como las de la Figura 3.
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Figura 3. Analisis de la valoracion fluorimétrica entre ADN1-PyCHO segun la
ecuacion de Hildebrand-Benesiy € 5.10'M; [DTAB] = 5x10°M; T = 298.2 K;
aexc = 356 nmiem = 468 nm.

La Figura 3 muestra desviaciones de la linealideon@entraciones bajas de ADN|C

Estas desviaciones de la linealidad son achacables proceso deuperposicion de

sitios en condiciones préximas a la saturacion del pabmea tendencia del ligando a

intercalarse entre los pares de bases del ADN, froada estructura secundaria del

ADN, del lugar de reaccion del polimero, incapaxita los lugares adyacentes para
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recibir nuevas moléculas de 1-PyCHO, y por tantciedmalo con ello mas dificil la
entrada de nuevas moléculas de 1-pirenocarboxidioleh
En todos los casos se encontrd que la intensidpddia ajustarse a la ecuaciéon que
describe el modelo de sigmoidea:
lo +1 o8 K[ADN]

SR K[ADN] @)

K=Kk € (b) (1)
1+¢€

{ ~[ADN] -h ©

J

Una descripcién detallada de como se realizarogajlegtes de los datos termodinamicos
a la ecuacion 1 se encuentra en el Apéndice | tiesis. Asi mismo, los valores de los
parametros de ajuste a la ec. 1 se recogen eréeldiqe 1.

La Tabla 1 proporciona los valores de Kmax apoadientes al ajuste de los datos
experimentales de la intensidad de fluorescencidadsonda, I, en funcion de la

concentracion de ADN, a la ecuacion 1. A partir edtos valores, se obtiene los

correspondientes d&G,,,

AG, ., =-RTInK ., (2)

126



Tabla 1. Valores de kaxy AG,,, para la asociacion del 1-pirenocarboxialdehido co

ADN correspondientes a diferentes concentracioregmsioactivos y sales de amonio

cuaternarie.

10°[CH3N(CHs)s)/ M 10K max/ M AG, ./ kJmol*
0 177 29.94
170 29.84
10 158 -29.66
100 122 -29.02
400 80 27.97
1000 59 -27.22
10°[C,HsN(CH3)s™)/ M 10%K max/ M AG, ./ kdmol*
0 177 -29.94
165 29.76
20 151 29.55
100 98 28.47
200 88 28.21
500 77 -27.88
10°[C4HgN(CH3)5')/ M 10°K max/ M AG, /| kJmol*
0 177 29.94
2 200 30.24
5 230 30.59
7 265 30.94
10 280 -31.08
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10°[CgH1N(CHg)5')/ M 10K max/ M AG,,/ kImol*
0 177 -29.94
2 208 -30.34
5 245 -30.74
7 260 -30.89
10 280 -31.08
10°[C1oH2sN(CHs)s'/ M 10°K max/ M AG, | kJmol*
0.0 177 29.94
2.0 210 -30.36
3.5 245 30.74
5.0 260 -30.89
6.0 269 30.98
7.0 272 -31.00
10°[C14H29N(CHs)s")/ M 10°K max/ M AG, ./ kJmol*
0.0 177 29.94
1.0 216 -30.43
2.0 233 -30.62
3.0 253 30.82
4.0 265 -30.94
5.0 270 -30.98
10°[C16H33N(CHs)s'/ M 10K max/ M AG, ./ kJmol*
0.0 177 -29.94
1.1 215 -30.42
1.7 235 30.64
2.2 255 30.84
3.5 265 -30.94
5.0 275 -31.0¢
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Los valores deAG,, que aparecen en la Tabla 1, representan la adfinakel

X

1-pirenocarboxialdehido por la macromolécula de Ab#ativa a las disoluciones en

las que el 1-PyCHO libre esta presen@bviamente,AG,  no pueden comparase,

directamente entre si, debido a que estas disolesison diferentes (la concentracion

de tensioactivo o sal de amonio cuaternario enegliores constante en cada titulacion y

proporciona un valor de ¥y de AG, , para cada concentracion de tensioactivo o sal

empleada). Sin embargo, cuando comparamos lasitdstconstantes de equilibrio
1-PyCHO/ADN, éstas corresponden a la afinidad dmiada por el ADN en diferentes
medios, en los que estan presentes diferentes roacienes de sal o tensioactivo. No
obstante, esto puede corregirse teniendo en cummte varia el coeficiente de
actividad de la sonda en estos medios. Las medidasolubilidad de la sonda,
1-PyCHO, a cada concentracién de tensioactivo @mglleada en los experimentos,
gue aparecen en la Tabla 2, nos permiten compadifdrente afinidad del 1-PyCHO
por el ADN AGnay en presencia de diferentes concentraciones degativos o sales
de amonio cuaternarias. Por tanto, geS la solubilidad del 1-PyCHO en ausencia de
tensioactivo (o sal), y S es la solubilidad a uoacentracion de tensioactivo (o sal)
dada, esta energia lib&5, se relaciona con el coeficiente de actividadleleiCHO, y

este ultimo con la solubilidad, teniendo en cuémtaguiente relacion:

_ _ 3)
AG =RTIny,, =RTIn—

n |

De esta forma, los valores dé5°°" que aparecen en la Tabla 3 se obtienen como:

max

max

AGZ" =AG,,, ~RTIn>
max S (4)
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Tabla 2. Valores de solubilidad del 1-PyCHO correspondisra diferentes concentraciones de
tensioactivos y sales de amonio cuaternarias.

10°[CH3N(CHs);' /M 16Solubilidad/M 10°[C,HsN(CHs)s' /M 10Solubilidad/M
0 1.87 0 81.
1 1.92 2 2.02
10 1.92 20 2.05
100 1.94 100 2.19
400 2.00 200 2.37
1000 2.13 500 2.89
10000 4.00 1000 3.77
10°[C4HsN(CHs)5' /M 10 Solubilidad/M 10°[CgH1N(CHs)s' /M 10°Solubilidad/M
0 1.87 0 1.87
2 2.19 2 2.32
5 2.48 5 2.93
7 2.68 7 3.34
10 2.97 10 3.95
10°[C1,H2sN(CHs)s /M 16Solubilidad/M 10°[C14H2oN(CHs)5 /M 16Solubilidad/M
0.0 1.87 0 1.87
2.0 2.51 1 2.10
3.5 2.99 2 2.33
5.0 3.46 3 2.57
6.0 3.78 4 2.80
7.0 4.09 5 3.04
10°[C16H3sN(CHs)s UM 16Solubilidad/M
0.0 1.87
1.1 2.23
1.7 2.44
2.2 2.53
3.5 2.89
5.0 3.31
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Tabla 3. Valores de energia libre corregida para la asigiagel 1-PyCHO con ADN, en presencia

de diferentes concentraciones de tensioactivogeyg @ amonio cuaternarias.

10°[CH3N(CHs)s' /M AG®" kImol* 10°[C,HsN(CHs)s' /M AG®" kImol*
0 -29.94 0 29:94
1 -29.92 2 29-84
10 -29.81 20 9:24
100 -29.00 100 28
400 -28.03 200 28
1000 -27.57 500 -28.2¢
10° [C4HoN(CH3)s' /M AG®" /kImol* 10°[CgH17N(CHs)s' /M AG®" [kImol*
0 99 0 -29.94
2 30 2 -30.82
5 -39 5 -31.78
7 38 7 -32.27
10 -30. 10 -32.86

10°[C1oH2sN(CH3)s TIM AGS" /kImol* 10°[C14H29N(CHs)s 1M AG®" [kImol*

max max

0.0 29 0.0 -29.94
2.0 B3 1.0 -30.73
3.5 33 2.0 -31.21
5.0 32 3.0 -31.61
6.0 -82 4.0 -31.94
7.0 92 5.0 -32.21

10°[C1eH3aN(CH3)s /M AG®" /kImol*

max

0.0 -29.94
11 0-83
1.7 1-32
2.2 181
3.5 2:81
5.0 -32.47
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corr
max

Un punto interesante a destacar sobre la Tablas 3gue AG aumenta para

RN(CHs)s" con R = CHy C;Hs, cuando aumenta la concentracion de estos iones de

amonio cuaternario. Por el contrario, para RNfgHcuando el resto R equivale a

R = GHg, GCgHi7, CioHas, CigHog ¥y CigHszs, AGSY  disminuye, al aumentar las

max
concentraciones de estas especies. De acuerddl@opuede concluirse que la cabeza
de los tensioactivos, de naturaleza polar, y ld@scmodifican la estructura secundaria
del ADN, debido a la asociacion de éstas con larona@lécula. Sin embargo, esta
modificacion es diferente en el sentido de que ch®ezas inducen un cambio en el
ADN que lo hace menos eficiente que el ADN libre disolucion (en ausencia de
tensioactivo) para unirse al 1-PyCHO. Las coladodetensioactivos, por otro lado,
producen un cambio en la estructura del ADN quealce mas eficiente que el ADN en
su conformacién nativa para unirse al 1-PyCHO. Kstarencia refleja el distinto
caracter que tienen las interacciones de las caheles colas de los tensioactivos con
el ADN. Esto estd de acuerdo con el hecho de querelN(CH),", aumenta la
temperatura de “melting” del ADN. Por el contrarias cadenas hidrofobicas de los
tensioactivos disminuyen esta temperatura, siestiodisminucion tanto mayor cuanto
mayor es la longitud de la cadefid.os efectos de los tensioactivos de cadena larga
(R > C4Hy) 0 de cadenas cortas (R = £K;Hs) pueden interpretarse de la siguiente
forma: el efecto que producen los tensioactivqgs) RN(CH)s" sobre el ADN, para
cualquier R, es inducir un cambio estructural sébmmacromolécula, de forma que la
estructura del ADN cambia. Este cambio seria priddugor las modificaciones
estructurales que producen sobre el ADN las cabelesscolas de los tensioactivos. De
acuerdo con ello, puede suponerse que existenpisde ADN en disolucion: ADN
libre y ADN enlazado al tensioactivo. Estos do®gigle ADN se unirdn a la sonda,
1-PyCHO, con diferente afinidad. En este sentid@nergia libre corregida de union de
la sonda seria diferente para cada clase de ADNvakti@acion de la energia libre
corregida de interaccion del 1-PyCHO con el ADN famcion de la concentracion de
tensioactivo, puede predecirse segun la siguientacgdn (véase apéndice IlI):

AG corr + AG corr lliz K ;DN [T]

max,1 max,2
AGys = o (5)
1+ Ko [T]

1
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En esta ecuaciomAG;*™" es la energia libre corregida de asociacion eé@y@QHO al

ADN en estado 1 (libre de tensioactiva);™" corresponde a la energia libre corregida

para la union del 1-PyCHO al ADN en estado 2, erugl el ADN esta unido al
tensioactivo. Ky K;, son las constantes de equilibrio de la sondayQH®, al ADN

libre de tensioactivo y al ADN unido al tensioaotiwvespectivamente. Finalmente,

K on €S la constante de equilibrio de union del teativo al ADN.

K T
ADN +T DDDDD;BEJ (ADN/T) (Esquema I)

Por tanto, la aplicacion de este modelo a la vimade energia libre corregida
1-PyCHO/ADN, con la concentracion de tensioactinos permite determinar las
constantes de afinidad de los diferentes tensiazctl ADN. Noétese que esta ecuacion
puede simplificarse en la ecuacion dada para eletnode dos estados, en el caso
particular de que la afinidad del 1-PyCHO por elMBn el estado 1, representada por
la constante de equilibrio;Kno sea muy diferente a la de la sonda por el etaé,

(Ko/K;1[11). En este caso, la ecuacion 5 quedaria como:

Ao = (BG), +K Loy (BGE) Loy [T] "
e 1 + K ZDN [T]

De hecho, en primera aproximacion podria supongiéga la ecuacion 6 para el ajuste
de los datos deAG*"ax Ya que los valores de.#K; que predice la ecuacion 5 estan

corr
max frente

comprendidos en el intervalo de 1.00 a 1.18. Etajde los valores
a la concentracion de tensioactivo segun la ecodgigorrespondientes a los diferentes
tensioactivos presentes en este estudio, del tifCR3)3" (R = CHs,, CHs, CiHo,

CgH17, CioHas (DTAB), CiaH2g (TTAB), CigHss (CTAB)), se muestra en las figuras 4A

a 4G, respectivamente.
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Figura 4. AG™"./kJmol® de la interaccién del 1-PyCHO/ADN vs. [RN(€K]. Los
puntos rojos representan los datos experimentalesiinea azul es el mejor ajuste a la
ecuacion 5. Las figuras de la A a la G, corresporadéos tensioactivos con R = gH
CHs, CsHg, CgHiz, CiHzs (DTAB), CisHzg (TTAB) 'y CieHss (CTAB),

respectivamente.

134



Las figuras 4A y 4B; y 4C-4G muestran que laslo@s en la energia libre corregida,
al variar la concentracion de tensioactivo, vansentido opuesto cuando se trata de
tensioactivos de corta o larga cadena, como se iomn@reviamente. Algo similar
ocurria con los alcoholes a fracciones molaresipbajo y por encima del minimo dado
por la fraccion molar méagica,X De cualquier forma, a partir de los valoreskdg,,,
la energia libre asociada al equilibrio ADN/T déscmpor la ecuacion 7, puede

obtenerse como:

AG 5y =—RTINK ;5 (7)

La Tabla 4, permite una comparacién de los valot#enidos deAG apn Y de Ko/K1
correspondientes al cociente entre la constanteqiglibrio del 1-PyCHO al ADN libre
(K1) y enlazado al tensioactivo {K procedentes del ajuste de los datos experingantal
de AGnax”" a la ecuacion 5, junto con los valores obtenidelsajliste de los datos

experimentales a la ecuacion 6 (suponiengd& K= 1).

Tabla 4. Valores deAG' apn Obtenidos del ajuste de los datos/M&n. " frente a la

concentracion de tensioactivo, RN(§#1, a las ecuaciones 5 y 6.

N° Carbonosen R AG,;, /kJmol™  Ki/K; AG oy /kImol™

1 8%.(a) 1.18 -15.49 (b

2 43(a) 1.16 -17.83 (b

4 -20.(a) 1.00 -20.4% (b

8 94 (a) 1.02 -21.9Y (b

12 2P @) 1.02 -22.84 (b)

14 28 () 1.04 -24.48 (b)

16 25 @) 1.03 -24.08 (b)
(a) Datos obtenidos del ajuste 8" .« vs. [T] a la ecuacion 5.
(b) Datos obtenidos del ajuste N&“°"ax vs. [T] a la ecuacion 6.
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La Tabla 4, muestra como los valores de energie, &' Ao, obtenidos por ajuste de
los datos de la energia libre corregida 1-PyCHO/AQDE aparecen en la Tabla 3, al
modelo de dos estados descrito por la ec 5, estdnug buen acuerdo con aquellos
obtenidos segun el modelo simplificado, suponiegde K=K, (ec.6), para >4,

siendo n el numero de atomos de carbono del restel Rensioactivo. Sin embargo, el
acuerdo es algo peor para tensioactivos con nl4nd. representacion grafica de las
energias libresAG'apn), Obtenidas por ajuste de los datos experimentalasea. 5,

frente al nUmero de atomos de carbono en R, apareleeFigura 5:

-14

-16

-18

-20 4

-22 4

AG',, /kImol™

24 -

-26 T T T T T T T T

N° de atomos de C

Figura 5. Energia libreAG},, , de la interaccion ADN-Tensioactivo vs. al nimdeo

atomos de carbono de la cadena alquilica R.

A partir de la Figura 5, puede deducirse que airpede n> 4, existe una buena
correlacion lineal entre la energia libre de asméia del tensioactivo al ADN vy el
namero de atomos de carbono de la cadena. En caeibiel caso de las sales de
amonio cuaternarias de n = 1 y 2, se observa gelevdtores de energia libre de
asociacion se desvian de esta correlacion. Ademastercepcion (n = 1) de la recta
correspondiente a los tensioactivos de “cadena’lgpgoporcionaria un valor de la
energia libre para el N(GH' de -19.2 kJ mdl . Este valor deAG,, es menor que
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aquel que se obtiene directamente del ajuste ddams deAG™ . 1-PyCHO/ADN
(ec. 5) para el ion tetrametilamonio, aunque noewdif demasiado de este valor,
-14.9 kJ mot. Estos hechos implican que, estrictamente habladodoefectos de las
colas y las cabezas de los tensioactivos no sdiv@gjiaunque no estan muy alejados
de serlo A partir de los datos de la Figura 5, se puedengbteademas, la contribucion
a la energia libre de asociacion tensioactivo-ADBr mada grupo CkH Esta
contribucién resulta ser de -0.36 kJ thol

Por otro lado, la contribucién de la cabeza teekioactivo es de -19.2 kJ.riol
(extrapolada a n = 1, véase Figura 5), de tal fogwa la mayor contribucién a la
energia libre de asociacion corresponderia a éaa@otion electrostatica entre la cabeza
del tensioactivo y el ADN. De hecho, teniendo eanta la contribucion de grupo a la
energia libre de la interaccion de las colas padtalarse (o ser mayor) a la interaccion
de la cabeza polar del tensioactivo para GzHey.

Un segundo procedimiento para medir la energiae lide asociacion ADN-
tensioactivo, fue llevado a cabo como apoyo algutsaiento anterior basado en el uso
del 1-PyCHO como sonda fluorescente. Este nueveedmmiento se basa en el hecho
de que si los tensioactivos producen cambios cordoionales en el ADN desde la
forma extendida a la globular compacta, estos casnpodrian generar también un
cambio en la viscosidad de la disolucion que lostiene. De acuerdo con ello, se
realizaron medidas de la viscosidad de disoluciaoeseniendo una concentracion fija
de ADN, mientras se variaba la concentracion dsidentivo. Estas medidas fueron
realizadas, Unicamente, para el caso del CTAB. ressiitados obtenidos para una
concentracién de [ADN] = 2xI0M y otra de 1x1d M, se muestran en la Figura 6. Los
valores de viscosidad asi obtenidos fueron ajustag@lola ecuacion 8, que es

formalmente similar a la ec.6:

— Maon + K 2onMaon[T] (8)
1+ K on[T]

n
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n/mPas'
n/mpPas’

116

T T T 1.3 & T T T
0 2e-5 4e-5 6e-5 0 2e-5 4e-5 6e-5 8e-5

[CTABIM [CTAB]/M

Figura 6. Viscosidades de disoluciones ADN-CTAB vs. [CTAB& concentracion de
ADN es constante en los experimentos. (A) [ADN] @ M. (B) [ADN] = 1x10* M.

A partir de la ecuacién 8, puede obtenerseigtante de equilibrio de interaccion del
tensioactivo al ADNK ., Y a partir de esta Gltima, la energia libre decéacion del

CTAB al ADN (ec. 7). El valor promedio (correspoedie a las diferentes

concentraciones de ADN empleadas) fue de -26.4dk3.rRste valor es muy cercano al
obtenido por el procedimiento expuesto anteriormebiasado en los cambios de
intensidad de fluorescencia del 1-PyCHO, que fu€8® kJ.mot.

Como conclusion a nuestro estudio termodinamicdadmteraccion de ADN con
tensioactivos catidnicos, puede indicarse que skekarrollado un procedimiento con el
que ha sido posible obtener la energia libre deiasion de los diferentes tensioactivos
al ADN (AG'apn). De acuerdo con los resultados obtenidos, lassd@rmodindmicos
reflejan, de manera indirecta, que los tensioastiycsales de amonio cuaternarias,
inducen un cambio conformacional en la estructuezh ADN. Estos cambios son
consecuencia de las interacciones electrostatiocas & cabeza polar y los grupos
fosfato, y las no-electroestaticas de las colas e€om®DN, que actian de forma
cooperativa. Estos cambios parecen ser diferesesl caso de tensioactivos de cadena
corta (n < 4) y de “cadena larga” tnh4), en el sentido de que las interacciones
electrostaticas de las cabezas polares produceambio en el ADN que lo hace menos

eficiente para la unién de la son o ax disminuye al aumentar la concentracién de
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tensioactivo). Por el contrario, las interacciodedas colas aumentan la afinidad de la
sonda 1-PyCHO por el ADNAG™"max aumenta, al hacerlo la concentracion de
tensioactivo). Ademas, las interacciones de lagascyllas cabezas de los tensioactivos

resultan aditivas para RN(GH'con R> C4Ho. Este hecho ha permitido separar las

contribuciones de grupo para tensioactivos de @atarga”.
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2.3.2. Estudio de la cinética de interacciéon ADN-tsioactivo.

El estudio sistematico de las interaccioneseetgnsioactivos pertenecientes a una
serie homodloga del tipo alquiltrimetilamonio, R-N{§)s con ADN, usando 1-PyCHO
como sonda fluorescente, nos ha permitido deterrfasaconstantes termodinamicas de
interaccion ADN-tensioactivo, y, al mismo tiempe bkan conseguido separar las
contribuciones electrostéaticas y no-electrostatiata energia libre. Estos resultados se
interpretaron teniendo en cuenta un modelo queagaaen la idea de que cuando los
tensioactivos estan presentes en una disoluciéhDi¢, surge como resultado de su
interaccion una mezcla de dos estados conformdemren la macromolécula, la
conformacion extendida tipica del ADN en disoluca@uosa y el estado globular. La
proporcion de ADN en ambos estados es dependienka concentracion y el tipo de
tensioactivo presentes en el medio. De acuerdol@@sperable, la energia libre de
asociacion de la sonda, 1-PyCHO, con el ADN, esgreia de tensioactivos, resulta
ser el promedio de las que corresponden a laasogide la sonda con cada uno de los
dos estados diferentes del ADN. Dicho promedio, popuesto, depende de la
proporcion de los dos estados del ADN que, a sudezende de la concentracion de
tensioactivo.

En este apartado de la tésis se presenta uiceslel la cinética de la interaccion del
ADN con el tensioactivo CTAB. Los resultados obdes, aconsejaron, como se vera
mas adelante, estudiar la influencia de una s&|Nabre dicha cinética.

El estudio cinético se realiz6 haciendo uso e técnica potenciométrica. Para ello,
se construyeron electrodos selectivos al tensiaa@irAB. Estos electrodos constan de
una membrana preparada empleando el par idnicaon@A'-tetrafenilborato. El
tetrafenilborato se eligié de entre otros posilae®nes, como el SDS, para formar el
par iénico, porque se comprobd que este anioncapaz de formar pares idnicos
estables con el resto de las sales de amonio nasdtey tensioactivos empleados en el
estudio termodinamico, descrito anteriormente. EH$tomo permitiria realizar un
estudio posterior de la cinética de interaccion AeNsioactivo variando la longitud de
la cadena del tensioactivo, sin necesidad de Viasaczaracteristicas del contraion de la
membrana.

La variacion de la fuerza electromotriz delesisd, f.e.m, en el transcurso del tiempo,

se transformd, en variacién de la concentracioriedsioactivo libre con el tiempo,
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mediante el uso de un procedimiento de calibradopsdo. La respuesta de la
membrana fue siempre nernstiana al variar la cdram@an de CTA. Las pendientes de
las representaciones de la f.e.m. frente al logAGariaron desde -0.057 hasta

-0.060 V. Un ejemplo de estas representacionesepan la Figura 7.

0.03

0.02 4

0.01 +

0.00 +

-0.01 A

e.m.f/V

-0.02 A

-0.03 A

-0.04 T T T T
-5.2 -5.0 -4.8 -4.6 -4.4

log[CTA"]

Figura 7. Recta de calibrado, emf vs. log[CTAe.m.f = -0.2821-0.0585xl0g[CTA),

para una concentracion de sal [NaCl] = 0.02 M.
En todos los casos, el cambio en el tiempo d®iaentracion de tensioactivo fue de

caracter biexponencial:
-t -t

[CTA*]=A," +Ae" (1)

Un resultado tipico de un experimento cinéticaeqaen la figura 8.
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Figura 8. Ajuste de [CTA] frente al tiempo, t, para un experimento cinétiéa azul
aparecen los puntos experimentales, mientras ajlieda negra representa el mejor
ajuste de los datos experimentales a la ecuacion[CTA*] = 2x10°M;
[ADN] = 2.5x10°M; [NaCl] = 0.01M.

La cinética de la union de los tensioactivos ebADN se caracteriza por presentar
dos tiempos de relajaciorg, y 7,. El comportamiento cinético del sistema es
consistente con un proceso en dos etapas (véasenesgl), como se observa
frecuentemente en estudios cinéticos concernientasasociacion de otras especies al
ADN?>?:

k k
ADN +T. 52 (ADNIT) 70 5 (ADNIT),  (Esquema )
-1

-2
Puede demostrarse que la dependencia del recigebtiempo de relajacion corto,;t1/
con la concentracion de ADN (en exceso) vendria qhad?

L _k aDN]+k )

1
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Por tanto k, y ki1 pueden obtenerse a partir de la representacidicayde 1f,vs.

[ADN]. La Figura 9, muestra uno de estos ajustes.

0.9

1h,(sY)

0. l T T T T T
2e-4 4e-4 6e-4 8e-4 le-3

[ADN)/M

Figura 9. Dependencia del reciproco de tiempo de relajacidro, 1k,, con la

concentracion de ADN segun ec. 2 ([NaCl] = 0.01 M).

Por otro lado, la dependencia del reciproco deigmde relajacion largo, X, , viene
dada pot*:

1 _ k,Ky[DNA]

1, 1+K,DNA] 2 3
3)
k
K, = &
kg, b)

Consecuentemente; ¥ k, pueden obtenerse del ajuste de,14 la ecuacion 3, una vez

que los valores dei ly k; son obtenidos del ajuste lineal (ec. 2), de tahfoque K es

un parametro conocido (véase la Figura 10).

143



0.09

0.08 - b

0.07 +

0.06 -

1h,(sY)

0.05 4

002 T T T T T
2e-4 4e-4 6e-4 8e-4 le-3

[ADN]/M
Figura 10. Dependencia del reciproco del tiempo de relajatabgo, 1t,, con la
concentracion de ADN ([NaCl] = 0.001M).

Los valores de k ki, ko y kp, obtenidos por el procedimiento mencionado
anteriormente, aparecen en la Tabla 5. Los valdeelks constantes termodindmicas
individuales del primer paso (K segundo paso @Ky global (K), correspondientes a la
interaccion del CTAB segun el Esquema |, apareeeagidos en la Tabla 6. Los datos
de los inversos de los tiempos de relajacion cotte, y rapido, 1f, a cada

concentracion de NaCl estudiada, se recogen ep@idice V de la tesis.

Tabla 5.Constantes de velocidad para la interaccion deN &Abn CTA'.

[NaClj(M) KM7s?) 10%k.4(sY) 10 ko(s!) 10 ky(sh

0.000 939 140 866 39.
0.001 732 115 720 as.
0.003 597 100 591 2.
0.010 443 90 415 6.1
0.020 33 19 96 0.55
0.050 29 22 20 0.10
0.100 8 19 17 0.06
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Tabla 6Constantes de equilibrio para la interaccion d@NAcon CTA'.

[NaCl(M) 10*KMM™) 10°K; MY Ko

0.000 3.6 6.5 4.6
0.001 3.5 6.0 4.8
0.003 3.5 6.0 4.8
0.010 3.4 4.5 6.7
0.020 3.1 1.8 17.4
0.050 2.7 1.3 20.0
0.100 15 0.4 32.0

Como puede verseen la Tabla 6, todas las constantes de velocidagrdeeso
disminuyen al aumentar la fuerza iénica (NaCl)aldisolucion que contiene al ADN y
los tensioactivos.

La disminucion deikcon la concentracion de NaCl esta en la lineanaegtal de que
la fuerza impulsora de la union de los tensioasticon el ADN es de naturaleza
electrostatica. Este resultado resulta esperabiginsla teoria clasica sobre el efecto
salino. Esto es, en todos los casos se observéeoto ealino negativo. De hecho, de

acuerdo con la ecuacion de Bronsted-Dehys logaritmo de la constante de velocidad

deberia disminuir proporcionalmente segun el faﬁtqz+2_|\/l_/(1+ \/T)I

2AZ.Z |

Z,

En esta ecuacionk,es la constante de velocidad a fuerza ionica clroes la

constante de Debye-Hiickel (~0.5”mol™? en agua a 298.1 K); y.Zy Z son las
cargas de los iones que participan en la reacdor (-1 para el tensioactivo). En el
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caso del ADN, dado su caracter polielectroliticeula dificil establecer un valor para

Z.. En cualquier caso, la Figura 11 muestra que eexietr correlacion lineal entre el

log (ki) y\/T/(1+ \/T)

35

3.0

2.5 1

2.0

log (k)

1.5 A

1.0

0.5 T T T T T T
0.00 0.05 0.10 0.15 0.20 0.25

Il/2/(1+|l/2)

Figura 11. Ajuste de log. k vs. \/T/(1+\/T). | representa la fuerza i6nica de la

disolucion.

Por tanto, la fuerza impulsora de la union ARRN#ioactivo (proceso directo del

primer paso del mecanismo dado por el Esquema écpaser de naturaleza
electrostatica. A partir de la pendiente de laarekig (k) vs. \/_I/(l+ \/T), gque aparece

en la Figura 11, puede obtenerse la cafgativadel ADN que sienten las moléculas de
tensioactivo. El valor de la carga efectiva encoidr fue Z= 9, el cual parece
razonable: a pesar de la elevada carga que tienmlécula de ADN, el efecto de
apantallamiento que ejerce el electrolito sop@tgna concentracion relativamente alta,
en la proximidad del ADN, da lugar a que la moléacde tensioactivo en su
acercamiento sintiera una carga menor de la malédel ADN, cerca del punto de
union.

Respecto a los valores dg, ka Tabla 5, muestra que la constante de velocidad
igual que lo que ocurria con,ldisminuye al aumentar la fuerza idnica. Sin embalia

disminuciéon de k es mas marcada que la disminucién de, lsiendo estas
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disminuciones de dos y un orden de magnitud, réspetente. Esta variacion en k
k.1, produce una disminucion de la constante de équilindividual del primer paso,
K, (esquema I), como puede verse en la Tabla 6.

La disminucion de .k al aumentar la fuerza ionica resulta contra-inajtsi se
considera el primer paso del mecanismo como lalsimpidén (paso directo,1k o
separacion (paso inversoy)kde cargas de signo opuesto. Es decir, considerknd
unién/separaciéon de las cabezas polares de lagdetigos, cargadas positivamente, y
los grupos fosfato del ADN, cargados negativamesgegesperaria un efecto salino
positivo en k. El hecho de que _k disminuya al aumentar la concentracion de
electrolito soporte, que en principio puede resutarprendente, puede explicarse
atendiendo al caracter hidrofébico de las caderagedsioactivo. Es importante
destacar que en el producto resultante del prinaso mle la reacciorel complejo
(ADN/T),, (esquema I), intervienen las interacciones habicfs entre las colas de los
tensioactivos, asi como las existentes entre l#ss op los restos hidrofébicos que
componen la molécula de ADR La participacién de las interacciones hidrofébieas
la formacién del primer complejo (ADN/T)implica una estabilizacion adicional del
estado final, (ADN/T)) Esta estabilizacion se incrementa al aumentéudeza ionica,
debido al conocido efecto de “salting-out” de lotuts hidrofébicos® Es interesante
destacar que, de acuerdo con esta explicacién)gdraminucion de kal aumentar la
concentracion de sal, las interacciones hidrof@Gestarian ausentes en el estado de
transicion o, al menos, serian menos importantesegtas en el estado final (ADN/T)
Posteriormente se volvera sobre el efecto salifo;en

La constante de velocidad, kse corresponderia con el proceso de cambio
conformacional del complejo ADN/tensioactivo formacen el primer paso del
mecanismo, (ADN/T) hacia la conformacion final del complejo (ADN{T)
Obviamente, k corresponderia al cambio conformacional del pmdegerso’’ Estos
cambios configuracionales son relativamente lensos,embargo implican cambios
microscopicos correspondientes a pequefias porctn@ON suficientemente rapidos,
dado que la configuracion final del complejo seaa#a en un tiempo razonable. Si
estos cambios micro-configuracionales estan caudod por difusion, un aumento de la
concentracion de sal produciria un aumento endeosidad, que haria més dificiles
tanto el proceso directo como el inverso del segyabo del mecanismo. De acuerdo
con el tratamiento de Smoluchowsky para las reaesi@ontroladas por difusitla
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constante de velocidad para esta clase de proesswsersamente proporcional a la

viscosidad del medio de reaccién)® En principio, es dificil demostrar que este
efecto es el que determina la disminucién dey lk, porque dichas constantes de

velocidad deberian relacionarse conviacosidad local ... Sin embargo, se ha

realizado una estimacion de esta viscosidad laglirs el siguiente procedimiento: la
concentracion de los contraiones {Nen la vecindad proxima al ADN puede calcularse

suponiendo una distribucion de Boltzman para esioga-iones:

Na* _
[ +]ADN — g WFIRT 5)
[Na" ],

donde¥ es la diferencia de potencial electrostatico eetréDN y el “bulk”. Los
valores (negativos) d&’ fueron tomados de la bibliografflaA partir de los valores de
[Na']lapn puede estimarse la viscosidad local, suponiendo eguéa misma que la

viscosidad de la disolucién de NaCl a la misma eatracion ([N&]apn ):

11local = T].511;]u.51(:|'_i_ A[Na+]1A/[§N + B[Na*-]ADNI )
A(1*?mol™?) = 0.0062 (6)
B(Imol ™) = 0.082

Esta suposicion parece adecuada porque la catitsiibdel ion cloruro a la viscosidad
es pequeia, como corresponde al pequeio valoodétiente B de Jones-Dole para
este ior! En otras palabras, los cambios en la viscosidadl Ison principalmente
debidos a la concentracion local del ion” Na

Una vez que se obtienen los valores de la idaddocal por este procedimiento, las
constantes ky k., pueden representarse graficamente frente a logesalel inverso de

la viscosidad local , %,,., de acuerdo con la ecuacion de Smoluchowsky. Gmmede

verse en la Figura 12, existe una correlacion lisatre las constantes de velocidad del

segundo paso del mecanismo y,}/, lo que parece apoyar la idea de que taptmino

k., corresponden a cambios configuracionales contosladr difusion.
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Figura 12. Constantes directa e inversgsky k,(¢), correspondientes al segundo paso
de la reaccion (vease esquema ) vaodl/Mioc €S la viscosidad local estimada como se

indic6 en el texto.

Una vez que las concentraciones de los iones hém sido estimadas, puede
considerarse, con mas detalle, la variacion ewohstante de velocidad;kDe acuerdo
con la discusion previa de este parametro, suacianase relaciona con el incremento
en las interacciones hidrofobicas de las colamsliéensioactivos, debido a la presencia
de las sales. Este incremento en las interaccioidesfobicas es una consecuencia del
efecto de “salting-out” de las sales sobre los teslthidrofébicos. Estos efectos de
“salting-out”, implicarian la existencia de unaa@bn lineal entre log K vy la
concentracion local de los iones NRor tanto, segun la ecuacion de Bronsted, en este

caso:

_ Y (DN, (7)
log(k_,) =log(k_,), +log———
og(k_,) =log(k_,), +log (4 2),

y de acuerdo con Setcherféw
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logy, =K L[NaCl| (8)

Consecuentemente:

logk _, =log(k_;), + AK S[NaCI] a)
)

b
AK ¢ =(K S)(ADN/T), - (Ko )

Como puede verse en la Figura 13, la ecuacion 8arsple aceptablemente:

-0.6

-0.8 4

-1.0 4 (]

-1.2 4

log(k_,)

1.4 4

-1.6 A [}

-1.8 T T T
0.0 0.2 0.4 0.6

[Na*]/M

Figura 13. Ajuste de log.k, la constante de velocidad inversa del primer pasda
ec. 2, vs. [N§, la concentracion local del cation sodio.

Esto apoya la hipétesis de la causa de los camshis cuando la concentracion de sal

varia. Ademas, la disminucion en &uando la concentracion de sal aumedts (<0),

implica que el efecto estabilizante de las inteémaes hidrofobicas (estabilizantes) es
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mayor en el estado inicial de la reaccion invek@dN/T),, que en el estado de
transicion, de acuerdo con la explicacion cualitatiada anteriormente.

Finalmente, respecto a las constantes de eqgailitdividuales de los pasos | y Il en
el esquema I, la Tabla 6 muestra quedisminuye al aumentar la concentracion de sal.
Esta disminucion es claramente consecuencia délohde que los cambios en esta
constante de equilibrio estan principalmente cdexdias por la variacion de kque a su
vez depende de las interacciones electrostatica®e égs cabezas polares de los
tensioactivos y los grupos fosfato del ADRr otro lado, la constante de equilibrio del
segundo paso, K aumenta al hacerlo la concentracion de sal. Esteportamiento
compensa, al menos en parte, la variacion grd&tal forma que las variaciones de las

constantes de equilibrio global del proceso, K, rebativamente menores:

K :K1(1+K2) (10)

Donde la constante de equilibrio global:

K
ADN +T""" - (ADN/T) (Esquema II)

Es importante destacar que el valor de la catestde equilibrio K, en ausencia de sal,
obtenido del ajuste de los datos cinéticos al misganpropuesto (Esquema 1), esta de
acuerdo con el valor obtenido para este pardmepartr de la constante promedio
obtenida a partir de las medidas de viscosidads ywé#aiaciones de fluorescencia del
1-PyCHO al interaccionar con el ADN, en presenceéa @TAB (apartado 2.3.1),
K = 34000 M*, donde el valor de la constante de equilibrio,céénida, proviene de
un método puramente termodinamico. Este hechoatider al mecanismo propuesto

ya que la ec. 10 es consecuencia de dicho mecanismo
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Como conclusion a este estudio, puede indicarsesquha propuesto un mecanismo
reversible en dos pasos para la unién de los t@etsros al ADN. Se ha encontrado que
el proceso directo del primer paso esta controfamtolas interacciones electrostaticas
entre las cabezas polares de los tensioactivos grigos fosfato del ADN. El proceso
inverso es dependiente de las interacciones hidicE#® de las colas de los
tensioactivos, una vez que se han unido al ADNseglundo paso, tanto en el sentido
directo como en el inverso, se trata de un cambiafocmacional controlado por

difusion.
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3. INTERACCIONES NO-COVALENTES NANOPARTICULAS-ADN:
ESTUDIO CINETICO Y TERMODINAMICO.

3.1. Introduccién y Antecedentes.

Un gran numero de aplicaciones en el area destigacion de la nanotecnologia estan
relacionadas, directamente, con la asociacion depaaticulas metalicas a pequefios
ligandos tales como azUcarey tensioactivo$ proteina$ dendrimerosy ADN.°

En general, las nanoparticulas se han emplead® l|p construccion de nuevos
materiales, el desarrollo de bioensayos y comerigs multivalentes para estudios de
diferentes interacciones sustrato/ligando. Cabdadas el potencial empleo de las
nanoparticulas para el diagndstico y tratamientoenfermedadés la deteccién de
agentes patégeripsel transporte de sondas y medicameéhtgsla fabricacion de
biosensored’ De todas ellas, las nanoparticulas de oro sore & metalicas, las mas
estables en disolucidn. Se caracterizan, ademas, ppesentar una excelente
biocompatibildad con moléculas como el ADN. Lascgaiones de las nanoparticulas
de oro son especialmente prometedoras en el camjmorehnotecnologia debido a sus
extraordinarias propiedades estructurales, elacasn Opticas, magnéticas Yy
cataliticas* Estas caracteristicas son, precisamente, lasapenta las nanoparticulas
muy diferentes de aquellos sistemas constituidodgsomateriales que las componen
por separado. Frente a las particulas metalicaplesmo semiconductores, las
propiedades que presentan las nanoparticulas, revagieno son sélo las propias del
cluster metélico que constituye el nacleo centeasud estructura, sino también aquellas
propiedades referentes a las de las moléculasioagague constituyen la mono-capa,
cuya funcién principal es conferir estabilidad aekdructura y evitar la formacién de
agregados metalicos. Mas especificamente, las adimpas de oro constituidas por
alcanotiolatos como agentes protectores, han decibécientemente, una atencion
considerable debido a que éstos agentes configgascventajas al sistema. Algunas
de ellas son: (i) alta estabilidad; (ii) solubiliden agua; (iii) funcionalizacion versatil y
flexible y (iv) simple caracterizacién mediantertiéas analiticas estandare§RMN,
UV-Vis y MET).

Durante las ultimas décadas, diferentes autbees dirigido sus esfuerzos a la
preparacién de nanoparticulas covalentemente uritl@DN.>® La mayoria de los
estudios que implican nanoparticulas covalentemamitias con ADN se han llevado a

cabo con moléculas de ADN de pequefio tamafio y raligjedtidos. En particular,
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resulta de relevancia fundamental para mejorarelectvidad y sensibilidad de los
sistemas de detecciébn de ADN, el estudio de laddmamica de los procesos de
hibridacién-deshibridacién de cadenas de ADN uniaslentemente a nanoparticulas,
asi como el estudio de la formacién de posibleggagtos de nanoparticulas. Las
transiciones implicadas en los procesos hibridddashibridacion de la molécula de
ADN unida covalentemente a la nanoparticula, ptaseourvas de “melting” muy
pronunciadas. Esto dltimo hace que el uso de laspaaticulas como sistemas de
deteccion de macromoléculas como el ADN sea mwratite, en cuanto a lo que la
selectividad se refiere, siendo estos Ultimos regj@ue otros sistemas que emplean
fluoréforos en lugar de nanoparticulas para lactaie de la macromolécula. Ademas,
se ha encontrado que la disociacion de la dobleahen sistemas que contienen
agregados de moléculas ADN/nanoparticula es detear@operativo, en el sentido de
que la disociacion de una cadena de ADN en el adeetavorece la disociacion de la
siguiente, conduciendo a estructuras mas dispersassolucion. Jin y colaboradotés
han desarrollado un modelo tedrico para la evabmade la importancia relativa que
tienen diversos factores, en los procesos de agféegade nanoparticulas
covalentemente unidas a oligonucleétidos. Alguresstos factores son: el tamarfio y la
posicién de unas nanoparticulas respecto a oramricentracion de ADN, y el efecto
del medio. Es importante destacar que, en este lmoger término “melting”, se
entiende “aquel proceso que implica la deshibriacilel ADN que esta unido
covalentemente a la nanoparticula.” Cabe destaoatp se menciond anteriormente,
gue los procesos de melting que se producen entdaaccion entre sistemas de
nanoparticulas funcionalizadas con oligonucledtidiieren de aquellos que ocurren
en otros sistemas mas simples. Asi, el mecanisnestds procesos (véase esquema I)
esta controlado por dos factores clave: (i) la gwem de multiples cadenas de
polinucledtidos por cada par de nanoparticulascyostancia que favorece la
agregacion del sistema) y (ii) una progresiva dismmion de la temperatura de melting a
medida que la deshibridacion ocurre (se abrenddsras de ADN), debido, entre otros

factores, a la reduccion que conlleva este proerda constante dieléctrica local.
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El modelo propuesto por frparte de la suposicién de que inicialmente existaohas
nanoparticulas por agregado, y que cada parejaadeparticulas esta unida por
multitud de hebras dobles de ADN. De esta forms,ttansiciones de melting del
sistema podrian describirse mediante un mecanismasegie en multiples pasos
sucesivos, donde el numero de etapas en el meaarmdspenderia del numero de
oligonucleodtidos existentes por nanoparticula. Cpdso del mecanismo supone la
disociacion de una hebra de ADN, Q, y la liberaaiéncontraiones, S. Este proceso se
describe suponiendo que inicialmente, todas laepwticulas se encuentran agrupadas
en un solo agregado. La concentracion de nanoplagien el agregado se denota como
D;, donde el subindice i indica el numero de oligtedtados por nanoparticula que
permanecen unidos, covalentemente, al resto depadfmulas del agregado. Este
namero es caracteristico de cada grupo de nanoylagj cuya concentracién se define
como D. Asi, el proceso de hibridacion/deshibridacion deuelescribirse segun el

esquema.

] D|§D3a .
D D, +Q+nS;

3.omo

K>

D, 5 g D,+Q+nS;
K1

D, m'g Do +Q+nS.
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siendo n, el nimero de contraiones que quedarsldmedisolucion por cada cadena de
oligonucledtido; N, es el numero total de cadenliggooucledtidos que existen por
nanoparticula, en el agregadoj Bpresenta el estado final en el que se ha prdol@ti
“melting” de todas las cadenas de ADN, quedandmedgado inicial (R) en forma de
nanoparticulas dispersas en disolucion. El progksmal de “melting” del sistema viene

dado por:

D,’”" > D, +NQ+nNS

N _omo

Esquema Il

La fraccion que hay en el estade &e calcula como:

f :&: DO = 1 (1)
D; D, >.D
DO

donde 3 es la concentracion total del agregado. A pardr esquema I, puede
deducirse el valor dgDi/Dy como:

2.0 Do D D, Dy Dy =1+ Qs’ + Q’s™ + Qs” + Q's™ 2

Yo
D, D, 0 0 0 D, K, KK, KKK, K K.K;....Ky

Sacando factor comin QR q:

D. 2@2n N-1c(N41)n
2 L =1+ QS 1+QSn £ Q5 o Qs (3)
D, K, K, K,K, " K,K,..K,

Experimentalmente se comprueba que la concentrdocal de sal en el agregado
disminuye de forma gradual al tener lugar la dsciéin de las hebras de ADN; y esta
disminucién en la concentracién de sal, que coallema bajada en la constante
dieléctrica local, provoca una disminucion de iageratura de “melting” del sistema.
Estos hechos fueron claves para suponer un meaanispoperativo para la

disociacion/agregacion de las nanoparticulas de emoel que el primer paso del
mecanismo lleva asociada una temperatura de meftay®r, y por tanto una constante

de equilibrio mas pequefia que el siguiente paasj gucesivamente \KKn.1<....<Kj.
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Esto supone que el dltimo término en la ecuaci®@erda dominante siempre que la
temperatura de “melting” disminuya, progresivamerdletener lugar cada paso del
mecanismo (véase esquema ll). Por consiguienseuiacion 3 se simplifica:

D N cNn
2.0 __,, Qs (4)
D, K, K,K,..K,

La constante de equilibrio global K, esta relactmeaon las constantes de equilibrig K
asociadas con cada paso del mecanismo:

N onN
Q'S (5)
K K,K ... K

1.
K

Teniendo en cuenta las ecuaciones 4 y 5, la fradoiél de agregado en el estadp D
puede expresarse en funcion de la constante dibeiguilobal como:

f=—-— (6)

l+i
K

La relacion entre la constante de equilibrio indiisl de cada paso,,l la temperatura
de “melting” del sistema viene determinada poexpresién de Van Hoft:

Ki:QSnEX;{—AHi(l— ! D ()
R \T T,

donde T,; se refiere a la temperatura de disociacion del pagdefinida como

Ki/QS'= 1 cuando T = J;). La entalpia total del procesbH,; (ec. 8) se obtiene
suponiendo que esta es el resultado de la sumasdentalpias individualegyH;,

correspondientes a cada paso del mecanismo (véapeenga |). Algo parecido
sucederia con la temperatura de melting globapd®teso, T, cuyo valor se obtiene

empleando la ecuacion 9:

AH,, :ZAHi @)
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T - AHtot

m AH, 9)
27

m,i

Sustituyendo las ecuaciones 5 y 6, en la ecuacigriehiendo en cuenta las ecuaciones
8y 9, se llega a la siguiente expresion, que imfacla fraccion total de agregado

(véase esquema |) con la entalpia libre total deigso y la temperatura:

_ 1

B F{AHtot (1 1 ]J (10)
l+exg S| 2o =
R (T T,

De acuerdo con la ecuacion 10, el analisis de Heres de la fraccion total de

agregado, f, en funcién de la temperatura, T, ppoa los valores dAH:y de Tn.

El valor de la entalpia total del proceAd,,: marca la anchura de la curva de melting.
En esta curva con forma sigmoidaly, Tpromedio de las temperaturas de melting
individuales, T) coincide con el punto donde la derivada de f cespecto a la
temperatura (f/0T]) presenta su valor maximo. Es importante destqoa la curva de
melting que predice el modelo es, en cierta forseagible al nUmero de conexiones, N

existentes entre cada par de nanoparticulas:

AH =D AH; = NAH, (11)

Esto es, ya que una de las premisas para que gdaclarec. 10 es quiH; tenga el
mismo valor, para cada paso del mecanismo. De fguaaesta suposicion implica que
cuanto mayor sea el valor de N, mas pronunciada esrva de “melting” del sistema.
Este modelo termodinamico ha servido, en estudiOscbs posteriores de dinamica
molecular, para determinar y comparar la distribocile iones en torno a la doble
hélice de ADN, con aquella que existe, cuando smiesrira formando cllsteres o
agregados de ADN, a diferentes concentracionesad® R

Como se indico anteriormente, los procesoslai@hacion/deshibridacion del ADN y
la agregacidn/disociacion de los sistemas ADN/nariaqla, estan influenciados por
multiples variables como son: el tamafio de la naritqula, la densidad superficial de
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los oligonucleotidos, la constante dieléctrica nedio, la concentracion salina y la
concentracion de ADN. Por tanto, un modelo terméaiico completo que explique
estos procesos debe tratar, al menos, la depeaddeda constante de equilibrio de
interaccion de estos sistemas, en funcion de gatébles. La aplicacion del modelo
termodindmico de Rongchao ¥ina las curvas de disociacién de agregados de
nanoparticulas de oro funcionalizadas con oligaialos con distinto tamafio del
core, 13, 31 y 50 nm, conduce a valores de entéilpmi@, AH; de 275.8, 473.8 y
706.8 kcal.mdf, respectivamente. De acuerdo con este resultasi@uivas de melting
resultan mas verticales o pronunciadas cuanto meg/@t tamafo de la nanoparticula.
Este incremento en la entalpia de disociacién, eotamafio de la nanoparticula
implica, de acuerdo con la ecuacion 11, que el ndme conexiones entre cada par de
nanoparticulas (N) aumenta al hacerlo el tamaflasdmismas.

Resulta interesante también indicar la predicgide este modelo hace del efecto de la
concentracion salina en la temperatura de disariactonsiderando la constante de
equilibrio global en la ecuacion 7, tomando logaads y diferenciando respecto al
logaritmo de la concentracién de sal, se obtiendef@endencia de la temperatura de

melting con la concentracién salina:

dT,, _ nNRT;

= 12
dinS AH (12)

tot

De la ecuacion anterior puede concluirse que,daciticion de la hebra puede inducirse
mediante una disminucién o un aumento de la cora@ah salina, dependiendo del
signo deAH:. Para el caso de la interaccién de estas nanogagide oro, dado el
signo positivo enAH;y, una disminucién en la concentracién salina proguaina
mayor disociacion de la doble hebra. Por ejemplmazlelo teorico predijo que, a una
temperatura de 47°C, el melting se produciria acamzentracion de sal de0.1 M.
Este valor de concentracion que predice el modelmey proximo al que se obtiene
experimentalmente ([NaCl] = 0.15 M). La influenda la concentracion salina en la
disociacion de la doble hebra de ADN se explicandisndo a las propiedades
electrostaticas de la molécula. La molécula de Ad3Nle muy alta carga, por lo que la
concentracion local de sal, en la superficie dmderomolécula, es diferente a la que
existe cuando se produce la disociacién de la dofllea a cadenas simples. Por otro

lado, Rongchao también realiz6 algunos estudidadize experimental sobre el efecto
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de la concentracion salina en la cinética de hdlgiith de oligonucleétidos de 30
pares de bases unidos covalentemente al centnmdEsie estudio se llevo a cabo en el
intervalo de concentraciones de NaCl de entre A Myde NaCl. El seguimiento de la
reaccion de hibridacion se realizé registranddadenchucién de absorbancia de la banda
de resonancia de plasmon de superficie (SPB) dealagparticulas de oro de 13 nm, a
una longitud de onda de 520 nm, a medida que kgagion de las nanoparticulas tenia
lugar. Las cinéticas registradas fueron del ordehatas, y se observé un aumento de la
velocidad de hibridacion al aumentar la concenbradie salina.

El efecto de la concentracién del oligonucledti@®, en la temperatura de melting
también puede deducirse de este modelo. Considetamdnstante de equilibrio global
en la ecuacién 7, tomando logaritmos y diferen@anespecto al logaritmo de la
concentracién de oligonucleétido, se obtiene:

dT, _ NRT?

dinQ  AH,,

(13)

De esta expresion se deduce que la disociaciora dinlble hebra de ADN puede
inducirse también mediante una disminucion en tecentracién de oligonucledtido que
recubre a la nanoparticula (siempre que el signbHig sea positivo). La pendiente de
la representacion I frente a InQ proporciona el nimero de conexionagee
nanoparticulas, N (N = 2 para nanoparticulas deni3

Por otro lado, en relacion con la aplicacioriagesistemas ADN/nanoparticula para la
fabricacion de biosensores resulta de interés zamalf comparar, las propiedades
termodinamicas de asociacion de estos sistemasosm@istemas que emplean sondas
fluorescentes, con este mismo fin. De acuerdo dfm Mlirkin y colaboradore’
estudiaron dos sistemas tipo: (i) el sistema coidt por nanoparticulas
funcionalizadas con oligonucledtidos (13 nm) y sateriaccion con hebras
complementarias de ADN funcionalizadas con sondlasrdscentes, 5'-fluoresceina
(véase esquema IV.A); y (i) el sistema constitujglar las mismas cadenas de
oligonucleotidos funcionalizadas con una molécela@dencher, (Q), en sus extremos y
su interaccion con oligonucledtidos complemensafiencionalizados con la misma

sonda 5'-fluoresceina (véase esquema IV.B)
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Esquema IV

(A)

El primer estudio llevado a cabo con este objetomparaba la interaccion entre las
cadenas de oligonucledtidos de ambos sistemasdifrayés del estudio de las curvas
de melting, en funcion de la concentracion de reast Como puede verse en el
esquema IV, a diferencia del modelo de'¥iren este otro modelo, se trata la
asociacion/disociacion de nanoparticulas (funcieadhs con oligonucledtidos), con
oligonucleotidos (complementarios), suponiendo sguema simple de reaccion, sin
considerar la posible agregacion del sistema. Easd del sistema (i), representado en
el esquema IV.A, la constante termodinamica deiasidn del oligonucleétido con la
nanoparticula fue 1.8xib M'cm’; mientras que en el caso del sistema (ii)
representado en el esquema IV.B, la constante uitbeip fue 1.8x18° M™*cm™ (dos
ordenes de magnitud menores que las corresporsliahtistema analogo en el que
intervenfa la molécula de nanoparticdfa)os parametros termodinamicos de ambos
sistemas fueron determinados por la técnica decwspeopia de fluorescencia. La
union de las nanoparticulas de oro fluorescentéss acadenas complementarias de
ADN, modificadas por la presencia de un fluoréf@o su extremo terminal (5'-
fluoresceina), producen una disminucion de flueesia debido a fendmenos de

quenching® Una vez formado el complejo (sonda/oligonucledtido
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(oligonucledtido/AuNPs) (véase el esquema VI.A),aumento de la temperatura del
sistema produciria un desplazamiento del equilibacia los reactivos y la disociacion
del complejo formado. Disociacién que conlleva umanto en la fluorescencia del
sistema, permitiendo determinar la temperatura eléing del sistema, oI, a partir del
valor maximo de la representacion de la primeravdeéa de la curva de melting
([0l/8T]) en funcidn de la temperatura, T. En el casosdgéma (ii) la determinaciéon de
la temperatura de melting se llevé a cabo por weqaimiento similar, pero en este
caso siguiendo la disminucion de fluorescenciss#ema al aumentar la concentracion
de quencher. Distintas concentraciones inicialetosieeactivos produjeron diferentes
temperaturas de disociacién. Una representaci@allide 1/, frente a InG (Cr es la
concentracion total de nanoparticula y fluoréfajam(de quencher mas fluoréforo (ii)),
permitié la determinacion de los parametros deliagioi de ambos sistemaAKl®, AS,

K) de acuerdo con la ecuacién de Bresl&ter

R InC AS’ -RIn4
n T+ AHO (14)

1
T, AH°

La diferencia entre las constantes de asociaciéan#os sistemas tipo se explicd de
acuerdo con la alta densidad de hebras complernantie ADN en torno al centro de
oro de la nanoparticula (sistema i), en comparac@mnla menor densidad de hebras
existentes en el caso del sistema ii.

Como se mencioné anteriormente, estudios coeticdle los procesos de
hibridacion/deshibridaciéon de nanoparticulas unoaslentemente a oligonucledtidos
son menos frecuentes, que los estudios termodindmtorhoff y colaboradorés
emplearon las técnicas de espectroscopia de UVewmamic light scattering” (DLS) y
medidas de velocidades de sedimentacién, paraiastas velocidades de crecimiento
de agregados de nanoparticulas de Au de 15nm. Hwsasparticulas fueron
modificadas covalentemente con oligonucledtidosdifierente tamafio, variando éste
entre 24 y 72 pares de bases. Es importante desjae este tipo de estudios resulta
fundamental en el desarrollo de sensores coloricoétde ADN. Los sensores de ADN
que emplean nanoparticulas funcionalizadas coromligeétidos poseen una alta
especificidad, ya que la velocidad de crecimiedod agregados depende, entre otros
factores, tanto del tamafio del oligonucleétido gsi& unido a la nanoparticula, como
de la distancia promedia entre las mismas. Se aensi dos procesos criticos en la
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velocidad de formacion de los agregados, que §da:\{elocidad de union de la cadena
de ADN a la hebra complementaria (hibridacién), quede caracterizarse por una
constante Ky (ii) la velocidad de crecimiento de los agregadopartir del ADN ya

hibridado en la nanoparticula, caracterizado paragnstante k Se postulé que ambos

procesos tenian lugar en dos pasos sucesivosseapreos en el esquema V:

ST T
DV 5000000
T S S £y

Esquema V

Sin embargo, no se llegaron a cuantificar las emss de velocidad; ky k,, de ambos
pasos. Unicamente se aportaron pruebas cualitasease la dependencia de la
velocidad de crecimiento del agregado al variatagtafio de los oligonucleotidos.
Segun la relacién de Stokes-Einstein, el coefieie difusion [ del oligonucledtido
es inversamente proporcional al radio hidrodin&mirzo

D :L
S 6nmR |, 5)

Donde R es proporcional al radio de giro de la moléculg, fue a su vez esta
relacionado directamente con el tamafio de la miaéae oligonucleotido
(Rg= Lp/3)*%). De acuerdo con esta expresion, se espera geékidad de difusién de
una cadena de oligonucleétido a la nanoparticulacibnalizada con las hebras
complementarias) sea menor cuanto mayor sea efitad® oligonucleétidd® Esto se

traduciria en una disminucién de la velocidad deithacion del sistema, representada
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por la constanteiken el esquema V. Por otro lado, cualitativamemtgldndo, puede
suponerse que la constante de velocidad de cretoniel agregado,,Ksegundo paso
del mecanismo, esquema V) también seria menor enasb de nanoparticulas
funcionalizadas con cadenas de oligonucleotidomagor tamafio, debido en parte al
mayor impedimento estérico que ofrecerian las nmssalaaumentar el tamafo de la
cadena. Por tanto, en conclusién, la velocidadndieoa procesos se veria ralentizada
tanto mas cuanto mayor fuese el tamafio del oligedtido. Este comportamiento, se
comprob6é empleando la técnica de DLS, esto esjesido el cambio del diametro
efectivo del agregado en funcion del tiempo. Seoemé que nanoparticulas
funcionalizadas con oligonucle6tidos de menor tampfoducian un cambio en el
diametro efectivo mayor que en el caso de oligaaitlos de mayor tamafio, para un
mismo intervalo de tiempo R0 min). Sin embargo, como se indicd anteriormeiwte
se llevo a cabo un analisis cuantitativo de last@otes de velocidad de los distintos
pasos del mecanismo propuesto.

Estudios mas recientes han permitido una prinestamacion de las constantes de
velocidad de agregacion de estos sistemas, hacigsalae la ley de Avrami para el
crecimiento por nucleacién de agregados molecufarea cinética de multitud de
reacciones heterogéneas es demasiado complejargiarge de forma analitica y, por
tanto es necesario recurrir a ecuaciones empitibas.de ellas, que puede aplicarse al
crecimiento isotropico de agregados de nanopaaScld constituye la ecuacién integral
de Johson-Mehl-Avrami (JMA), definida a partir derélacion:

x =1-exp(((t-to)n)") 16

En esta expresion, es la fraccion de volumen del agregad@s el tiempo inicial; 1/

es una constante de velocidad cuyo valor estaeimdiado, en cierta forma, por la

geometria del agregado; y n, es el exponente daniygue depende del mecanismo de
crecimiento del agregado, que esta vinculado cofori@a de las particulas que lo

componen. Esta ley de crecimiento exponencial,sguaplica a la cinética de procesos
de cambios de fases, implica que la densidad denleteos de la nueva fase es
constante y que el crecimiento ocurre en una sgiargsion. Es decir, el movimiento de

la interfase ocurre en una sola direccion.
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La agregacion de nanoparticulas de oro fundwamdds con ADN produce cambios
conformacionales en el polimefbEstos cambios se reflejan en las variaciones en la
banda de plasmoén de superficie (SPB) de la naroplt y pueden seguirse,
facilmente, empleando la técnica de espectroscajda absorbancia. Maye vy
colaboradoréé estudiaron tres sistemas diferentes de nanopasgicde oro
funcionalizadas con ADN de 9.6 nm de diametro, elombjeto de investigar la cinética
de agregacion de estos sistemas, en funcién dealasteristicas de las hebras de
oligonucledtido unidas covalentemente al centrorde El sistema |, estaba constituido
por nanoparticulas de oro funcionalizadas con cslete ADN de hebra simple;
mientras que en el sistema Il, las cadenas de AD&foh primero parcialmente
hibridadas, formando un sistema mas rigido compugest cadenas dobles de ADN
unidas al centro de oro, fundamentalmente. Pomaltien un tercer sistema, se
mezclaron cantidades equivalentes de los sistemadl.|I Las modificaciones en el
espectro de absorbancia (banda SPB de las distiatexparticulas) que acomparan al
proceso de agregacion en los distintos sistemadepugsumirse en un desplazamiento
hacia el rojo en el maximo de longitud de ondangzariado por un ensanchamiento de
la banda y una disminucion del coeficiente de ali@ordel sistema. La cinética de
agregacion fue monotorizada siguiendo la absorhatai plasmén de superficie de los
diferentes sistemas en funcién del tiempo, a ungitied de onda fija de 525 nm. La
variacion de la absorbancia, a esta longitud deaors@ supuso que era debida
principalmente a particulas individuales y agregagtativamente pequefios (de menos
de unos cientos de atomos de oro). Desde un pentasth cualitativo, la cinética de
agregacion del sistema | fue mucho mas lenta quertaspondiente al sistema Il. Para
cuantificar estas diferencias, se hizo uso deylaléeAvrami®? Aplicando esta ley a los

cambios de absorbancia registrados a 525 nm:

A =Agexp(((t —to)/1T)") (17)

En esta expresionpAesta directamente relacionada con la concentrat@dparticulas/

pequefios clusters, C, en disolucion. El ajustega@atos experimentales a la ecuacion

17, permiti6 una estimacion de la velocidad deiorento de ambos sistemas. Los

valores det encontrados fueron 568, 492 y 328 min para loemss I, Il y I,

respectivamente. Estos resultados apuntan, masabggre un aumento en la rigidez del

ADN gue esta unido covalentemente a la nanopaatiti@ice mas rapida la cinética de
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agregacion del sistema. Esta aproximacion es irapiat ya que, puede extrapolarse a
otros sistemas mas sofisticados de nanomateriates,el objeto de mejorar su
construccion y disefo.

A pesar de que en la bibliografia se encuenttanerosos estudios relativos a los
procesos de agregacion de nanoparticulas covalentenunidas al ADN, y de
hibridacion/deshibridacion de las cadenas de ADNMasmal centro de oro, estudios de
la interaccién no-covalente de sistemas ADN-narttpda’, y de forma més particular
con largas cadenas de ADN, son relativamente esegsta literatura cientificd**°La
interaccion de los sistemas de nanoparticulas anoyasg cadenas poliméricas es de
importancia en relacién con el campo de la medigitzabiologia molecular. Dentro del
nacleo de las células eucariotas, y mas especiictnen el interior de la cromatina, el
ADN se encuentra empaquetado y unido fuertememi®tainas. La cromatina es un
complejo de ADN y proteinas cuyo componente prots& designa conjuntamente con
el nombre de histonas {HH.a, Hsg, Hs y Hs). Estas contienen muchos residuos de
arginina y de lisina, lo cual les confiere una egpgsitiva, siendo su estructura bastante
similar en todos los organismos vivos y su tamai@ akden de unos pocos
nanometro$’ La carga positiva de las histonas permite unarurépida de éstas al
ADN, a través de las cargas negativas de los grigsfato de la macromolécula. Una
de las caracteristicas fundamentales de la croma que su estructura permite,
ademas, un empaquetamiento ordenado de las maébelldDN, posibilitando a su
vez que se lleven a cabo procesos tan importantas ta expresion de la informacion
genética y la replicacion del ADN. De ahi que d@lé® de estas estructuras sea de
importancia. De todas las histonas, la secuencia tistona H, en particular parece
notablemente bien conservada a lo largo de la ewvolu A pesar de ello, una
determinada histona puede sufrir numerosos canthiente el ciclo celular. Procesos
como la fosforilacion o la acetilacion de la histor,, pueden desempefar un papel
regulador en los procesos de transcripcion y ragibnn del ADN. Asi, por ejemplo,
cuando el residuo N-terminal es fosforilado por gnaasa, la carga neta del residuo
terminal puede variar desde +1 a -1. Estos campiesien alterar la afinidad del
dominio N-terminal de la histonasHpor el ADN y alterar también la afinidad de la
histona por otras proteinas. Durante la mayor pdeteciclo celular, la cromatina se
encuentra en forma de filamentos delgados de 3@emspesor. Sin embargo, en los
seres humanos, la longitud de estas fibras ogsuita 8.25 y 2 nm. Por eso, la estructura
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de la cromatina es muy condensada. En este seelidistema ADN-nanoparticula,
constituye un modelo que simula las interacciones agurren entre las proteinas y el
ADN en las histonas. De acuerdo con ello, en lasnas décadas investigaciones
relativas a la estructura microscopica de difeenteanplejos compuestos por moléculas
de ADN de gran longitud, y diferentes agentes cejaptes, han sido consideradas de
interés?®*2®%8 Algunos de estos estudios han clarificado que @llande interaccion
entre largas cadenas de ADN semiflexibles y naniopdas, estd estrechamente
correlacionado con la conformacion del ADN, lad&y de la cadena y el tamafio de la
nanoparticula®®*?*® De forma especifica, estudios estructurales de I=josp
ADN/nanoparticula, han sugerido la existencia derélintes tipos de estos complejos y
distintos modos de unién, que dependen, de heehdamhaiio de la nanoparticula y la
longitud de la cadena de ADN. Estos complejos sdndd a la adsorcion del ADN en
la superficie de la nanoparticula (“adsorptionf)y@tura de las nanoparticulas por el
ADN (“wrapping”), y asociacion de las nanopartiaula la cadena de ADN

(“collection”).?%?

Mecanismo de Adsorcion Mecanismo de envoltura Asociacion simple
del ADN

La determinacién de la existencia de un compleftra se puede llevar a cabo por
combinacion de la observacion directa, del nUmeramanoparticulas por cadena de
ADN mediante la técnica de microscopia electrordea transmision, medidas de
microscopia de fluorescencia y estudios tedricosiohellacion molecular. Anatoly y
colaboradorés® determinaron asi los diferentes tipos de complejesADN (T4,
166000 pares de bases) con nanoparticulas de oraomdiciones de completa
compactacion del biopolimero. De esta forma, disii@ron entre nanoparticulas XL,
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(de entre 5 a 8 nanoparticulas por cadena de Abdipparticulas L (entre 40 y 50 NPs
por cadena de ADN); nanoparticulas M (entre 6002901NPs por cadena); y
nanoparticulas S, que contenian mas de 5000 naivopes por cadena. En el caso de
las nanoparticulas de gran tamafo, XL y L, se posjue estas interaccionaban con el
ADN mediante el denominado mecanismo de adsoré&sta forma de complejacion
estd caracterizada por la existencia de una gratidad de ADN adsorbido por
nanoparticula y por tanto, un pequefio nimero décpkas complejadas por cadena de
ADN. En cambio, las nanoparticulas de tamafo inddim en relacion con la longitud
de la cadena de ADN de tipo M, presentan un metenge envoltura como modo de
interaccion caracteristico, en el que la rigidezlaleadena de polimero llega a ser
significativamente importante y la complejacion aleanza mediante una o varias
vueltas de la cadena de ADN alrededor de las n&erass Finalmente, en el caso
extremo de pequefias nanoparticulas tipo S, el nseeande interaccion es el de
asociacion simple, en el que las pequefias nanoydadise adsorben en la superficie del
ADN. En este caso, el nUmero de nanoparticulasgretpupara saturar una larga cadena
del biopolimero como el ADN gendmico de tipo T4eggemadamente grande.

Independientemente del tipo de mecanismo deaasde implicado en los distintos
sistemas ADN/nanoparticula, la unién de este tigueeial de ligandos con el ADN
produce un cambio conformacional reversible ersteuetura del ADN conduciendo a
éste hacia formas mas compactas y condensadasafddeo conformacional conlleva,
finalmente, la compactacion de la biomolécula, @me ha demostrado empleando
diferentes técnicas, como dicroismo circtfdt microscopia TEKP**P% o
microscopia de fluorescend.

En relacion con el grado de compactacion del A@Npresencia de nanoparticulas,
resulta de interés investigar el efecto salinog&meral, independientemente del tamafio
de la nanoparticula, la adicibn de sal al sister2NAAUNP requiere pequefias
concentraciones de nanoparticulas para inducorgeactacion de las cadenas de ADN.
Se ha comprobado que este efecto resulta mas miadoren el caso de la interaccion
de pequefias nanoparticulas (S y M) con APNKyungnam y colaboradorés
investigaron el efecto de la adicion de ADN y salnanoparticulas de oro recubiertas
con citrato (cargadas negativamente), encontrand lg adicidbn estos reactivos al
sistema producia una modificacion en las propiesladiectrostaticas de éste,
favoreciendo la agregacion de las nanoparticulata Bgregacion puede detectarse
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facilmente por la técnica de UV-Vis, debido al c@amnble color que experimenta la
disolucién que contiene la nanoparticula, cuandarisele el ADN y la sal. Este cambio
de color se traduce en un desplazamiento en ettespge absorcion de UV-vis del
sistema hacia longitudes de onda mayores (hac@ol De hecho, esta propiedad ha
permitido el uso de estos sistemas como biosengamsla deteccion de ADN.La
agregacion del sistema no es detectable hastardosmcenes salinas correspondientes a
0.015 M de NaCl. Por debajo de estas concentrazism@bservaron cambios minimos
en el espectro de UV-vis, descartando la agregadétas nanoparticuld3.Por otro
lado, la adicion de sal produce, ademas, una @dskezacion de las nanoparticulas de
oro en disolucion, debido a un apantallamientoagerépulsiones electrostaticas entre
las mismas. Esto ultimo sugiere que el control aledncentracion salina del medio
permitiria regular, de alguna forma, las repulssoakectrostaticas entre nanoparticulas
de oro, e inducir la agregacion selectiva de lasmas.

Independientemente del tamafio de la nanopatieubajas concentraciones de sal
(NaCl), la eficiencia en la compactacion del sistesmmenta con la concentracion de
sal hasta llegar a ser maxima. Asi, por ejemplogpeimo de compactacion de las
nanoparticulas catiénicas con ADN de elevada ladgitle cadena (tipo T4),
corresponde a una concentracion de NaCl de 0.1 $fia Eoncentracion de sal
concuerda con las concentraciones de sal tipinaghfisioldgico, cuando se alcanza el
6ptimo nivel de compactacion en las histoffé8eguidamente, un posterior aumento en
la concentracién salina produciria el efecto omyestiginando una fuerte disminucion
en el grado de compactaciéon del ADN junto con usmithucion en la distancia AUNP-
AuUNP. Este efecto también es similar al que ocemnréas histonas de las células vivas.
Esto es, la adicion de altas concentraciones dadiate una pérdida de compactacion y
complejacior’? En presencia de fuerza idnica elevada§ M de NaCl), la cromatina
de las células eucariotas se desenrolla, parciddmelebido a distorsiones en las
interacciones histona-ADN. Estas interaccionesredyzen entre los cationes de la sal
y los grupos fosfato del ADN cargado negativameasé,como entre los aniones de la
sal y las histonas cargadas positivamente.

El efecto de la concentracion de sal en la aot@én ADN-nanoparticula ha sido
estudiado también mediante técnicas estructuralede ysimulacion por dinamica

molecular, en el caso de nanoparticulas cati6fitéas.
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De todo lo anteriormente expuesto se deducesgumn empleado una gran variedad
de técnicas estructurales y espectroscopicas paracterizar la interaccion de
nanoparticulas con ADN. Sin embargo, se han doigmbcos esfuerzos a la
cuantificacion de parametros termodinamicos comenlargia libre, la entalpia o la
entropia del proceso, y menos aun hacia los aspeictéticos.

Entre los primeros estudios relativos a la terméualica de interaccion no-covalente
ADN/nanoparticula, destaca el de J. Murphy y calatiores’ Estos autores emplearon
particulas coloidales catiénicas semiconductorasCd&* del tamafio de proteinas
(tamafio promedio por MET4nm), también llamadas “quantum dots”, para eatusli
interaccion con pequefos oligonucle6tido&00 pares de bases). Uno de los objetivos
fundamentales del trabajo era emplear estos sist@aua simular la interaccion del
ADN con proteinas, y al mismo tiempo detectar ldsrehtes estructuras del ADN
presentes en disolucion acuosa. De acuerdo consdlaletermind que la superficie
luminiscente de las particulas de®Cdservia para discriminar entre oligonucleétidos
con diferente estructura en disolucion: recta &igtit”), curvada (“bent”) y retorcida
(“kinked”). La termodindmica de interacciéon de lasnoparticulas de &d vy
oligonucledtidos se evalué mediante la técnica siee@roscopia de fluorescencia
siguiendo el quenching que ofrecia la union dejavlucleotido en la fluorescencia de
las nanoparticulas. A partir de los cambios densitlad de fluorescencia registrados en
el sistema, se determind tanto la fraccion de $igperecubierta de la particul®,

como la fraccion de cambio de la intensifad

0 =In(N . )In(l /N o) (18)

En esta expresioned lsa: corresponden a la intensidad de referertia @), y saturada

(6 = 1), respectivamente, e | representa valoresit@@sidad intermedios. La fraccion
de superficie recubiert®, (6 = KC/(1+KC)) a cada concentracion de oligonuckbati

C, se analizé mediante la teoria de Frisch-SimhatE(FSE) para largos polimeros
adsorbidos a una superficie plafi&ste modelo se disefio, inicialmente, para estudiar
la formaciéon de monocapas que surgen de la adsodgémacromoléculas flexibles
(sustrato) a un receptor (la nanoparticula, eragb que nos ocupa). Para cadenas muy
largas de polimero, se considera que estos estastitaaos por unidades (o

segmentos) equivalentes susceptibles de unirsesw@pkxficie del receptor. De acuerdo
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con ello y a partir de consideraciones de tipodéstgas, la forma de la isoterma de

adsorcion que predice el modelo FSE, es la sigelient

[bexp(2K0)] _ (KC)™ (19)
(1-6)

En esta isoterma, la constante de equilibd@& funcién de los segmentos de polimero
adsorbidos; K es la constante de equilibrio dateraccion; y es el nimero promedio
de segmentos unidos a la superficie de la nanopkatiLa aplicacion de este modelo a
la interaccion polimero/nanoparticula, implica Iesguientes supuestos: (i) la
nanoparticula contiene un numero fijo de sitioscep8bles de adsorcion por el
polimero. La deposicién de todas las cadenas denpa sobre la superficie de la
nanoparticula se considera altamente improbalger yanto sélo una fracciof, de los
sitios de unidn son ocupados (a cada concentra@dolimero C y temperatura T). (i)
Cada sitio de la nanoparticula puede ocuparsemmosdla molécula de polimero (iii) A
niveles bajos de ocupaciéon de la superficie, aelrodé¢ adsorcion es el mismo en todos
los sitios, siendo independiente @ey proporcional a la raiz cuadrada del peso
molecular del polimero. (iv) las moléculas de pelinadsorbidas no interaccionan
entre si. Para el caso particular en queeK yu = 1, la ecuacion se reduciria a una
isoterma de Langmuir simple.

En el analisis de los datos experimentalesisolerma FSE se hizo la suposicion de
gue K; tenia el mismo valor (K= 0.5), independientemente del tipo de oligonuaied
Es decir, se abogd por la hipdtesis de que laaotgdn de los oligonucledtidos,
enlazados a la superficie de la nanoparticulagesifres independiente de la secuencia
de los mismos. El buen ajuste de los datos expetates al modelo de FSE refleja que
muy probablemente, la naturaleza de las interaesientre polimeros sea electrostatica,
y por tanto la constante de equilibrig Kesponda a estas interacciones. De acuerdo con
ello se obtuvieron valores aceptables de K, coomdigntes a cada una de las diferentes
estructuras: K = 7200M(para la estructura de ADN retorcida); K = 4200 [para la
estructura de ADN curvada) y K = 1000 (para lauestira rigida). De los resultados
obtenidos, se deduce que los polinucleodtidos deatsta retorcida (mas curvada) son
los que interaccionan mas favorablemente con laspaaticulas de G seguidos de
los de estructura curvada y rigida. Estos resudtagbuntan, de forma clara, a que la

estructura es un parametro de elevada importandeatermodinamica de asociacion de
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los sistemas nanoparticula/ADN. Es importante dastque en este trabajo se llevo a
cabo también un estudio cinético preliminar de tipalitativo, siguiendo los cambios
en la luminiscencia de las particulas con el tiengoo la técnica de mezclado manual.
En el caso de la cinética de interaccion del ADNs mearollado (kinked) con las
nanoparticulas, se obtuvo una disminucion de un 482da fluorescencia de las
particulas, al afiadir los oligonucleétidos a lalision. Por el contrario, en el caso de
las otras estructuras no se detectaron cambiosiabples.

Murphy y colaboradord§ en estudios posteriores, emplearon estas misantisytas
de cadmio, pero a diferencia del caso anterior,sisgetizaron neutralizadas vy
estabilizadas con mercaptoetanol (HQCH,S), para el estudio de la termodinamica y
cinética de la interaccion con ADN polimérico. lemmhodinamica de la interaccion fue
de nuevo analizada mediante medidas de quenchifigadescencia, en base al modelo
de Frisch-Simha-Eirich° En este caso, Gnicamente la interaccién de estiylas
con ADN retorcido (“kinked DNA”) pudo detectarse diente la técnica fluorimétrica,
con una constante de asociaciéon de 1800 (duatro veces menor que la
correspondiente a la constante de interaccion tke rasmo tipo de ADN con las
particulas de cadmio, cargadas positivamente). ihatica de interaccion de este
sistema de nuevo fue seguida mediante los cambgistrados en la intensidad de
fluorescencia de las particulas al interaccionaralevadas concentraciones de ADN. A
diferencia del trabajo anterfdr en este caso, se llegé a obtener, aunque de forma
aproximada, una cuantificacion de la cinética deratcion ADN-nanoparticula. Los
datos cinéticos fueron ajustados en primera aprmciion, a la formulacion de Von
Hippel para la cinética de asociacién de proteala8DN.*® Segin este modelo, el
proceso de asociacion ADN-nanoparticula se adapaanin modelo mecanistico en dos
pasos sucesivos, en el cual el represor, (R), diffizninicialmente a un sitio de union
del ADN formando un complejo RD, y luego rapidaneembediante un mecanismo de
transferencia directa, se trasladaria hacia ua aiiyacente de la cadena polimérica,
para quedar localizado en el operador (O), sitigua finalmente quedaria unido el
represor para formar el complejo RO. Ambos procesms de caracter reversible.
Murphy y colaboradorés adaptaron este mecanismo al estudio de la cinélica
asociacion ADN/nanoparticula. Los datos cinéticesasalizaron en términos de una
reaccion de segundo orden. En estas condicioaes;uacion de velocidad integrada
correspondiente para un proceso irreversible denslegorden es la siguiente:
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R+ODI6P—>RO

(Esquema V1)

[ 1 }n{["]([R]‘[RO])}kat (20)
[R1-[0] ] L[RI([O] ~[RO))

En esta expresion [R] es la concentracion de pdatidre; [O] es la concentracion de
ADN libre; y [RO] la concentracion de ADN enlazaalta particula. Esta simplificacion
del tratamiento de von Hippel, implica que la agodéin ADN/nanoparticula consiste en
una reaccion irreversible de segundo orden en elmuse ha considerado el paso
inverso del equilibrio (véase esquema VI), ya quéas condiciones experimentales la
reaccion de disociacion es suficientemente lentaocpara no ser considerada, en
primera aproximacion, en el tratamiento de los slaiméticos. Cabe resefiar que el
tratamiento de los datos no es del todo rigurosesugone una simplificacién del
problema real, ya que su aplicacidon requiere elptumento de ciertas premisas, que
de hecho no cumple éste sistema. Por ejemplol ADEN empleado en este estudio es
de pequefio tamafo, frente al ADN de longitud itdirque exige el modelo; (ii) el
hecho de que las constantes termodinamicas debexesadas, frente a un valor de
K = 1800 M* para la interaccion del ADN retorcido con la nambijoula; (iii) la
constante de velocidad del proceso inverso debalespreciable. A pesar de todo,
salvando todos estos inconvenientes, la aplicatgolia formulacion de Von Hippel a la
cinética de asociacién de nanoparticulas al ADNIgm un valor de la constante de
velocidad directa aproximado dg=k10* M's? ([ADN] = 940 pM; [CdS] = 1pM).

En el caso de las particulas de cadmio cargpdsiivamente, se postulé que la
fuerza impulsora de la reaccion era fundamentakendatnaturaleza electrostatica. Sin
embargo, no puede deducirse lo mismo en el casa ieraccion de estas particulas
neutras con el biopolimero. En este caso, pareobaple la participacion de
interacciones derivadas de los enlaces de hidréfermte van Der Waals o
hidrofébicas® y la eliminacién de moléculas de disolvente dsuperficie del ADN
y/o de la particul&" Los datos termodinamicos y cinéticos corresporneiera la
interaccion de estas particulas de cadmio, neutocas ADN (en comparaciéon con los
obtenidos en la interaccién de las particulas gadl@argadas positivamente), sugiere
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que incluso en ausencia de interacciones elediesgala secuencia y estructura del
ADN afecta a la asociacion de sustratos del tandefjoroteinas (particulas de cadmio).
Esto es, la estructura y flexibilidad del polimguega un papel fundamental en la
interaccion.

Posteriormente, en un intento de comprendenayor profundidad la termodinamica
de interaccion de estas particulas de cadmio coN,AB llevé a cabo un estudio de la
influencia de la temperatura en la interaccion gas nanoparticulas con el ADN,
obteniéndose las contribuciones entropicas y dalpgata la energia libre; también se
estudié el efecto de la concentracién salina erintaraccioi’. Para el estudio
termodinamico en funcion de la temperatura (25°C»0se empledé ADN del tipo CT
(de 110000 pares de bases de longitud), debido a gaestshilidad a altas temperaturas
es mayor comparada con la que presentan pequefosualleétidos. La aplicacion de
la ecuacion de van't Hoff a las constantes de asidci obtenidas[{LO°M ™), produjo
valores deAH O 30 kJmot' y AS 0 150 JmofK™, siendo la reaccién, por tanto,
entropicamente favorable. Este resultado, juntolosrestudios realizados mediante el
empleo de la técnica de dicroismo circular, suggue la fuerza impulsora de la
interaccion es la contribucidon entrépica, sienden#alpica ligeramente desfavorable.
La fuente del incremento de entropia se atribuyld aliminacion de disolvente, a
medida que la asociacibn ADN/nanoparticula se predu

Con el objetivo de determinar la contribuciéectiostatica de interaccion de estas
particulas con el ADN, se estudio la influencidadeoncentracion de sal en la constante
de equilibrio de asociacion. Las constantes dei@soa a distintas concentraciones de

NaCl fueron ajustadas segun la siguiente expresion:

SK =dlogK/dlog[Na'] = -Zy (21)

De acuerdo con la teoria de polielectrolitos, &Juivale al nimero de contraiones
eliminados de la superficie del ADN como consecigede la union con la particula; Z
es la carga en la nanoparticula por grupo fosfat& la fraccion de contraiones
asociados a cada grupo fosfat¢ & 0.88 para el B-ADNJ® La contribucién
electrostatica a la energia libre de asociaciomda concentracion de sal se calculd
como:

AG,,. = SK(RT)In[Na'] (22)

elec
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y la no electrostética, fue determinada de acueodda diferencia entre la energia libre
total y la electrostaticd. Los autores encontraron un valor d®&5% para la
contribucién electrostatica. La contribucion noetlestatica [B5%) es también
significativa, probablemente debido a la combinadé la influencia de los factores ya
mencionados, tales como la eliminacion de moléaldaagua del sistema, resultado de
la interaccion ADN-particula; y la existencia desittes interacciones de van der Waals
entre las bases del ADN y la superficie de la nartoqula. Estos estudios fueron
realizados empleando Unicamente, NaCl. En un ioteleé entender con mayor
profundidad el papel que juega la atmésfera i6riqce rodea al ADN, en la
termodinamica de asociacion de éste con las namogas semiconductoras de CdS,
Mahtab y colaborador&sllevaron a cabo un estudio posterior de la inflierde
distintos cationes bivalentes, £dMg?*, Zr?*, en la termodindmica de asociacién de
nanoparticulas de CdS de 4.5 nm con pequefios alitgdtidos. La interaccion de
cationes con ADN ha sido explorada extensamente yias demostrado que esta
intimamente relacionada con la estructura del ADN ginamica de plegamiento de la
macromolécula en torno a la superficie de la nanimoda, que depende de la
flexibilidad y secuencia del ADRF. La atmésfera iénica que rodea al ADN juega un
papel importante en la estructura, dinamica y emgamniento en disolucion de la
biomolécula. De hecho, estudios estructurales borem que cationes bivalentes como
el Zr**y Mg* inducen la curvatura en el ADR debido a la localizacién preferente del
cation bivalente en el surco principal del ADN, gpemueve la curvatura del
biopolimero hacia este surco; mientras que unalizecgn preferente del catidon
bivalente en torno al surco secundario, produciria curvatura de la macromolécula
hacia este otro surco. De acuerdo con esto, redeliaterés, en comparacion con los
estudios anteriores de estas mismas nanopartiemlagresencia de cationes sodio
monovalente¥, el estudio de la termodindmica de interacciérpresencia de cationes
bivalentes, de las diferentes estructuras del Albida, curvada y retorcida), con
ligandos que presenten superficies curvas, comoeen el caso de las nanoparticulas.
Las constantes de equilibrio de interaccion desepos de ADN y las nanoparticulas
de Cd'se determinaron segun la técnica de fluorescenitjaiendo la variaciéon que
experimenta la fluorescencia de la nanoparticlilaymentar la concentracion de ADN,

en presencia de cada uno de estos cationes bemleBt analisis de los datos
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termodinamicos se realizd de nuevo de acuerdo komeelo de Frisch-Simha-Eirich
(FSEJ® (véase ec. 19). Las constantes de equilibrio edals para las distintas
estructuras de ADN fueron del orden dé&10* M, similares a las encontradas para la
interaccién no-especifica de proteinas y ABNEstas, ademés, disminuyeron en el
orden: Kgnz+ O Kug2+ >> Kcgos, Siendo a su vez mayores para el ADN de estructura
retorcida (“kinked”), seguida del ADN de estructumarvada y el ADN rigido. Una
explicacion de los resultados obtenidos se llewalzo atendiendo tanto al valor que
presentaban las constantes de asociacion de wemiiés cationes al ADN en ausencia
de nanoparticulas, como al efecto de estas salbse sla curvatura de los
oligonucleodtidos, cuya eficiencia en orden de maghsigue la misma tendencia que
las constantes de asociacion observadas. Estastiedntimamente relacionada con el
hecho de que la energia del sistema ADN/nanopkté®i minimiza a medida que la
superficie de contacto entre la nanoparticula (geedicie esférica) y el ADN se hace
maxima. Atendiendo a la diferente capacidad dedéss para curvar al ADN, los iones
magnesio y zinc, permitirian una mejor adaptaciéhatigonucleotido a la estructura
curva de la nanoparticula, en comparacién con €'.CHsto minimiza el coste
energético de la asociacion y conlleva un aumemia eonstante de equilibrio.

Otros estudios termodinamicos de interaccioresavalentes en sistemas de ADN,
pero en este caso con nanoparticulas de oro, fuesahzados por Gosh y
colaboradore&® Estos autores emplearon nanoparticulas estatsizedn cadenas de
L-aminoacidos catidnicas y neutras de diferenteuetstra con ADN marcado en su
estructura con una sonda fluorescente, fluoresasatimcianato (FITC). Se encontro,
empleando la técnica de dicroismo circular, questauctura secundaria del ADN era
distorsionada por la asociacion de las nanopaascsgiendo el grado de distorsion de la
misma dependiente de la estructura de la cademand®acido. La termodinamica de
asociacion de estas particulas al ADN fue invegtigsiguiendo la disminucion de la
fluorescencia del ADN modificado con FITC, al aumaenla concentracion de
nanoparticula. La fluorescencia del marcador, un@@lentemente al ADN, disminuia
debido a la transferencia de energia existente ehftuoréforo y el centro de ofdLas
intensidades de fluorescencia fueron analizadasiamedun método de ajuste no-
lineal®® El andlisis de las constantes termodinamicas deciasén de estas
nanoparticulas modificadas con aminoacidos de dfifer caracter hidrofébico e
hidrofilico, revel6 que las nanoparticulas estabdas con cadenas de aminoéacidos
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cationicos de caracter hidrofilico, NP-L-Lys (K =65x1¢ M™) y NP-L-Arg

(K = 129x16 M) |, presentaban constantes de afinidad un ordenagmitud mayor
gue en el caso de las nanoparticulas estabilizamaaminoacidos neutros y de caracter
hidrofébico, como la NP-L-Phe (K = 49XAM™) y el NP-L-Trp (K = 47x16 M™).
Estos resultados indican que las nanoparticulasadecter hidrofilico son capaces de
acomodar mas cadenas de ADN en su superficie quedlasjcon cadenas de naturaleza
hidrofébica, dominando por tanto la interaccidércetestatica sobre la hidrofébica. Lo
que antecede estad de acuerdo con los resultadbiatih@b y colaboradores sobre la
asociacion de nanoparticulas de CdS, en lo quectsp la mayor importancia de las
interacciones electrostaticas frente a las no+elstdticas, en la termodinamica de
interaccion de este tipo de nanoparticulas con ABiemas, los resultados de ambos
autores sugieren que la eficiencia en la regulagioel transporte génico podrian
modularse mediante la eleccibn de nanoparticulas cavacteristicas estructurales
adecuadas como vectores.

Mas recientemente, se han llevado a cabo estustibre la termodindmica de
interaccion de pequefias nanoparticulas de cargiéno con grandes cadenas de ADN
(CBOO pares de baseS)En estos estudios, se ha examinado la interaccidmDN, de
tipo CT, con nanoparticulas de CdS de 2.3 nm déiiatbas con mercaptoetanol; y
nanoparticulas de Au de 2.8 nm estabilizadas catetimado de etilenglicol. En el caso
de las nanoparticulas de cadmio, la determinacdia donstante de asociacion de éstas
al ADN fue posible mediante la técnica de espectooietria de absorbancia, mientras
que en el caso de las nanoparticulas de Au, léeexia de pequeias variaciones en la
banda de SPB hizo imposible su determinacion. Lastemte de equilibrio K, fue
analizada de acuerdo con una extensién del modeldildebrand-BenesSipara la
evaluacion de constantes de equilibrio sustratuilig:

CADNCCdS\,P + AA _ 1 +i
AA Ae® KAOA  Ag

(Coon *Ceus, ) (23)

En esta expresion, oy es la concentracion de ADN en pares de baséx.y  es la
concentracion de nanoparticulas expresada en grdm@d por litro; AA = A-Ag;
Ae = enpiapn-Enp, A Y Ao son los valores de densidades Opticas de la neimypa en
presencia y en ausencia de ADN, respectivamefite. se estimd, en primera

aproximacion, mediante la amplitud de la curvaitlgacion. El valor de\e obtenido
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se usoO para re-evaluar el miembro izquierdo dela@on 23, y el procedimiento se
repiti6 hasta convergencia. La constante de equailipara la interaccion de las
nanoparticulas neutras de cadmio con ADN es del@2M™ (K’ = 130xK, si la
concentracion de CdS se expresa por molécula dapaeicula, 1 nanoparticula/130
moléculas de CdS). El alto valor de la constanteqiglibrio para las nanoparticulas de
cadmio, en comparacién con las obtenidas por atusres.’ se explic6 como una
consecuencia de la gran longitud de las fibras 08l A800 pares de bases) empleada
en estos nuevos experimentos. El empleo de ADN a@mnlongitud, de acuerdo con
los autores, mejora las interacciones hidrofébedmdrofilicas puestas en juego en la
interaccion®, que son la fuerza impulsora de la reaccion. for lado, el tamafio del
agente protector de la superficie de la nanopdatitambién puede jugar un papel
fundamental en la eficiencia de la interaccion, Astamarno del agente estabilizante de
las nanoparticulas de cadmid@tm) es mucho menor que el correspondiente a las de
oro ((® nm). El surco principal (“major groove”) del ADpbsee alrededor de 1.8 nm
de anchura y 1 nm de profundidad, por tanto, derdcucon ello, es de esperar que las
nanoparticulas de cadmio sean mas susceptiblegedadcionar mediante interacciones
tipo hidrofébico con los surcos del ADN, que lasAde

A pesar de que los sistemas ADN/nanoparticuta dido ampliamente estudiados
durante las udltimas décadas mediante técnicascasties y termodinamicas, una
comprension de los mecanismos que controlan el cdamiento cinético de estos
sistemas resulta de interés para el desarrolloifdeedtes aplicaciones. Un protocolo
para la regulaciéon de la cinética de asociacion AlaNoparticula, podria ser
beneficioso, porque permitiria construir sistemasiéteccion mas sofisticados, con un
control mas exhaustivo de los métodos de sintesigstios sistemas por la técnica
“bottom-up”. No obstante, existen muy pocos estsidiaéticos y de los mecanismos de
interaccion de sistemas ADN/nanoparticlatre ellos, destaca el llevado a cabo por
Murray y colaboradoré§ referente a la cinética de asociacién de nanicpéas de oro
con ADN de entre 50-600 pares de bases de long&aedemplearon dos tipos de
nanoparticulas de oro con diferentes agentes poodsc en su estructura:
nanoparticulas de oro (AuNPs) recubiertas con tigantiopronina/etidio, y otras
estabilizadas con N,N,N-trimetil(mercaptopropiogliina/etidio (TMA/etidio) de 1.8
y 4.4 nm de didmetro, respectivamente. La introihmcde varias moléculas de bromuro

de etidio en la estructura, confiere una mejorcéwidad en la interaccion con ADN, a
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la vez que permite llevar a cabo el seguimienttadinética por métodos relativamente
simples, como la espectroscopia de fluorescenaianteraccion de la sonda (bromuro
de etidio) con el centro de oro, produce un “quer®’ en la fluorescencia de la sonda
que se elimina, de forma parcial, debido a la gatkeaccion del etidio entre las bases del
ADN. Estos cambios en la fluorescencia del sistaroastituyen la base para el
seguimiento cinético de la reaccién. En el casladateraccion entre las nanoparticulas
de Au recubiertas por tiopronina/etidio y el ADM, dinética registrada fue bastante
lenta, del orden de horas, muy probablemente debidocarga parcialmente negativa
de los grupos carboxilo de la tiopronina al pH deajo (pH = 8). Se descartaron
posibles impedimentos estéricos de la nanopartimgpecto a la intercalaciéon del
etidio, ya que, cualitativamente, en el caso denasoparticulas andlogas de Au,
recubiertas por TMA/etido, la cinética observada fmuy rapida en las mismas
condiciones experimentales (ésta ultima no fue tdicada por los autores). Los
cambios de fluorescencia registrados en funcién ftilinpo para el sistema
Tiopronina/etidio, requirieron dos exponencialesrapeel ajuste de los datos
experimentales. Las constantes de velocidad dprtmsesos directos de intercalacion
del bromuro de etidio en el ADN (libre de nanomaitt) son del orden de
10°- 10°(M*s%).>> En el caso que nos ocupa, la cinética de la ict&m de las AUNPs
con el ADN, tiene lugar en una escala de tiempohmuenor. Uno de los motivos mas
importantes de esta diferencia, quizas sea la gagativa de la tiopronina al pH de
trabajo (pH = 8) y/o la existencia de un paso @ream el mecanismo no detectado
mediante la técnica empleada para el seguimientta dgnética. EI mecanismo de
reaccion propuesto por los autores para la inténaae estas particulas con ADN, fue
similar al propuesto anteriormente por Porschkats ia reaccion del bromuro de etidio
con ADN®:

Kk
ADN +AuNPs’ 2 - C,

1

Kk
ADN +AuNPs’“2-

-2

(Esquema VII)
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Se trata de un mecanismo en paralelo con la foimage dos tipos de complejos
ADN/nanoparticula, €y C,. Se postulé gue la formaciéon de ambos tipos depl=jas
era el resultado de la posible unién de la nantmpeat al surco secundario y principal
del ADN (la inter-conversion rapida de los compdef@ y C, formados, se considero
inexistente en el analisis de los datos cinéticksls constantes de velocidad
correspondientes a cada paso del mecanismo a lpetatura de 298 K fueron
ki = 7x10°M™s™; kq = 1.9x10% k= 3x10°M st y k, = 1x10% A partir de los valores
de estas constantes de velocidad pueden obtenasseohstantes de equilibrio
K1= ki/k.1 y Ko=ko/k., correspondientes a cada paso del mecanismo.ftstas[40 y
[B00O M, respectivamente. Ambas constantes difieren daaiar de 8, muy similar en
orden de magnitud al encontrado por Porsthgara las constantes de equilibrio de
unién del bromuro de etidio a los surcos mayor yonalel ADN, que se relacionan a
través de un factor de 10.

A continuacién se presenta un estudio, tameéticio como termodinamico, de las
interacciones no-covalentes entre ADN de higadtedera (L0000 pares de bases) y
nanoparticulas de oro funcionalizadas con el ligatidpronina, de un tamafo

aproximado de 1.4 nm.
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3.2. Materiales y Métodos.
3.2.1. Materiales.
3.2.1.1. Nanoparticulas de oro, Au@tiopronina.

Las nanoparticulas de Au@tiopronina fueron pefes de acuerdo con el
procedimiento de Templeton y colaboradofesjue consiste en la reduccién con
NaBH,, en disolucion acuosa, de una sal de oro (HAu€h presencia de un exceso de
tiopronina. El nanocluster de oro se protege de fesina, in situ, a través de un enlace
covalente Au-S, formando una capa autoensambladialden torno al centro de oro.
Siguiendo este procedimiento, 1 equivalente deobeho tetracloroaureato (ll1)
trihidrato y 5.5 equivalentes de N-(2-mercaptopoap)glicina (tiopronina), fueron
codisueltos en 35 ml de una mezcla de metanol/&ddbco 6:1, dando como resultado
una disolucion color rojo rubi. PosteriormenteaBadieron 22 equivalentes del agente
reductor, borohidruro sédico, disueltos en 15 mladea, manteniendo la mezcla en
constante y rapida agitacion después de habemadmnfLa suspensién resultante color
marron se agitd durante 30 min, y se elimind ebldente bajo vacio a 40°C. La
muestra cruda resultante fue completamente inskibimetanol, pero soluble en agua.
El crudo se disolvié en 20 ml de agua, se ajusfiHehasta un valor de 1, gota a gota,
con una disolucion de acido clorhidrico concentrgdse sometié a purificacion por
didlisis. Para la dialisis, la disolucion se rejdaein segmentos de membrana de 15 cm
de éster de celulosa exenta de roturas (Sigma, MW@Q.000). Estas membranas se
colocaron en un vaso de precipitado que contenideddgua, manteniéndose en lenta
agitacion, y renovando el agua cada 10 horas durant periodo de 72 horas.
Posteriormente, la disolucion fue centrifugada pirainar los posibles restos de oro
por precipitacion. El producto resultante fue d@ b®y. Espectros de RMN, indicaron

gue la tiopronina no se encuentra libre sino ligamalentemente al oro.
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Esquema de la sintdsitas nanoparticulas de oro.

Las nanoparticulas de oro fueron caracterizadasamedespectros de ultravioleta
visible (UV-vis), analisis elemental de C, H, N,(B..04 % C; 2.25 % H; 3.51% N;
7.78% S), y microscopia electronica de transmi§i@M). De acuerdo con estos datos
y los resultados del TEM, la relacién entre el nionge atomos de Au y ligandos
tiopronina fue de 119/108.La férmula molecular de las nanoparticulas Au@tama
sintetizadas es Aw(CsHgO.NS)05(H20)s7. Todas las disoluciones de nanoparticulas de
oro (AuNPs) fueron preparadas por pesada, atermlieald peso molecular del

nanocluster.

3.2.1.2. Disoluciones del agente intercalante, 1r@nocarboxialdehido (1-PyCHO).

Las disoluciones madres de 1-PyCHO se prepadisofviendo una cantidad pesada
del sdlido en alcohol puro y manteniéndola en faindad. Las disoluciones de trabajo
fueron obtenidas por dilucibn con agua destilada ¢édnductividad menor que
10° Sm?) hasta alcanzar un porcentaje en peso al 5% delsataina concentracion de
1-PyCHO de 5 x I0M en todas las muestras.

3.2.1.3. Disoluciones de ADN.

Las disoluciones madre de ADN fueron estanddaizaespectrofotométricamente,
empleandos = 6600 (M'cm’) a 258 nm, en tampén cacodilato ([NaCl] = 0.1 M;
[cacodilato sédico] = 0.01 M), para obtener la @macién en nucleétidos o grupos

188



fosfato®® La concentracién de las cadenas dobles de padiatidb fue expresada en

molaridad por nucleétidos, e indicadas como C

3.2.2. Métodos.

El estudio cinético y termodinamico de la iat@mion ADN/AuUNPSs, ha requerido el
empleo de diferentes técnicas experimentales pavhteéncion de informacion, tanto de
caracter termodindmico como estructural y cinéti& han empleado técnicas
espectroscopicas como la medida de fluorescendil® glicroismo circular para la
cuantificacion de las constantes de equilibrio Adoparticula. Para determinar los
cambios estructurales en el ADN se han empleadamasl, técnicas de microscopia
electronica de transmisiéon (TEM), microscopia deritha electronico (SEM) y
dicroismo circular. Por otra parte, el seguimiestola cinética de la interaccion se ha
llevado a cabo por la técnica de flujo detenidopleando el dicrosimo circular
intrinseco del ADN como sefal analitica para eluse@gnto de la cinética. A
continuacion, se detallan brevemente los aspegfierienentales.

3.2.2.1. Espectroscopia de fluorescencia.

Las medidas de fluorescencia fueron realizadas ua espectrofluorimetro
(Hitachi f-2500), conectado a un PC para la lectigdos datos y la obtencion de los
espectros. Las medidas de intensidad fueron reakza una concentracion de sonda
[1-PyCHO] = 5.10 M. La longitud de onda de excitacién fue 356 nfa ge emision
458 nm. Se comprobd que los resultados fueron embentes de la longitud de onda
de excitacion, en el rango de 300 a 425 nm. Laszerdraciones de ADN para la
determinacion de las constantes de equilibrio ARNdparticula, empleando el agente
intercalante 1-PyCHO como sonda, variaron en ejaate 1¢ M a 10° M. Todos los
experimentos se realizaron a una temperatura caastee 298.2 + 0.1 K, y el agua
empleada en la preparacion de todas las disolui@eatuvo un 5% etanol. La
presencia de alcohol fue necesaria para facilaasdlubilidad del 1-PyCHO. Los
cambios en la intensidad de fluorescencia de lapeticula, en ausencia de 1-PyCHO,
se llevaron a cabo para una concentracion de netfmpa [AUNPs] = 1.5x18M en un
rango de concentraciones de ADN que vari6 desdevila 7 x 10 M. La longitud de
onda de excitacion en este caso fue 451 nm y lamdsion 656 nm. Préviamente se

comprobd la linealidad de los valores de la in@edi de fluorescencia de la

189



nanoparticula, en ausencia de ADN, en el rangmdeentraciones [AuNPs] = 5 x 10
-2.16 x 10M.

3.2.2.2. Espectroscopia de absorbancia.

El registro de los espectros de AuNPs, en poisen en ausencia de ADN, fue
llevado a cabo en un espectrofotometro Cary 5098a22K, en el rango de longitudes
de onda de 280 nm a 800 nm. El espectro UV-visisahoparticula muestra una banda
de plasmon de superficie (SPB), casi no detectableo consecuencia del pequefio
tamafo de las mismas, en torno a 350 nm (véaseaFigu Las concentraciones de
reactivos empleadas en estos experimentos fuerohuNHAs] = 1.58x18 M:
[ADN] = 6.7x10° M - 9.6x10° M.

0.6
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Figura 1. Espectro de UV-d&slas nanoparticulas Au@tiopronina.

3.2.2.3. Medidas de dicroismo circular.

Los espectros de dicroismo circular (CD) fueron istegdos en un
espectropolarimetro BioLogic Mos-450. Para las aeslestaticas se emple6 una célula
de cuarzo estandar de 10 mm. Los espectros fuexpresados en términos de
elipticidad, 8. Para cada espectro se realizaron barridos d&fjarid a 310 nm, a una

temperatura constante de 298.2 K. Cada espectroblieaido de la suma acumulativa
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de 5-10 barridos simples, entre los cuales se aiejtiempo de equilibrio de 5 min.
Todos los espectros se realizaron a una concefrtraonstante de ADN de oM. Los
experimentos cinéticos fueron realizados a la miemgeratura mediante la técnica de
flujo detenido, empleando un instrumento SF-20 mdpflow (BioLogic) y siguiendo
el curso de la reaccion haciendo uso del dicroismoalar intrinseco del ADN como
sefal de deteccidon. Las medidas se realizaron dongdud de onda de excitaciéon de
258 nm, usando una cuveta de cuarzo FC-15 paralasede dicroismo circular. Todos
los experimentos cinéticos se llevaron a cabo eangle una concentracion fija de
nanoparticula (5 x 10M) y a diferentes concentraciones de ADN (de 13M0a
1x10°M), a cada concentracién de sal. En todos los ces@ncontrd una dependencia
biexponencial de la variabk (elipticidad) en funcion del tiempo. La sefal sdgida
fue analizada mediante el programa Jandell. Todesekperimentos cinéticos fueron
realizados bajo condiciones de pseudoprimer orfl®@NA] >> 10[AuNPs]). Cada
experiencia cinética fue repetida al menos 10 vgdas trazas fueron acumuladas para
reducir la razén sefal-ruido. La desviacion estareteontrada en los tiempos de

relajacion fue de un 10 %.

3.2.2.4. Microscopia electronica de transmision (TH).

Para caracterizar las nanoparticulas de oretmatlas y confirmar la existencia de los
clusters de oro unidos a la tiopronina, es neagsan analisis por microscopia
electronica de transmision (TEM). Se ha empleadeédaica de TEM para determinar
el tamafio, el estado de agregacion y la distriudetamafos de las nanoparticulas de
oro, pero también para observar los cambios cordoonales en el ADN (de forma
indirecta), y en las nanoparticulas de oro comaseaumencia de la interaccion con el
ADN.

En microscopia electréonica de transmision, laestra se irradia con un haz de
electrones, aplicando un alto voltaje y sometigladmuestra a un alto vacio. El haz de
electrones pasa a través de una serie de lentes |legmr a la muestra y atravesarla.
Son los electrones transmitidos los que proporcionéormacién sobre la muestra,
donde la imagen se obtiene a través de una pafitadi@scente. La observacion de
muestras por TEM se llevé a cabo depositando uta @® puL) de una disolucion
acuosa de 0.1 mg/ml de nanoparticula sobre unéardg cobre recubierta con una

pelicula de carbdn. La gota se dej6é evaporar aldhirante varias horas a temperatura
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ambiente y se introdujo en el microscopio. El amslde las muestras se realizdé en un
microscopio electronico Philips CM 200 trabajandzDa kV.

Philips CM 200.

En la figura 2, se observa una imagen de las naticydas de oro funcionalizadas con
tiopronina obtenidas por TEM vy el histograma deritiscion de tamafios de éstas. El
namero de particulas consideradas para la estimagbtamafo fue entre 200 y 300
tomadas de distintas fotografias de TEM. El tamaifedio del diametro de las

particulas estimado fue 1.4 £ 0.6 nm.
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Figura 2. Imagen de TEM de la distribucion de tamafio de#asparticulas de oro.
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Por otro lado, para obtener un mayor contrastebtuvieron imagenes de AuNPs en
presencia de diferentes concentraciones de ADNeangb la técnica de campo oscuro,
en combinacién con la técnica de seleccion de pesrale difraccion (SADPs). Este
estudio confirmo la interaccion de las nanoparéisaion el ADN y aportd pruebas de la

formacion de agregados de AUNPs/ADN como se masinais adelante.

3.2.2.5. Microscopia de barrido electronico (SEM).

Las imagenes de microscopia electronica de bar@ddv, fueron llevadas a cabo

empleando un microscopio JEOL 6460LV Schedulera Rarcaracterizacion de las

muestras por SEM, se depositd una gotayll)0de una disolucion acuosa de ADN o

ADN/AUNPs en un porta-muestras y se elimino el ldeae, dejando la muestra

durante un dia a temperatura ambiente. Las muestifgweparadas fueron recubiertas
con una fina capa de oro (“sputtering”), para nmegjsu conductividad.

JEOL 6460LV Scheduler
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3.3. Resultados y Discusion.
3.3.1.Estudio termodinamico de la interaccion ADN/AuNPSs.

Como se ha expuesto en la introduccion de egigubo, la mayoria de los estudios
sobre la interaccion de ADN con nanoparticulas apeecen en la literatura cientifica
implican la union covalente de éstas a pequefig®mlicledtidos. Sin embargo, los
estudios en disolucion sobre interacciones no-eowe$ de nanoparticulas con largas
cadenas de ADN son relativamente escasos. Estaiitesnaticos sobre los cambios
conformacionales de estos polielectrolitos indugidor su union con los nanosistemas
son también relativamente infrecuentes. Por estasnes, se ha llevado a cabo un
estudio de la termodinamica de interaccion no-@ntal entre nanoparticulas de oro y
ADN de higado de ternera, con objeto de cuantifc@nergia libre de asociacion y los
cambios conformacionales implicados en la intetac&iDN/AuUNPs.

La presencia del grupo carboxilico y amino ddidgronina permite modificar la
carga de la nanoparticula en funcién del pH del imel#n consecuencia, este
nanosistema puede emplearse positiva 0 negativarmargado. Es importante destacar
gue todos los experimentos llevados a cabo enessidio fueron realizados a pH = 6.
De acuerdo con el valor de pKa del ligando tiopmranenlazado al cluster de oro
(pKa= 5.6 + 0.5}’, estas nanoparticulas son practicamente neutras.

Es sabido que las nanoparticulas de oro de feqianafio presentan emision de
fluorescencid® Atendiendo al tamafio de las nanoparticulas de Ap@nina
empleadas en este estudio (1.4 nm), esta propfastida aportar informacion sobre la
interaccion de estas particulas con el ADN. De mtueon ello, se registraron los
cambios en el espectro de fluorescencia de la @atiopla que resultaron de afadir
cantidades crecientes de ADN a una disolucion cqueeaia una cantidad fija de
nanoparticula (JAUNPs] = 1.5xf®). Previamente, se comprobd la linealidad de la
representacion grafica de los valores de intengilgafiuorescencia de la nanoparticula
frente a la concentracién de nanoparticula, [AuNpPaia descartar la agregacion de los
mismos en ausencia de ADN y posibles fendmenositdecauenching (véase Figura 3).
A bajas concentraciones de AuNPs (< 2,18), la intensidad de fluorescencia se
mantuvo lineal al variar la concentracién de nanb@#a, como puede verse en la
figura; sin embargo, a concentraciones mas eleyaldadinealidad desaparece,

probablemente, debido a la existencia de posibde®nienos de auto-quenching
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producidos por los ndcleos de oro de la nanopédati@ebe resaltarse la importancia
del pequefio tamafio del nucleo de las nanoparticuktdlicas, en relacién con la
luminiscencia que éstas presentan en medio aciageoay y colaboradores estudiaron
la emisién de nanoparticulas de oro recubiertasetdigando tiopronina de diferentes
tamafios (1.8, 2.2, 3.1 and 3.9 rth)encontrando que la luminiscencia era mas
significativa en el caso de las mas pequefas (h8le diametropem = 770 nm).
Ademas, se encontré que el maximo de fluorescawidesplaza hacia energias mas
bajas al aumentar el tamafio del c8r8' En este sentido, los resultados que aparecen
en la Figura 3, correspondientes a nuestras nanapas de 1.4nmi{m = 656 nm)
estan en buen acuerdo con los publicados por Meitfgr otro lado, la figura muestra
cémo, la presencia de cantidades crecientes de Aidiifica la intensidad de emision
de la nanoparticula. Este comportamiento se hanam® también en el caso de
nanoparticulas de oro recubiertas con tiopronind.8enm en las que previamente se

insertaron uno o dos ligandos etidfo.
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Figura 3. Espectros defluorescencia del sistema AuNPs/ADN al 5% de eta

[AUNPs] = 1.5x10 M; [ADN]= (0 M — 7 x 10°M). El recuadro muestra la linealidad de la

intensidad de fluorescencia de la nanoparticukusencia de ADN.
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La técnica de UV-vis también aport6 evidenciasadmieraccion de las nanoparticulas
Au@tiopronina con el ADN. La Figura 4, muestra ¢tasnbios registrados en la banda
de plasmén de superficie (SPB) de los coloidesrdeabaumentar la concentracion de
ADN. A pesar de que, de acuerdo con el pequefiofiama la nanoparticula, la banda
SPB de ésta es casi indetectable, la Figura 4, trauesmo el espectro de la
nanoparticula cambia debido a su asociacién camlécula de ADN. La presencia de
un punto isosbéstico, poco definido, alrededor@®8n da cuenta de la formacién del
complejo ADN/AuUNPs.

0.7 o ae =

1 8, 2
0.6 !900511 *
Q’Oll .

0.5 1

Abs

H
mm;mm
L

0.3 T T T
280 300 320 340

Figura 4. Valoracion espectrofotométrica del sistema AuNPHNAOAUNPS] =
1.58x10°M; [DNA] = (0 M - 9.6 x 10°M).

Estas dos técnicas (espectroscopia de absoabgnitiorescencia) proporcionaron
evidencias de la interaccion, pero, desafortunadtmeno son apropiadas para
cuantificar la contante de equilibrio del procesoasociacion, debido a los pequefios
cambios en la sefal registrados en ambos casoserSbargo, como se vera a
continuacion, la técnica de dicroismo circular hgugsto un camino alternativo
adecuado para la cuantificacion de la interaccion.

El ADN en su conformacion B presenta un espet#r@€D caracteristico en la region
de ultravioleta lejano (220 - 320 nm). Las altevaes estructurales del ADN debido a

su interaccion con los ligandos pueden verse aefésj en los cambios experimentados
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por ella, en el espectro de CD intrinseco. Endaéi 5 A, se observa el espectro de CD
del ADN libre en disolucion. Presenta un espedpizd del ADN en la conformacion
B, con un pico positivo a aproximadamente 278 notrg negativo a 247 nm. Estas
bandas se deben a las interacciones de apilangatr®las bases y a la supraestructura
helicoidal del polinucleétido, que proporcionanambiente asimétrico para las ba%es.
En la misma figura se presenta un ejemplo de umdadion de ADN en agua,
monotorizada con la técnica de CD. La Figura 5 mnaesdmo el aumento de la
concentracion de nanoparticulas produce una dismdnude la banda positiva
(C278 nm) y negativa en intensidad. Estos cambios aeompafiados por un

desplazamiento del maximo de la banda positiva Beh@cia longitudes de onda

mayores, como puede verse en la Figura 5A.

O(Miligrados)
B8(Miligrados)

T T T
0 le-6 2e-6 3e-6 4e-6

[AUNPs])/M

T T T T
220 240 260 280 300

Figura 5. (A) Titulacion de CD para la interaccion de las aparticulas
Au@tiopronina con ADN en agua. (JADN] = 1 x {ov; [AuNPs] = (0 M — 4 x 18

M). (B) Elipticidad, 6 vs. [AuNPs]. Los simbolos<) representan los datos
experimentales y la linea es el mejor ajuste aletwode dos estados, de acuerdo con la

ecuacion 1.

Las modificaciones de estas bandas reflejan laegxig de cambios estructurales en la
doble hélice, a medida que las nanoparticulas c@pgoran a la disolucién de ADN.
Tomando como base estos cambios del espectro dee€posible cuantificar la
constante de asociacion del proceso. Los cambiistnados en la elipticidad del ADN
al aumentar la concentracion de nanoparticula,gruegtionalizarse de acuerdo con un

modelo de dos estad®sLos cambios en la elipticidad, serian consecuencia de la
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distribucion de los cluster de oro entre el mediooso (bulk) y la superficie del ADN,

de acuerdo con el esquema I:

KADN/AUNPS
(1] -
ADN + AuNPs (ADN/AUNPS)
L0 l
eW eADN
Esquema |

La medida de ciertas propiedades del sistema eedifss concentraciones de receptor,
permite la obtencidon de K, y a partir de ésta, rergia libre de interaccion
sustrato/receptdf El modelo de dos estados implica que, cualquiara sea la
propiedad del sistema, la medida del valor de estgpiedad es la suma de las
fracciones correspondientes a cada estado. Coasdteta elipticidad del ADN como
propiedad objeto de estudio, se obtiene la sigeiexpresion, que relaciona los

cambios medidos en la elipticidad del ADN con laaantracion de nanoparticula:

<e> _ <0>W + <e>ADN K ADN/AUNPs [AUNPS]
1 + K ADN/AuNPs [AUNPS]

@

De esta forma, la constante de asociacion del poogeede obtenerse por ajuste de los
datos experimentales correspondientes a la ecudciddn ejemplo aparece en la

Figura 5 para una concentracién de ADN*1. En ausencia de sal, el valor de la
constante de equilibrio fue K = 6.4 x°1BI, correspondiente a una energia libre de
asociacion de -33.12 kJ/mol.

Para corroborar la validez de este método, endatificacion de la energia libre de
asociacion ADN-nanoparticula, basado en los camiéo€D intrinseco del ADN, se
empled también otro procedimiento similar al uéitiv en los capitulos precedentes de
la tesis. Este método estd basado en el uso aetatddor fluorescente, 1-PyCHO.
Como ya ha sido expuesto la medida de la habibigh@d\DN para unirse a este ligando
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puede deducirse facilmente a partir de los camigokn intensidad de fluorescencia de
la sonda, al incorporarse al ADN. Estos cambiosgen determinar las constantes de
equilibrio para la asociacién del 1-PyCHO al ADNj@e el modelo de sigmoidea

descrito en capitulos anteriores (véase apéndicEn)todos los casos se encontro que

la intensidad, |, podia ajustarse a la siguient@&on:

_ 1o +1,onKIADN] @)
~ 1+K[ADN]
-k &
K=K, Lia (b) (2)
( = [ADN] -h ©

J

Los parametros de ajuste al modelo de sigmoidéa estogidos en el Apéndice Il. A
las concentraciones de nanoparticula méas altadN@PAlr1 x 1M y 2 x 10°M), sin
embargo, los datos de intensidad de fluorescener®m ajustados, adecuadamente, a la
ec. 2a, sin incluir la dependencia sigmoidea eoolsstante, K. Las representaciones
gréficas de los valores de intensidad del 1-PyCH@té a la concentracion de ADN, a
distintas concentraciones de nanoparticula, aparenela Figura 6, donde los datos

experimentales fueron ajustados segun la ecuaciéon 2
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Figura 6. Intensidad de fluorescencia del 1-PyCHO frente eolecentracion de ADN
ajustada al modelo de sigmoidea (ecuacion 2).

Como puede verse en la Figura 6, en todos lesscda intensidad de emision de la
sonda disminuye al aumentar la concentracion de ABBta disminucion de la
intensidad es menos pronunciada a medida que lkeotacion de AuNPs aumenta.
Los valores de las constantes de equilibrio 1-Py@0DI, a cada concentracion de
nanoparticula, aparecen en la Tabla 1
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Tabla 1. Valores de las constantes de equilibrio de asamiadin.x Yy de la energia libre
correspondiente AGmax para la interaccion entre el 1-PyCHO y el ADN,d#erentes

concentraciones de AuNPs.

10 JAUNPSIM  10° K max. 72PN/ M AGmaxkImol™

0.0 73.0 -33.45
2.5 55.0 -32.75
6.0 20.2 -30.27
10.0 4.0 -26.25
20.0 2.6 -25.19

Estas constantes de equilibrio, se emplearon lysya la determinacion de la
constante de asociacion ADN/AuNPs, de acuerdo ttratamiento que se incluye en
el Apéndice Ill. La siguiente expresion relaciors Icambios de la energia libre
ADN/1-PyCHO con la concentracion de nanopartiddlaNPs]:

AGIIAN + AGTIAN EZ K[AUNPS]

AG oyIADN _ max,1 max,2 . (3)
max K
1+ K—Z K[AuNPs]

1

En esta ecuacion, K K; son las constantes de equilibrio de la sonday(1-®) al
ADN; (libre de nanoparticula), y al ADNunido a las nanoparticulas), respectivamente.
El ajuste de los valores deG™"PN .. a la ecuacién 3, proporcioné un valor de la
constante de equilibrio ADN/AUNPs de K = 6.2 x>1d™, asi como un valor de
Ko/Ky = 1.23; AGPYAPN 1= -33.5 kdmot, y AG™ PN, .o = -24.94 kdmet. El valor
de la constante de equilibrio, K, encontrado segste método para la interaccion
ADN/1-PyCHO, estd en buen acuerdo con el obtenidoarir del procedimiento
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anterior haciendo uso de las medidas de CD. Lar&igunuestra el ajuste de los datos

de energia libre que aparecen en la Tabla 1 aiEce#mn 3.

-24

AGPN  JkJmol ™

‘34 T T T T T
0 5e-6 le-5 2e-5 2e-5

[AUNPs]/M

Figura 7. Ajuste de la energia libre de asociacion 1-PyCHIMAAGax €n funcion

de la concentracion de nanoparticula, [AUNPs],ale@o con la ecuacion 6.

Debido a la mayor simplicidad del primer procei@nto para la determinacion de las
constantes de equilibrio ADN/AUNPs, basado en ldion@n de los cambios de CD del
ADN, el efecto de la concentracion de sal (NaCl)laemermodinamica de asociacion
ADN/AuUNPs se abordé mediante la técnica de CD. igar& 8, muestra los espectros
de CD del ADN en presencia de diferentes concenttas de NaCl y los
correspondientes a la adicion de una concentradijgm de nanoparticula
([AUNPs] = 4.84 x 10 M) a la disolucién que contenia el ADN y la sah t6dos los
casos puede observarse que el espectro de CDseauoirdel ADN se modifica por la
adicion de AuNPs, indicando un cambio conformadiozra el ADN debido a la
asociacion de éste con las nanoparticulas de omsedida que la concentracion de sal
aumenta, la interaccion ADN/nanoparticula se valitkeda (véase Figura 8), quedando

totalmente apantallada a altas concentracionealdfN&Cl] = 0.5 M).
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Figura 8. Espectros de dicroismo circular intrinseco (CD) A&&N a diferentes
concentraciones de NaCl (en rojo) y en presenc[AalPs] = 4.84 x 18 M (en azul).

A bajas concentraciones de sal, el efecto delid de sodio sobre la disminucion de
la asociacion ADN/AuNPs no es tan significativo, doal indica la presencia de
interacciones no-electrostaticas en el proceso rdénu Es importante destacar que
todos las experiencias fueron llevadas a cabo a= pHy de acuerdo con el valor de
pKa (~5.6) de la tiopronina enlazada al cluster temoparticulas de oro son
esencialmente neutras. Esto implicaria que la dotédn ADN/AuNPs fuese,
fundamentalmente, de caracter no-electrostaticora Pabtener la contribucion
electrostatica y no-electrostatica de la asociagiéanfirmar esta idea, se determinaron
las constantes de equilibrio ADN/AuNPs a diferentescentraciones de sal (véase
Figura 9).

Los valores de K obtenidos mediante titulacionesGio aparecen en la Tabla 2.
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Figura 9. Titulacion de CD para la interaccion AuNPs /ADN afedkntes
concentraciones de sal. ([ADN] = 1xXi®01. Los simbolos+( representan los datos
experimentales y la linea es el mejor ajuste alettode dos estados, de acuerdo con la

ecuacion 1.
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Tabla 2. Constantes de equilibrio de la asociacion ADN/AsNR diferentes

concentraciones de NacCl.

[NaCl)/M 1P KAPNAUNPS
0.000 6.40
0.002 6.34
0.006 4.98
0.010 3.88
0.015 3.34

A partir de los valores de las constantes de dujidgli a cada concentracion de NaCl,
puede obtenerse una estimacion de las compondattostaticas y no-electrostaticas
de la interaccion ADN/AuNPs. Estas contribucionegden calcularse como sigue:
KAPN/AUNPS 1 1ede  expresarse en forma de energia libre delegmoddG = -
RTINKAPNAUNPS = Esta energia libreAG, puede describirse como la suma de dos
contribuciones: (i) una contribucion independiedét potencial electroestaticAGne
(no-electrostatica o intrinseca), y (ii) una cdnidion dependiente del potencial
electrostaticoAGe (electrostatica)Esta clase de separacion se discute extensamente en

las referencias 65-69:
AG =AG, , +AG, (4)
Por tanto, la energia libre de asociacion ADN/AUNKGS puede describirse como la

suma de dos contribuciones: una no-electrostahGae, Yy otra electrostaticad\Gg, l0

cual implica que:

K=K neIK el ()
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Para separar estas dos contribuciones puede es®liEarecuacion de Lippard. De

acuerdo con Howe-Grant y Lipp&idlogKe es proporcional a -log[Np esto es:
logK = logK ., —plog[Na"] (6)

Esta expresion proporciona la dependencia de Kladuerza idnica del medio, en
funcién de la concentracién de iones'NBecord y colaborador@sdescribieron esta
relacion en términos del nimero de contraiones madeates = m'y, eliminados del
polinucledtido, debido a la asociacién de un liga@uNPs) a un sitio del polimero
caracterizado por la presencia de m’ residuos tosi, representa el grado de
asociacion de los contraiones por residuo fosfElovalor de W es inversamente
proporcional a la distancia entre residuos fosfatposee un valor de 0.88 para una
doble hebra normal de ADN.,K es el valor de K a una concentracion 1 M dé Wse
supone que esta libre de componentes electrostatics valores de log K fueron
representados frente al log [fl4véase Figura 10). La pendiente de esta reprasiént
proporciona informacién concerniente a la contnbaelectrostatica de la asociacion;
mientras que la intercepcién con el eje de ordenddda Figura 10, determina el grado

en gue las interacciones no-electrostaticas es&septes.
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Figura 10. Ajuste de logK vs. log [N3 para el sistema ADN/AuNPs segin la

ecuacion 6.
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A partir del valor de la ordenada en el origanaFigura 10, se obtuvo un valor de
logKnel = 4.98, el cual proporciona un valor de 9.5%WD" correspondiente a. . Esto
es, teniendo en cuenta los valores de K que apamtéa Tabla 2, puede establecerse
que la componente no-electrostatica de la eneityia de asociacion supone alrededor
de un 88 % de la energia libre total. Este resoliesta de acuerdo con el caracter
practicamente neutro de las nanoparticulas. Elotgur ciento restante (12%),
correspondiente a la interaccidn electrostatidéejeeuna asimetria aparente en la carga
de los ligandos tiopronina unidos al centro de d@e. acuerdo con esta supuesta
asimetria en la carga, podria suceder que ciegasdos tiopronina de la nanoparticula
presentasen carga positiva, siendo estos Ultimesrdgponsables de la pequefa
componente electrostatica en la energia libre daldenpara la interaccion
ADN/nanoparticula. Nétese, ademas, que el pKadadtenido de la bibliografia y el
valor corresponde en realidad a nanocluster denfn8 Por otro lado, dicho valor
presenta una desviacion estandar de + 0.5. Unandagoosible explicacién para la
pequefia variacién de la constante de equilibrio laoooncentracion salina seria un
posible efecto de salting-in.

Como conclusion a este estudio puede indicauge lg interaccion del ADN con
nanoparticulas de oro de 1.4 nm, recubiertas ommaiina, ha sido probada haciendo
uso de diferentes técnicas: CD, UV-vis y espectipiscde fluorescencia. La asociacion
de las nanoparticulas de oro, AUNPs, con la dobleahde ADN ha sido cuantificada
en términos de energia libre. Para ello, se harleatip dos metodologias: una directa,
basada en los cambios registrados en el espect@Ddmtrinseco del ADN, y otra
metodologia indirecta, basada en los cambios deeficencia que experimenta una
sonda fluorescente, el 1-PyCHO, en presencia de {IBNNPs. Ambos métodos han
proporcionado resultados concordantes. Dichos teefag indicaron, ademas, que las
nanoparticulas de oro se unen al ADN promoviendobéas conformacionales en el
biopolimero. Finalmente, de acuerdo con el cargmteticamente neutro de las AuNPs,
un estudio termodindmico de la asociacion de esta®particulas con ADN en
presencia de NaCl revelo que la interaccion, a @ es fundamentalmente de caracter

no-electrostatico.
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3.3.2.Estudio cinético de la interaccion no-covalente ADMuNPs.

En las ultimos afios, investigaciones acerca @structura microscopica de diferentes
complejos compuestos por largas moléculas de ADBggntes complejantes han
resultado de interés particufa?:?®?® Algunos de estos estudios han revelado que la
forma de interaccionar largas cadenas semiflexiblesADN y nanoparticulas es
fuertemente dependiente de la conformacion del ARNigidez de la cadena vy el
tamafio de la nanoesférd® En particular, estudios estructurales de complejos
ADN/AuUNPs sugirieron la existencia de formacionailertas estructuras ADN/AUNPs
cuando el tamafio de la nanoparticula disminuyelexion con la longitud de la cadena
de ADN: adsorcién, envoltura (“wrapping”) y asodtacsimple (“collection”)***Estas
estructuras fueron descritas en la introduccioneggnde este capitulo de la tesis.
Independientemente del modo de complejacién, leiasion de las AuNPs con el ADN
causa cambios conformacionales en la estructuta biemolécula, llevando ésta hacia
formas mas compactas, como se ha demostrado nmeedidatentes técnicas como:

A25228  fluorescenci@® y

dicroismo circul&®® microscopia de transmisi®
microscopia de fluorescenéaSin embargo, aunque los sistemas ADN/AuUNPs han
sido muy estudiados durante la Ultima detatf£> es claro que, para el desarrollo de
aplicaciones en el campo de la nanotecnologiatgnses de deteccion de ADN, es
necesario conocer el mecanismo que controla el ocdarmiento cinético de estos
nanosistemas. Hasta la fecha, los estudios meicasiste interaccion de ADN con
nanoparticulas de oro son muy esca$85En este sentido el objetivo de este Ultimo
capitulo de la tesis es doble: por un lado demostaosibilidad de medir la cinética de
asociacion de ADN con nanoparticulas de oro a $raled estudio de los cambios
conformacionales que tienen lugar en la moléculaABN como resultado de la
asociacion con la nanoparticula, mediante la técdé dicroismo circular. Por otro, el
establecimiento del mecanismo de asociacion dedosclusters con el biopolimero.
Este estudio es, naturalmente, una continuacioestldio termodinamico previo,
utilizando pequefias nanoparticulas de oro (1.4 ynargas cadenas de ADN como
modelo para el estudio mecanistico de la interaceivestos sistemas.

Como se describié en el capitulo anterior, laradcion de las nanoparticulas con el
ADN, provoca cambios conformacionales reversibledaeestructura del ADN. Estos

cambios pueden seguirse usando la técnica de shmoagircular (véase Figura 11).
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Figura 11. Titulacion de CD para la interaccion AuNPs/ADN ergua
([ADN] =1.5x10* M; [AuNPs] = (0 M - 2x1G M)).

En este sentido, de acuerdo con la existenc@adios conformacionales inducidos
por la interaccion de la nanoparticula con el ABN principio, podria esperarse que la
asociacion ADN/AuUNPs tuviera lugar en un primergag en un segundo paso se
produjera un enrollamiento mas significativo del M\2n torno a la superficie de la

nanoparticuld? (véase esquema |).

ADN Asociacion Envoltura
ADN/AuUNPs

Esquema I. Modelo nieiaccion AUNPs/ADN.
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Basandonos en los cambios de CD, hemos estudtisdaspectos cinéticos de la
asociacion, ADN/AuNPs, en agua y en presencia fégedites concentraciones de sal
(NaCl) para tratar de averiguar las caracteristwagticas de la interaccion. Los
experimentos cinéticos se realizaron empleandéciaida de flujo detenido en el modo

CD, trabajando en exceso de ADN. Las curvas ca®tge ajustaron mediante dos
exponenciales, cuyos tiempos de relajacign,y T, , difieren alrededor de un orden

de magnitud. Un ejemplo tipico de una experieniciética aparece en la Figura 12.

300 -

N

o

o
1

O8(Miligrados)

=

o

o
1

0.2 0.4 0.6

t(s)

Figura 12. Ajuste de la elipticidad®, en funcidon del tiempo, t, en un experimento

cinético tipico. La curva azul representa el majaste de los datos experimentales.

El anadlisis de los datos cinéticos fue llevadmbo analizando los reciprocos de los
tiempos de relajacion corto y largo,rl/y 1/T, , respectivamente, en funcion de la
concentracion de ADN. En contra de lo esperad@utaatura que se observa en la
representacion del inverso del tiempo de relajacano con la concentracion de ADN
(Figura 13 A), reveld que el mecanismo de reacpmiria estar constituido por 3 pasos
en serie, donde el primero de ellos, incluso sdewasiado rapido para observarse

directamente como un efecto de relajacion por s€parpuede caracterizarse en
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términos de una constante de equilibrig, kDe acuerdo con ello, la dependencia del

tiempo de relajacién corto con la concentraciomBé\ fue ajustada a la Ec. (f)

1 _ Koky[ADN] (1)
1, 1+K,ADN] 7

donde Kk, es la constante de equilibrio del paso mas rapidd; y ki son,
respectivamente, las constantes de velocidad dieeatversa del segundo paso (véase
esquema ll). Por tantooKk; y ki pueden obtenerse del ajuste He, frente a la
concentracion de ADN, trabajando en condicionesekeeso de polimero, siendo

K1= ki/k.1. Los valores de estos parametros se recogenTabla 3.

70

60

50 4

1, (sY

40 +

30 +

20 T T T T T
2e-4 4e-4 6e-4 8e-4 le-3

[ADN]/M

Figura 13 A. Reciproco del tiempo de relajacion corto en fumaé la concentracion
de ADN, [NaCl] = 0.002 M.

La dependencia con la concentracion de ADN debpreco del tiempo de relajaciéon
largo, 1/ 7,, produjo también una curva que tiende a plattnaeatraciones elevadas de
ADN, de acuerdo con la ecuaciérf*Esta curvatura da cuenta de la influencia de los

efectos cinéticos precedentes sobre el tercergeisnecanismo:

1 _ Kk, [ADN]

1, 1+K,ADN] @)
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En esta expresion,,ky k,, son las constantes de velocidad directa e inveusa

corresponden al tercer paso del mecanismK, ¥ K,(1+K, . Consecuentemente k

y k. pueden obtenerse por ajuste de los valoresl/de a la ecuacion 2 (véase

Figura 13 B), una vez quel K, han sido obtenidos a partir de la ecuaciéon 1, dado
que K es un parametro conocido. Los valores de las aotest cinéticasyky k, se

recogen en la Tabla 3.

12

11 A

10 A

1(sY)

5 T T T T T
2e-4 de-4 6e-4 8e-4 le-3

[ADN)/M

Figura 13 B. Reciproco del tiempo de relajacion largo en fumaé la concentracion
de ADN, [NaCl] = 0.002 M.

Teniendo en cuenta la discusiéon precedentepraportamiento cinético del sistema
puede racionalizarse segun un mecanismo en setieepasos sucesivos. Este modelo
se describe en el Esquema Il. Los valores de lastaotes de velocidad, asi como los
de las constantes de equilibrio individuales cpuwesientes al primero, segundo y
tercer paso de la reaccion, obtenidas a cada cwacém de sal (NaCl), se recogen en
las Tablas 3 y 4, respectivamente. Los inversdesidgempos de relajacion,tlly 1k,
empleados para obtener los datos de la Tabla &laancentracion de ADN y sal, se
encuentran en el Apéndice VI de la tesis.
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K

K
ADN +AuNPs 2 - (ADN, AuNPs)* 2 =~ (ADN/AUNPS), - QE—Z;D (ADN/AUNPS),
~Omao ~O0poooo - k

4 -2

Esquema Il. Modelo en tres pasos en serie parant@raccion AuNPs/ADN.
(ADN,AuUNPs), (ADN/AuNPs) y (ADN/AuNPs), son complejos formados por el

polimero y las nanoparticulas (AuNPs), que difie¥ersu estructura.

Tabla 3. Parametros cinéticos para la interaccion de natiopkas, Au@Tiopronina,
con ADN.

[NaCl}/M kst ky/st /st kolst

0.000 123 17.5 92 0.15
0.002 91 16.0 12.6 0.15
0.006 79 13.9 9.4 0.12
0.010 67 13.9 9.2 0.12
0.015 54 13.0 7.9 0.11

Tabla 4. Parametros termodinamicos derivados de los daioétians para la

interaccion de nanoparticulas Au@Tiopronina con ADN

[NaCI/M  K10°M™ Kol0°M?t K0°M™? K; Ko

0.000 7.2 12.0 9.6 7.0 85
0.002 5.6 11.5 7.7 5.7 84
0.006 4.8 9.7 6.0 5.2 78
0.010 3.6 9.6 5.6 4.8 77
0.015 3.0 9.2 5.0 4.4 72
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Es importante destacar la concordancia queecristre las constantes de equilibrio
globales, K, determinadas a partir de medidas pemgentermodindmicas (seccién
anterior); y las calculadas a partir de la comhbidracde las constantes cinéticas
correspondientes a los pasos individuales del neoan Estos resultados apoyan el

mecanismo propuesto (véase Figura 14). Las coest#ntcorresponden al equilibrio:

K
ADN + AuNP 5 (ADN/AUNP)rot

Esquema lll. Proceso global de la interaccion AUNDSI.

con (ADN/AUNP).: = (ADN,AuNP) + (ADN/AuUNP) + (ADN/AuUNP),. La constante
de equilibrio del proceso global, K derivada datamiento cinético puede obtenerse a

partir de la ecuacion 3:

k k
K=Ky L|1+ 2
) o
7_
° °
o
=
£ s
—
47 ®
°
3-I T T T T
3 4 5 6 7
-1
10K (M)

Figura 14. Constantes de equilibrio correspondientes al paagobal, obtenidas a
partir de medidas estéticéis;), frente a las constantes de equilibrio derivadeks

tratamiento de los datos cinéticos)Kvéase esquema II).
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Como puede verse en la Tabla 3, las constaetegldcidad disminuyen al aumentar
la concentracion de sal en la disolucion que coatiél ADN y las nanoparticulas de
oro. Considerando el caracter practicamente nel#das nanoparticulas de oro, parece
razonable que puedan operar en su asociacion coAD&l, las interacciones
hidrofobicas existentes entre las colas hidrofabida la tiopronina y los residuos
hidrofébicos de la molécula de ADR.Estos residuos, presentes en la estructura del
ADN, estan constituidos por grupos no-polares dogeajue se incluye el grupo metilo
de la base timina y también otros grupos que compaat anillo del azucar que se
encuentran en las paredes de los surcos del RBN.relacién con estos aspectos, otros
autores han planteado la hip6tesis de la existamheiaste tipo de interaccidon entre
nanoparticulas de Au catidnicas y los surcos deNAlasandose en la existencia de un
punto isosbéstico a 262 nm en la curva de titutacdé CD del ADN con dichas
nanoparticulas catiénicas de oro, el cual aparesplazado respecto a un segundo
punto isosbéstico a 255 nm. Este Ultimo, ha sidwiado a la formacién de un par
i6nico simple entre las nanoparticulas catiénica®sy grupos fosfato del ADRP,
apoyandose en el hecho de que al ser este tipontdeadcion de naturaleza
electrostatica, ésta seria mas energética, y poo e corresponderia con el punto
isosbéstico presente a valoresxdmenores. Al igual que Goodman y colaboraddfes
en el presente estudio sobre la interaccion de ABbiNnanoparticulas Au@tiopronina,
hemos encontrado un punto isosbéstico a 262 nna eurva de titulacion por CD
(véase Figura 11). Este resultado demuestra gqasdaiacion de las AuNPs con los
surcos del ADN es una hipétesis plausible, conaitiy el tamafio de los surcos
principal y secundario y el pequefio tamafio de hparticula (1.4 nm). Esta hipétesis
también se ve apoyada por la relacion lineal existentre las constantes de velocidad
del segundo paso de la reaccion y la actividacged. Efectivamente, la hidratacion de
los surcos del ADN juega un papel fundamental erstiacion de pequefios ligandos a
los surcos del ADN. Esto se ha demostrado en difesetrabajos concernientes al
estudio de la asociacién de pequefios ligandos &.APor tanto, suponiendo que el
segundo paso de esta reaccion corresponde a la@dnade las nanoparticulas a los
surcos del ADN, parece razonable que los efectobidimtacion jueguen un papel
predominante. En relacion con esta hipotesis, haanstatado algunas evidencias de
la importancia de la hidratacion en la cinéticalaereaccion. De acuerdo con la
variacion de las constantes de velocidad direciaversa del segundo paso con la
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concentracion de sal, se ha encontrado una cadellceal entre estas constantes y la

actividad del agua correspondiente a cada concéitrade electrolito (véase

Figura 15).

2.0 A

1.8 4

1.6 4

1.4 4

log (ky);log(k_,)

121 .//a/

1.0

-2e-4 -2e-4 -le-4 -5e-5 0

log (aw)

Figura 15. Ajuste del log (k) vs. log (g correspondiente a diferentes disoluciones

acuosas de NaClzKe); k1(). ay representa la actividad del agua en la disolucion

Este comportamiento sugiere que la actividad dehag algun pardmetro directamente
relacionado con ésta, juega un papel importantel segundo paso del mecanismo de
esta reaccion y, por tanto, en la formacion delglejo (ADN/AuUNP).

El enrollamiento de la doble hélice del ADN (apping”) forma parte de un proceso
biolégico fundamental como es la condensacién deldble hélice en la células
eucariotas? En este sentido, la forma esférica de las narioptas de oro permite la
interaccion con el ADN, favoreciendo la curvaturarnyollamiento del ADN sobre su
superficie. La compactacion de las largas cadeea#\@N por las nanoparticulas,
induce un cambio estructural en el complejo ADN/RsNjue permite que la tendencia
a la auto-agregacion de las nanoparticulas (crenbmidel agregado) supere a las
fuerzas de repulsién entre las particifaEstos procesos de asociacién entre
nanoparticulas, se ven favorecidos cuando la coramiin de ADN aumentd.A partir

de im&genes de microscopia electronica de tranamiSiEM, hemos observado esta
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mejora en la asociacion de las nanoparticulas Aag@thina, producida al aumentar la

concentracion de ADN.

Figura 16. Imagenes de TEM haciendo uso de la técnica de @aospguro de
nanoparticulas de oro en presencia de ADN. Lascpés aparecen iluminadas sobre el
fondo oscuro. (A) [ADN] = 1 x 18M. (B) [ADN] = 1 x 10*M.

La Figura 16 A muestra una imagen de las nanop&aticde oro en presencia de una
concentracién de ADN 1 x T realizada con la técnica de campo oscuro. Largigu
16 B muestra estas mismas nanoparticulas, percesantia de una concentracion mas
alta de ADN, 1 x 18M. Como puede verse en ambas figuras, la autdeasoe de las
nanoparticulas aumenta al hacerlo la concentrag@®m\DN. La agregacion de las
nanoparticulas a medida que la concentracion de AliNenta, es una prueba indirecta
de los procesos de “wrapping” de la doble hélicéoemo a la nanoparticula.
Centrandonos mas a fondo en el fendmeno de ladeosacion del ADN,
experimentos llevados a cabo segun la técnica deosaiopia de barrido electrénico,
SEM, ponen de relieve el efecto de las nanopaatscdé oro y de la sal, en el proceso
de condensaciéon del ADN. La Figura 17, muestraéilse ADN en distintos estados de

agregacion (en ausencia y en presencia de narmyastide oro y sal) como
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consecuencia de la agregacion de las nanoparticddasoro enlazadas a la

macromolécula a diferentes concentraciones de NacCl.

Figura 17 (A) Imagen SEM de ADN en ausencia de nanopar@cua sal,
[ADN] = 100 uM (B) Imagen SEM del sistema ADN/AuNPs en presande
nanoparticulas de oro, en agua. [ADN] = 300 y [AuNPs] = 0.5uM. (C) Imagen

SEM que muestra agregados de ADN en forma gloleulgresencia de nanoparticulas,

en NaCl 0.015 M. [ADN] = 10@M y [AuNPs] = 0.5uM. (La barra muestra una escala

de 10pm en todas las fotos).
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La Figura 17A, muestra el ADN en su conformaciéterdida, y corresponde a una
disolucién de ADN en ausencia de nanoparticulaal.yEn la 17 B puede observarse
como la adicion de las nanoparticulas a la disétusiduce cambios morfolégicos en la
estructura del ADN, produciendo la compactaciomregacion de algunas estructuras.
Por otra parte, la Figura 17 C (0.15 M de NaCl),estta como la eficiencia en la
compactacion del ADN se ve favorecida en presedeasal, observandose mas
agregados de fibras de ADN en forma globular. Esteho, junto con los cambios
encontrados en el CD del ADN en presencia de natioplas y los experimentos de
TEM, proporcionan claras evidencias de la existenci proceso de enrollamiento del
ADN y agregacion del los nanoclusters, que danrlagana compactacion del sistema
AuNPs/ADN.

Puede discutirse ahora, la variacion de lastaotes de velocidad del paso mas lento
del mecanismo (tercer paso), que implica la vasia@n las constantes de velocidad
ko y ko, asumiendo que estas constantes correspondero@spr de agregacion y
cambio conformacional del sistema, desde el comptemado en el segundo paso del
mecanismo, (ADN/AuNPg)hacia una conformacion mas compacta (ADN/AuNY)
su proceso inverso, respectivamefiteSi los cambios micro-configuracionales
implicados en este proceso estan controlados pfusi@gi, un aumento de la
concentracion de sal produciria un aumento deskeogidad del sistema, lo cual haria el
proceso directo e inverso, mas dificil@s.

De acuerdo con el tratamiento de Smoluchosigra las constantes de velocidad
controladas por difusién, las constantes de vedacide esta clase de procesos serian
inversamente proporcionales a la viscosidad deiordel reaccionr).?* Es importante
destacar que, en principio, es dificil comprobaa édpotesis, ya que las constantes de
velocidad k y k, deberian relacionarse conviacosidad localn. al igual que sucedia
en el caso de la interaccion de los tensioactiamset ADN. Sin embargo, segun un
tratamiento similar al expuesto en el segundo ghpite la tesis, evaluando la
concentracién local de sal en la vecindad de ler§igie del ADN, es posible hacer una
estimacion de las viscosidades locales (véaseutapiitpagina 148).
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Una vez que los valores de la viscosidad localofuerbtenidos, las constantes de
velocidad k y k, fueron ajustadas frente al inverso de la viscakidaal, 1., de
acuerdo con la ecuacion de Smoluchowsky. La caiggidineal encontrada para las
constantes de velocidad K k., frente a 1If,oc Se presenta en las Figuras 18 Ay 18 B, y
da validez a la idea de que, tantodomo k, corresponden, muy probablemente, a
procesos gue implican cambios configuracionalesratamos por difusion del complejo
ADN/nanoparticuld>®
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Figura 18. Constantes de velocidad directa e invers& R y k» (s?), correspondientes
al tercer paso del mecanismo (esquema Il) Vr.c1hioc €S la viscosidad local estimada

como ha sido descrito en el texto. (A) Paso dirdet¢B) Paso inverso,.k
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Como conclusion y resumen de este estudio cinépoede indicarse que se ha
propuesto un mecanismo reversible, en tres pasossisos, para describir la
interaccion del ADN de doble hebra con nanopadi&ueutras de oro recubiertas con
tiopronina. El primer paso del mecanismo es muydoag corresponde a la formacion
de un aducto externo (ADN, AuNPs), que soélo pudskevarse de forma indirecta.
Los procesos directo e inverso del segundo pasmeéeanismo propuesto implican la
asociacion de la nanoparticula a los surcos del ABEMa hipdtesis se apoya en la
correlacion existente entre el logaritmo de lasstamtes ky k; y la actividad del agua,
a diferentes concentraciones de sal. El tercer galsmecanismo, en direccion directa e
inversa, corresponde a un cambio conformacionataaalo por difusion del complejo
(ADN/AuUNP), hasta una conformacion final mas compacta, (ADWR), como
puede deducirse de las medidas de SEM, TEM y lotics de CD intrinseco del
ADN, asi como de la correlacion lineal encontradeaps y k, con el inverso de la

viscosidad local, de acuerdo con el tratamientS8meluchosky.
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4. CONCLUSIONES.

Los experimentos descritos en esta tesis propawciana importante informacion sobre

los efectos del medio en la termodinamica y ciaétite interaccion de diversos

ligandos, 1-pirenocarboxialdehido, tensioactivadoécos y nanoparticulas de oro con

ADN. Se han encontrado evidencias de los cambinBonacionales que inducen los

distintos ligandos en su interaccion con la mactémda, en unos casos de manera
indirecta (tensioactivos), y en otros también demto directa, obtenidas a través de
técnicas como el dicroismo circular, microscopiectebnica y de barrido, que dan

informacion de tipo estructural.

Algunas de las conclusiones sobre estos estudlas@iguientes:

1) El efecto del alcohol sobre la termodinamicadadieteraccion ADN/1-PyCHO, es en
cierta forma, el resultado de una influencia intteie debida a las modificaciones que
los alcoholes producen en la estructura del agsta lea se sustenta en que las
fracciones molares “magicas” de los alcoholes, sadaales las propiedades de las
mezclas acuosas pasan a través de un maximo o mimanison cercanas a las
fracciones molares, X para las quAG®",.x pasa a través de un maximo. Esta idea ha
sido confirmada en el estudio cinético de esteersiaten presencia de alcoholes: la
variacion de las constantes de velocidad correspotes a la primera etapa del
mecanismo no evidencian un efecto especifico dab tile alcohol sobre esta
interaccion. Sin embargo, los efectos especifices cdda alcohol se ponen de
manifiesto en las variaciones, con la concentramétar de alcohol, de las constantes
directas, k, y mas aun, en las inversas,, lcorrespondientes a la segunda etapa del
proceso de interaccion 1-PyCHO/ADN. Cuantitativateegncontramos que, para una
misma fraccion molar de alcohol, las constantesalecidad k, son mayores para el

terc-butanol, seguido del 2-propanol, y por ultipaoa el etanol.

2) El comportamiento en las variaciones/M& "« correspondientes a la interaccion
del 1-PyCHO con el ADN en presencia de los alcahas diferente, del observado en
presencia de sales, urea, tensioactivos y nanopladj en el sentido de que no existen
extremos, sino una variacion monétona en la eneldgdee de asociacion
1-PyCHO/ADN.
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3) La interaccion de sales, tensioactivos y nariapdas, sobre el ADN, al contrario
que la de los alcoholes, es de tipo directo. Ea sstido las variaciones A& con

la concentracion de estos agentes (sales, tensmmcy nanoparticulas) se han
explicado de acuerdo con un modelo de dos estataslg union del ADN, segun el
cual estos agentes interaccionan directamente toAD®&l, causando un cambio
estructural en la biomolécula. Este modelo nosdrmnpido determinar la energia libre

de interaccidn de las sales, tensioactivos y natiopkas con el ADN.

4) La energia libre de asociacion de las sales @oADN, AG™ oy, disminuye
linealmente, al variar la concentracion de salgyhace mas negativa al aumentar la

carga del cation.

5) Se ha demostrado que las interacciones de hsso&etivos con n < 4 producen
cambios estructurales en el ADN que lo hace mefioerme para unirse a la sonda
(AG™" se hace menos negativa al aumentar la concentraeiGensioactivo). Por el
contrario, las interacciones de los tensioactivas @ > 4, producen cambios

estructurales en el ADN que lo hace mas eficieata pinirse al 1-PyCHQAG®" se

hace méas negativa al aumentar la concentraciéendenctivo).

6) En cuanto al caso de los alcoholes, puedemdistse dos tramos en la variacion de
la energia libre de interaccion 1-PyCHO/ADN al aatia concentracion de alcohol. A
bajas concentraciones de alcohol, estos actuan conswmluto hidrofilico, es decir se
comportan como las sales en su interaccion con BN.AEn cambio, a altas
concentraciones de alcohol, estos actian comolutodadrofobico, esto es, como los

tensioactivos.

7) El efecto de la urea sobre la energia libresteiacion del 1-PyCHO/ADN es similar
al de las cabezas de los tensioactivos y las salesl, sentido de que la energia libre de

interaccion se hace menos negativa al aumentantzeatracion de urea.

8) Se han determinado las constantes de equildmicespondientes a la interaccion
ADN/AuUNPs.

9) Se ha establecido que las nanoparticulas dduacionalizadas con tiopronina se

unen al ADN provocando un desenrollamiento (“unwigt) y una envoltura del
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biopolimero (“wrapping”) sobre los nanoclusterscilitandose la formacion de

agregados compactos ADN/AuUNPs.

10) A partir de los resultados de las experiendeeticas se establecié que el
mecanismo de reaccion del sistema ADN/1-PyCHO eodstdos etapas en serie. El
primer paso del mecanismo de interaccion se atilauja formacién de un complejo
externo, (ADN/Py) mientras que el segundo corresponde a la intaniéal de la sonda

entre las bases del ADN, dando lugar al complel flADN/Py),.

11) Se ha establecido el mecanismo de interac@btedsioactivo CTAB al ADN. Este
mecanismo consta de dos pasos en serie. El priaser gorresponde a la formacion de
un complejo externo, resultado de la interacci@ttebstatica entre las cabezas de los
tensioactivos y los grupos fosfato del ADN, cargadegativamente. El segundo paso
corresponde a un cambio conformacional controladalusion, inducido por la union

del tensioactivo al ADN.

12) Se ha determinado que el mecanismo de readeidas nanoparticulas de oro con
el ADN consta de tres pasos sucesivos. El primeo pal mecanismo es muy rapido y
corresponde a la formacién de un aducto externoNABUNPS). El segundo ha sido
interpretado como resultado de la unién de las peticulas a los surcos del ADN. Por
altimo, el tercer paso del mecanismo correspondenacambio conformacional,
controlado por difusion, del complejo (ADN/AuNMasta una conformacion final mas
compacta, (ADN/AuUNR)
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5.1. Apéndice | Procedimiento de ajuste de los datos termodinamic@d modelo de
sigmoidea.

En nuestras experiencias, se observo una depgadie la constante termodinamica
correspondiente a la union ADN/1-PyCHO con el caeie]ADN/Py]/[ADN]. Esta
dependencia se debe a los efectos de interaccita tios de union, que varia con el
grado de saturacion.

En presencia de ADN, el 1-PyCHO se enlaza dareidte a éste, de forma que en

disolucién tendremos tanto 1-PyCHO libre, como CR@ enlazado al ADN:

K
P ADN Py/ADN
y+ Yy
< (Al.1)
! l
b AbN
donde K se define como:
_ [ADN/Py]
K= ——~- Al.2
[ADN][Py] (AL-2)

El 1-PyCHO libre emite a una intensidag] nhientras que el 1-PyCHO enlazado lo hace
con una intensidad pla, de tal forma que la intensidad de emision obskrves el

promedio dado por la ecuaciéon Al.3:

= o+ Loy KIADN] (AL3)
1+ K[ADN]

En esta ecuacion, [ADN] representa la concentramtal de polinucleotido expresada
en grupos fosfato o nucledtidos. Como ya se hacaddi, K depende, para una
concentracién fija de pireno, de la concentraci@ ADN. Para describir esta
dependencia se ensayo:

et

e @
.~ [ADN] -h

]

(Al.4)
(b)
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Esta dependencia corresponde a un comportamiegraosial de K. En la ecuacion
anterior, Knax representa el maximo valor de K, esto es, el vdreste pardmetro
cuando la concentracion de ADN es lo bastante grandio para evitar que se noten
los efectos de interaccion entre sitios. Finalmesmneda ecuacion Al.4.b, h es el valor de
[ADN] para la cual K = (1/2)kax, Y ] €S un parametro ajustable.

Para el ajuste de los datos de intensidad auacén Al.3, se empled un proceso de
ajuste iterativo, teniendo en cuenta la dependetecia descrita por la ecuacion Al 4.

Despejando K en la ecuacion Al.3, podemos obtémevariacion de K con la

concentracion de ADN:

(o= 1 (AL5)
(I - IADN) [ADN]

donde § se toma como la intensidad de fluorescencia exeetal de la sonda a
[ADN] = 0 M; | es la intensidad de fluorescenciaerimental a cada concentracion de
ADN e Ixpn, €s la intensidad limite correspondiente al piremido al ADN. La

linealizacion de la ecuacion Al.4 produce:

K ]

m(Kmax_lj _h_[ADN] (AL6)

Esta ecuacion permite obtenerpds h y j mediante un ajuste de los datos
experimentales. Dicho ajuste se realiza mediantgracedimiento iterativo en el que se
fija un valor de Apn. Con este valor dexdy se intenta ajustar la ecuacién variando
Kmax hasta linealizar la ecuacion AlL.6. La no lineadidn de la ecuacion requerira
tomar otro valor deabn y probar distintos valores deyk. Este proceso se repetira
hasta obtener el mejor ajuste de los datos expetaies a la recta In @g/K -1) vs.
[ADN], segun el método de los minimos cuadrado$a Eecta proporcionara, del valor
de la pendiente, el valor del parametro j; mientias, a partir de este valor y el de la
ordenada, podremos obtener el valor de h del ragjste.

Después de cada ajuste, para verificar queedsterrecto, se calculan los valores de
intensidad tedrica €kiicy), teniendo en cuenta los parametros Kmax, h, [aof,
obtenidos a partir de la ecuacién Al. 6:
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- exp(([ADN]-h)/j)
o 0 T T aon ™ max (1+ exp(([ADN]f h)/}))
tedrica 1+ exp(([ADN]_ h)/]) [ADN]
" (1+ exp((JADN] - h)/j))

[ADN]

(AL7)

Los valores de intensidad de fluorescencia ted(ile@s.o9 asi calculados, estuvieron en
buen acuerdo con los valores de intensidad expetéh€lexperimenta, dentro de un

intervalo de un 5% de error.
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5.2. Apéndice Il. Parametros de ajuste al modelo dsigmoidea obtenidos en la
determinacion de las constantes termodinamicas dieteraccion ADN/1-PyCHO.

Alcoholes.

Etanol.

Xm 10°Kmax/M h/M j
0.0202 730 0.00045 0.00012
0.0264 315 0.00048 0.00013
0.0329 177 0.00054 0.00017
0.0693 13 0.00055 0.00026
0.1150] 2 0.00089 0.00047
2-Propanol

Xm 10°Kmax/M h/M ™ i
0.0220] 157 0.00044 0.00021
0.0254 110 0.00040 0.00015
0.0291 77 0.00068 0.00030
0.0382 37 0.00069 0.00026
0.0566 13 0.00106 0.00037
0.0800] 5 0.00138 0.00078

Terc-butanol

Xm 10°Kmax/M h/M ™ i

0.0078 134 0.00021 0.00015
0.0126 90 0.00030 0.00016
0.0207 49 0.00034 0.00019
0.0362 18 0.00078 0.00029
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Urea

[ureal/M | 10°Kmax/M h/m j

0.001 182
0.010 144
0.100 140
0.350 130

0.00028 0.00009
0.00026 0.00011
0.00046 0.00021

0.00053 0.00033

Tensioactivos y sales de amonio cuaternario.

10%CH3)sNBr /M|  10°Kmax/M h/m * j
0.1 170 0.00043 0.00015
1.0 158 0.00012 0.00013
10*(C,Hs)N(CH3)s'/M | 10°Kmax/M h/M ™ j
0.2 165 0.00032 0.000092
2.0 158 0.00019 0.000084
10*(C4Hg)N(CH3)s'/M | 10°Kmax/M  h/M ™ j
0.2 200 0.00087 0.00035
0.5 230 0.00054 0.00022
0.7 265 0.00066 0.00021
1.0 280 0.00066 0.00019
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10%(CgH17)N(CH3)s' /M

10%kKmax/M  h/M *

j

0.2
0.5
0.7
1.0

o0& 0.00047 0.00016

42 0.00049 0.00018

62 0.00044 0.00015

82 0.00045 0.00014

10*DTAB)/M | 10°Kmax/M h/M j
0.20 210 0.00046 0.00022
0.35 245 0.00064 0.00022
0.50 260 0.00051 0.00016
0.60 269 0.00042 0.00014
0.70 272 0.00046 0.00015
104TTAB)/M | 10°Kmax/M h/m 1 i
0.10 216 0.00042 0.00017
0.20 233 0.00068 0.00023
0.30 253 0.00054 0.00023
0.40 265 0.00052 0.00020
0.50 270 0.00052 0.00021
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10[CTAB)/M | 10°Kmax/M h/M i
0.11 215 0.00062 0.00028
0.17 235 0.00054 0.00025
0.22 255 0.00046 0.00020
0.35 265 0.00051 0.00022
0.50 275 0.00050 0.00019

Nanoparticulas de oro (AuNPS)

10" [AuNPs]/M 10°Kmax/M h/m * j
2.5 55.0 0.00031  0.000066
6.0 20.2 0.00033  0.000093
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5.3. Apéndice lll. EI modelo de dos estados para la interaccion ADNgiando, en
presencia de agentes que modifican la estructura ld&DN: una simplificacion.

Considérese una disolucion que contiene ADNyQHO, y un tercer agente (S) que
actia sobre el ADN modificando su capacidad paraseima la sonda. En estas
condiciones, existiran al menos 3 equilibrios ircgudios en la interaccion. Uno de ellos
corresponde a la asociacion ADN/S: a medida qageite S es afladido a la disolucion
gue contiene la biomolécula y la sonda, el ADN danlesde un estado 1 (ARMoO
unido a S), a un estado 2 (ADN unido a S, APNEste cambio del ADN esta
representado por el siguiente equilibrio:

KS

ADN, +S Z0f8% - ApN (Al 1)
< _ [ADN,]
ADN [ADN,][S] (Alll. 2)

Los otros dos equilibrios corresponden a la asamiade la sonda, 1-PyCHO, al ADN
en las dos conformaciones que estan presentes aisteina. La asociacion del
1-PyCHO a la biomolécula en el estado 1, dondeDi Ae encuentra libre de sustrato,

S viene dada por la ecuacion Alll. 3 y A.lll.4:

K
ADN, +Py “55 - ADN /Py (A lll. 3)

_ [ADN,/Py]

" [ADN,][Py] (A lll. 4)

Y el equilibrio correspondiente a la asociacioriadsonda al ADN en el estado 2 (unido

al sustrato S) estaria representado por las siggi@suaciones:
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K

ADN, +Py 2“2~ ADN, /Py (Al 5)
_ [ADN,,/Py]
’ [ADN,, ][Py] (A lll. 6)

En general, para cualquier propiedad de interésidedma, P, el valor medido de esta

propiedad (P> ), es la suma de las fracciones de las contribaside cada estado:

(P =XXP (Alll.7)

Si el pireno se encuentra en tres estados: linidpwal ADN, y unido al ADN:

<P> = Plxl + P2X2 + P3X3

(A 1ll. 8)
En condiciones en que la concentracion de sudibagoes muy pequefia:
_ K4[ADN, ]
" 1+K,[ADN ]+ K,[ADN ] (AL, 9)
_ K,[DNA,]
2~ 1+ K [ADN,] +K,[ADN ] (A1l 10)
X+ X, +X5(=0)=1 (A lll. 11)

Sustituyendo las expresiones de la Alll.9 a la Alllen la ecuacién Alll.8 se tiene:

P = PK,[ADN,] + P,K,[ADN,,]
1+K,[ADN,]+K,[ADN,] (Alll. 12)
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Las concentraciones de ADM ADN, vienen dadas por:

1

[ADN,] =~ <] [ADN] (A lll. 13)
[ADN,] = KISL 1aADN]
1+K[S] (A lll. 14)

Introduciendo estas concentraciones de ADN enudaaén Alll.12, y reorganizando,

llegamos a la expresion:

P +P, 1 2 KIS]
P = KKl (A lll. 15)
1+K—2K[S]

1

Esta ecuacion relaciona los cambios en cualquagigdad del sistema con los cambios
en la concentracion de agente, S. Considerandoetesgias libres corregidas
ADN/1-PyCHO a diferentes concentraciones de S, cqrupiedad de interés se

obtiene:

corr corrKZ S
AG™" + AG® KTKAD“[S] (A 11l. 16)

AG corr - K
L+ KEonIS]

1

En esta ecuaciomAG;*™" es la energia libre corregida de asociacion eé@y@QHO al

ADN en estado 1 (libre de S§G3™" corresponde a la energia libre corregida para la
union del 1-PyCHO al ADN en estado 2, en el cuahBN esta unido al agente S.

FinalmenteK 3,,,, es la constante de equilibrio correspondient@ adociacion del
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sustrato S al ADN. NoOtese que esta ecuacion pueddificarse a la ecuacion dada
para el modelo de dos estados, en el caso partaelque la afinidad del 1-PyCHO por
el ADN en el estado 1, representada por la corestald@ equilibrio K sea

aproximadamente igual a la de la sonda por el eal, (Ko/K;[11).
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5.4. Apéndice IV.Inversos de los tiempos de relajacion corta §/largo, 1f,, en

funcion de la concentracion de ADN y de alcohotaps sistema 1-PyCHO/ADN.

Etanol

XEtano = 0.0202 XEtano = 0.0329 Xtanol = 0.0534
10[ADNI/M 1/14(s?) 1hx(s?) LO[ADNYM 1/1y(s?) 1hx(s™) | 1O[ADN)/M 1/ Ty(Sh) 1fa(s?)
0.50 110 6.p 0.50 86 2.7 0.50 53 3.5
1.00 123 120 1.00 96 6.0 075 56 4.0
1.50 126  14.3 1.50 100 10.0 1.00 56 4.0
2.00 133  19.3 2.00 104 12.0 1.50 65 4.8
2.50 149  20.9 2.50 107 15.5 2.00 80 6.0
3.00 159 24.% 3.00 114 14.0 3.00 80 8.0
4.00 180 27.1 4.00 123 19.0 4.00 85 9.2
5.00 188  33.0 6.00 139 23.0 5.00 95 11.0
6.00 215  36.4 8.00 167 25.0 6.00 104 11.6
7.00 226 38.0 10.00 189 27.5 8.00 111 155
8.00 240  41.8 10.00 117 17.0
10.00 265  45.0
Xetanol = 0.0693 Xetanol = 0.0891 Xetanol = 0.1150
10[ADN]/M 1/14(s") 1hy(s") | 1G[ADNYM 1/ 14(s?) 1hx(s?) | 1G[ADN)/M 1/ to(sH)1a(s?)
0.50 40 2.0 5@. 23 0.8 1.00 15 1.1
0.75 41 1.8 oa. 28 1.7 1.50 16 1.5
1.00 41 2.5 5. 27 2.5 2.00 19 1.7
1.50 43 3.3 0@. 30 3.0 250 22 2.0
2.00 45 4.0 5@. 32 2.7 3.00 21 1.9
2.50 50 4.0 0B. 44 3.7 4.00 29 2.0
3.00 55 6.5 oG 43 4.1 5.00 29 2.4
4.00 60 6.9 0. 50 3.8 6.00 28 3.0
5.00 62 8.0 0®B. 51 55 7.00 32 2.9
6.00 68 7.9 m.0 60 5.3 800 53 27
8.00 78 8.5 10.00 39 3.0
10.00 83 9.2
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2-Propanol

X2-propanol= 0.0220

X2-propanol= 0.0291

X2-propanoi= 0.0382

10[ADNJ/M  1/14(s?) 1ho(s?)

1O{ADNIM 1/14(SY) 1A

LGTADN]/M 1/ Ty(sY) 1Ata(s )

0.75 132 10.d 0.75 102 4.0
1.00 130 14.5 1.00 104 6.0
1.50 133 15.5 150 109 11.0
2.00 153 21.G 2.00 120 14.9
2.50 158 20.3 250 136 17.8
3.00 171 29.0 3.00 141 19.0
4.00 177 34.0 4.00 139 20.7
5.00 197 36.0 5.00 145 28.0
6.00 200 43.0 6.00 165 26.0
7.00 216 47.0 7.00 171 30.0
8.00 233 50.0 8.00 183 32.0
10.00 250 56.0 9.00 189 31.0
10.00 202 35.0

1.00 96 6.0
1.50 102 11.0
2.00 120 14.9
2.50 136 17.8
3.00 141 19.0
4.00 139 20.7
5.00 145 28.0
6.00 165 26.0
7.00 171 30.0
8.00 183 32.0
9.00 189 31.0
10.00 202 35.0

%o-propanol= 0.0566

Xpropanoi= 0.0717

10 [ADN]/M  1/14(sY) 1hx(sh)

10[ADNI/M 1/14(s") 1fx(sY)

1.00 46 2.6 oa. 25 15
1.50 a7 3.1 sa. 27 1.9
2.00 53 3.9 0. 32 2.4
2.50 60 4.6 S@. 41 2.4
3.00 63 5.1 0. 44 2.5
4.00 67 5.5 06t 45 2.8
5.00 71 6.7 0. 55 3.1
6.00 81 7.7 0. 52 3.2
7.00 86 7.9 0G. 65 3.7
8.00 91 8.3 apo. 70 4.0
9.00 95 8.9

10.00 103 8.9
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Terc-butanol

XTerc-butanol = 0.0126

XTerc-butanol = 0.0207

XTerc-butanol = 0.0271

10[ADNJ/M 1/ 14(s?) 1D

1[ADNI/M 1/14(SY) 1A

107ADN/M 1/ 14(sY) 1/1a(s )

1.00 134 14.0 0.75 114 5.5
1.50 140 19.5 1.00 116 11.0
2.00 145 23.0 150 123 14.0
2.50 172 29.0 2.00 125 18.0
3.00 180 35.0 250 134 21.0
4.00 188 40.0 3.00 140 27.0
5.00 212 43.0 4.00 162 294
6.00 232 47.0 5.00 170 34.0
7.00 236 52.0 6.00 179 36.2
8.00 265 55.0 7.00 187 37.0
10.00 282 58.0 8.00 200 38.0
10.00 221 420

1.00 95 5.5

1.50 107 9.0

2.00 115 154
2.50 116 18.6
3.00 130 20.8
4.00 130 23.8
5.00 150 26.6
6.00 154 26.0
7.00 164 30.0
8.00 172 30.3
9.00 176 33.0
10.00186 34.0

Xter-butanol = 0.0362

Xerc-butanol = 0.0526

10[ADNJ/M  1/14(s?) 1h(s?

1OTADNYM 1/14(sY) 1S

1.00 75 5.0 1.00 54 4.7
1.25 86 7.5 1.50 55 4.8
1.50 88 9.0 2.00 60 5.0
2.00 100 11.0 250 61 5.5
2.50 95 13.0 3.00 63 5.7
3.00 103 14.0 4.00 67 7.1
4.00 110 16.9 5.00 74 8.0
5.00 115 18.0 6.00 82 8.5
6.00 125 20.0 7.00 88 8.5
7.00 135 21.6 8.00 90 9.1
8.00 137 22.4 10.00 102 9.3
10.00 147 24.0
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5.5. Apéndice V.Valores de los inversos de los tiempos de relajacorto, 1f; y
largo, 1t, en funcién de la concentracion de ADN, para camlecentracion de sal,
correspondientes al sistema ADN/CTAB.

[NaCll =0 M [NaCl] =0.001 M
10[ADN)Y/M  1/1y(S)  1hy(Sh) 1JADN/M  1/1y(s™)  1ha(sh)
0.50 0.191 0.041 0.50 0.148 a.03
0.75 0.205 0.047 0.75 0.150 03B1
1.00 0.240 0.055 1.00 0.225 0486
2.00 0.328 0.065 2.00 0.200 0450
3.00 0.400 0.077 2.50 0.320  0%B8
4.00 0.520 0.083 3.00 0.314  06BO
5.00 0.620 0.087 4.00 0.426 0610
6.00 0.700 0.089 5.00 0.500 0610
7.00 0.798 0.090 6.00 0.600 07O
8.00 0.888 0.091 7.00 0.590 07123
8.00 ®75 0.0760
10.00 0.800 0.0811
[NaCl] = 0.003 M NRCI] = 0.010 M
10ADNI/M  1/ty(s?)  1fy(sh) 1JADNI/M  1/1y(sY)  1h(sh)
0.50 0.093 0.022 0.50 0.129 0.0162
0.75 0.157 0.033 0.75 0.134 0153
1.00 0.130 0.041 1.00 0.150 01BO
2.00 0.200 0.041 2.00 0.145 0250
2.50 0.295 0.053 2.50 0.180 0ZRO
3.00 0.301 0.045 4.00 0.247 0301
4.00 0.324 0.047 5.00 0.356 .0350
5.00 0.416 0.055 6.00 0.317 .03v0
6.00 0.500 0.060 7.00 0.421 .03v0
7.00 0.534 0.063 8.00 0.450 .03B7
10.00 0.650 0.066 10.00 0.532 0.0417
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[NaCl] = 0.02 M [NaCl] = 0.05 M
10[ADNY/M  1/1y(S) kxS 14ADN)YM  1/14(sh) 1t,(s?)

0.50 0.1890  0.00155 0.50 0.0220 0.020
0.75 0.0190  0.0017 0.75 0.0230 (072}3)
1.00 0.0240  0.0023 1.00 0.0250 @86
2.00 0.0250  0.0032 2.00 0.0300  (MBO
2.50 0.0269  0.0028 2.50 0.0304 (D67
3.00 0.0306  0.0033 3.00 0.0326  (MO3
4.00 0.0330  0.0048 4.00 0.0030  (LOO
5.00 0.0360  0.0058 5.00 0.0345 (103
6.00 0.0380  0.0060 6.00 0.0385  @LDO
7.00 0.0390  0.0050 7.00 0.0430  01D2
8.00 0.045 0.0064 8.00 0.0450  0@LO8

10.00 0.0530 ___0.0070 10.00 0.0515 0.091

[NaCl]=0.1 M

10ADNI/M  1/Ty(sY)  1kx(s?

1.00

2.00

2.50

3.00

4.00

5.00

7.00

8.00

10.00

0.0190 0.000102

0.0214 0.00018

0.0225 0.00021

0.0215 0.00030

0.0237 0.00035

0.0230 0.00038

0.0250 0.00046

0.0254 0.00050

0.0275 0.00055
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5.6. Apéndice VI. Valores de los inversos de los tiempos de reldfacorto, 1f; y

largo, 1t,, para cada concentracién de ADN, correspondietteistema ADN/AuNPSs.

[NaCl[=0 M [NaCI[=0.002 M
10[ADNIM  1/ty(sh)  1ky(sh) 16[ADN])/M 1Ty(sh)  1k(sh)
1.00 30.7 7.20 1.00 247  5.63
1.50 37.1 7.76 1.50 31.2  6.90
2.00 41.2 7.23 2.00 320 7.79
3.00 52.0 9.08 2.50 357 8.44
3.50 53.9 10.15 3.00 39.7 894
4.00 57.2 9.28 3.50 436  9.34
4.50 61.3 9.50 4.00 448  9.66
5.00 63.3 11.60 4.50 441  9.93
6.00 69.5 11.80 5.00 49.8 10.15
7.00 73.3 12.10 6.00 53.1  10.60
8.00 79.4 12.00 7.00 56.5 10.51
9.00 81.2 12.04 8.00 59.8 10.78
10.00 84.3 13.60 9.00 62.6 11.16
10.00 63.9 11.30
[NaCl] = 0.006 M [NaCl] = 0.010 M
10TADNYM  1/ty(s?)  1ko(s?) 1JADNI/M  1/1y(sh)  1h(s?)
0.75 19.4 2.78 1.00 19.1  3.45
1.00 21.0 3.82 1.50 222  4.42
1.50 24.2 4.79 2.00 259  5.00
2.00 25.7 5.52 2.50 273 550
2.50 28.1 5.88 3.00 304 5.80
3.00 32.3 6.44 3.50 3.9 6.20
3.50 32.2 6.69 4.00 30.8  6.50
4.00 32.6 6.63 4.50 33.8  6.70
4.50 38.4 7.24 5.00 36.7 6.90
5.00 41.9 7.74 6.00 37.7 720
6.00 42.5 7.54 7.00 41.0 750
7.00 46.0 7.86 8.00 426  7.60
8.00 45.7 7.85 9.00 457  7.80
9.00 49.3 7.98 10.00 47.0  7.98
10.00 52.5 8.49
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[NaCl] = 0.015 M

10[ADNIM  1/Ty(sY)  1hs(s?)

1.00
1.50
2.00
2.50
3.00
3.50
4.00
4.50
5.00
6.00
7.00
8.00
9.00
10.00

17.7 2.74
19.8 3.46
21.7 4.06
23.5 4.50
25.4 4.85
26.6 5.14
28.0 5.38
29.3 5.50
30.5 6.23
32.7 6.80
34.7 6.80
36.5 7.50
38.0 7.50
39.4 8.00
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