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1. Resumen

Las nanoparticulas de oro (AuNPs) de unos pocos nandmetros se encuentran en el mismo
rango de tamafio que las proteinas, enzimas y ADN y, por tanto, son adecuados para
interaccionar con subunidades celulares o proteinas, permitiendo la preparacién de nuevos
hibridos biomolécula-nanoparticula. La unidn de AuNPs a biomoléculas estd atrayendo cada
vez mds atencidn debido a las posibles aplicaciones de estos nuevos materiales en los nuevos

retos presentes en disciplinas como la Biologia.

Una combinacién de gran relevancia en la actualidad es la unién de AuNPs y ADN. La alta
estabilidad fisico-quimica de la molécula de ADN, los multiples sitios de unién y un esqueleto
cargado ofrecen gran cantidad de oportunidades para una modificacién selectiva del ADN con
AuNPs. La absorcidn de ADN en oro debido a las interacciones de afinidad es altamente
deseable para el desarrollo low-cost de biosensores conveniente y sensible. Hasta la fecha el
fenémeno de adsorcion ADN-oro ha sido considerado como una de las mayores promesas en
mecanismos fisicos para lograr un control preciso sobre la agregacion de AuNPs sin modificar y
formacién de monocapa de ADN en la superficie de oro. El fendmeno de absorcién es
controlado por muchos factores incluyendo las fuerzas intermoleculares, junto con la
composicion de ADN y la secuencia. El entendimiento y manipulacién de estos factores
permite ampliar notablemente las aplicaciones en biosensores, la secuencia dependiente de la
absorcién ADN-oro que puede ser ampliamente relevante para la deteccion de la metilacién de
ADN en cancer. Aqui se revisan los principios subyacentes de ADN y oro, asi como las recientes
estrategias basadas en diferenciar la absorcidn en la cadena simple y doble de ADN con las
nanoparticulas de oro y la adsorcion de ADN-ORO dependiente de la secuencia. Los dos
grupos pioneros en disefiar estrategias para la funcionalizacién de nanoparticulas de oro con

ADN son el de Mirkin-Letsinger (Mirkin y cols., 1996) y Alivisatos-Schultz.

++ Palabras claves: Nanoparticula de oro, ADN, biosensores.




2. Introduccion

2.1 {Qué es la nanotecnologia?

La nanotecnologia es una ciencia que tiene su fundamento en el estudio de los fendmenos
situados en la nanoescala y que utiliza nanomateriales en sus disefios y aplicaciones. Esta
ciencia pertenece a una de las dreas del desarrollo cientifico y tecnoldgico actual,
constituyendo un nuevo dominio que ha surgido para el disefio, fabricacién y aplicacion de
nanoestructuras (Cao, 2004). Logrando el entendimiento fundamental de la relacidn entre las

propiedades y fenédmenos fisicos y quimicos y las dimensiones de los materiales (Cao, 2004).

El prefijo “nano” procede del término griego vavog, que significa “enano”, es decir pequefio.
En quimica se usa generalmente para describir un material o sustancia cuyas dimensiones se
encuentran en el rango del nandmetro, entre 1 y 100 nm. Todas las nanoparticulas se
encuentran por tanto bajo esas dimensiones, independientemente de su naturaleza (Dreaden
y cols., 2012). La importancia del tamafio de las AuNPs recae en la similitud con otros entes

celulares como son los receptores superficiales o los virus.

2.1.1 Antecedentes histéricos

Aunque el interés cientifico por las nanoparticulas es relativamente reciente, ya las antiguas
civilizaciones hicieron uso de ellas, por sus propiedades épticas y medicinales. Asi, respecto a
los primeros usos en la historia de las nanoparticulas de metal, es digno de mencién el uso del
oro coloidal por los romanos y egipcios en torno a los siglos IV y V a.C. La copa Lycurgus
(Freestone y cols., 2007) (véase Figura 1.A), fabricada por los romanos en el siglo IV, es una
muestra evidente del uso del oro coloidal con fines decorativos. Este vaso decorado, exhibido
en el Museo Britanico de Londres, estd compuesto de vidrio con una pequefa cantidad de
nanoparticulas metalicas de oro y plata, que son los responsables de un notable fendmeno
Optico: si la luz es reflejada presenta un color verde y cambia a color rojo si la luz es trasmitida
desde su interior. (Figura 1.A). De igual modo, los egipcios, utilizaban las nanoparticulas de oro
como coloides medicinales con la finalidad de mantener la juventud e incluso con fines

curativos (artritis) (Liz-Marzan, 2004).

La civilizacidn china ha utilizado nanoparticulas, ademds de con fines curativos, para la
decoracion de sus porcelanas, empleando colorantes inorganicos (Cao, 2004). Igualmente los

Mayas también manejaban los materiales nanoestructurados, por ejemplo el famoso azul




maya encontrado en sus murales contiene nanoparticulas que lo hace muy resistente, frente a

las inclemencias del tiempo.

Durante la Edad Media, el oro fue empleado en el tratamiento de enfermedades como la
epilepsia, la disenteria, los tumores y los problemas cardiacos. Aunque también fueron
consideradas las disoluciones de oro coloidal como elixires de la eterna juventud, claro
ejemplo de ello es el caso de Diana de Poitiers, mujer que se caracterizé por tener un hermoso
cutis debido a los elixires de oro que ingeria. Sin embargo, el legado de las nanoparticulas de
oro en la Edad Media queda reflejado en las numerosas vidrieras de las catedrales e iglesias,

donde el color rojo de las mismas es debido a estos coloides (Figura 1.B).

Pese a todo, no se realizaria el primer estudio cientifico hasta 1957, donde Michael Faraday
realizd un andlisis en profundidad sobre la sintesis y propiedades de coloides de oro (Faraday,

1857) (véase Figura 1.C).

A) Iluminated from

/ the outside

llluminated from
the inside

Figura 1. Distintos ejemplos de nanoparticulas de oro a lo largo de la historia: A) Copa Lycurgus del siglo
IV a.C (https://wiredweirdworld.wordpress.com/tag/lycurgus-cup/ ). B) Detalle de una vidriera gética de
la catedral de Colonia (https://es.wikipedia.org/wiki/Vitral). C) Nanoparticulas de oro sintetizadas por
Michael Faraday (http://londonist.com/2015/10/london-lecture-cheat-sheet ).
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2.1.2 Propiedades

El tamafio y forma de las nanoparticulas ejercen una gran influencia en sus propiedades
Opticas, magnéticas, electrdnicas y cataliticas, dando lugar a un interés creciente en la
busqueda de nuevos procesos de sintesis que permitan controlar su geometria y morfologia
(Liz-Marzan, 2004).

Las nanoparticulas y los materiales nanoestructurados que tienen, al menos, una dimensién de
un tamafio menor de 100 nm, tienen los movimientos de los electrones obstaculizados al estar
sometidos a un confinamiento cuantico en esa direccion. Como consecuencia del
confinamiento electrénico manifiestan propiedades: épticas, electrdnicas, electromagnéticas,

magnéticas y eléctricas, diferentes a las particulas de mayor tamafio del mismo material.

Cuando se reducen las particulas a tamafios muy pequeiios, se modifica su estructura
electrénica, pasando los electrones confinados a ocupar diferentes niveles de energia; se
produce una cuantizacion de los niveles de energia, de los estados de densidad electrénica y

de la carga (Cornejo, 2015a).

Son de gran importancia también los efectos de superficie, ya que las particulas pequenas
presentan una mayor area superficial por unidad de volumen, lo que conlleva a mayor energia
libre superficial respecto los sélidos volumétricos (Israelachvili, 1991). Esto es debido a que los
atomos en la superficie estan menos "enlazados" que el resto de sus dtomos, y su esfera de
coordinacion estd incompleta, afectando a las propiedades de reactividad quimica y

temperatura de fusién por el aumento de la energia libre superficial (Wangy cols., 1998).

La absorcién dptica también es un fendmeno de la superficie que se modifica y se puede
cambiar dependiendo de las caracteristicas de la particula como su composicién, tamaiio, etc.
(Ratner y Ratner, 2002).

Una clasificacion muy empleada es aquella que hace referencia a su composicién, donde se

diferencian cuatro grandes grupos (Fuentes, 2014):

1. Base carbdn: pueden tener diferentes formas: esférica, tubular o elipsoide. Se caracterizan

por tener baja densidad, gran dureza, elasticidad y conductividad eléctrica.

2. Base metdlica: se llama asi a las nanoparticulas de oro, plata, platino, materiales reactivos
como el didxido de titanio, oxido de indio y estafio. En la actualidad las AuNPs son unas de las

sondas mas empleadas para la deteccién de analitos.




3. Dendrimeros: son polimeros a escala nanométrica de construccidn arborescente con
ramificaciones crecientes a medida que la particula crece en tamafio. Sus caracteristicas

dependen de los sustituyentes elegidos o disefiados para ocupar esas terminaciones.

4. Composites: este tipo es el resultado de la combinacidon de nanoparticulas con otras de

mayor tamafio, como por ejemplo el caso de las arcillas nanoestructuradas.

2.1.2.1 Resonancia del plasmén superficial (SPR)

En las nanoparticulas los electrones se encuentran formando una "nube" alrededor de los
mismos, facilitando el transporte de carga. Cuando un haz de luz incide sobre los electrones
libres de la banda de conduccidn de la superficie de las nanoparticulas metalicas se induce una
excitacion colectiva de estos electrones libres, como consecuencia de la fuerte interaccion con
la luz incidente; produciéndose una vibracién de la nube electrdnica para disipar energia, estas
oscilaciones se denominan plasmones. Segun la mecanica cuantica pueden comportarse como
ondas con cierto valor de energia, que son las responsables del efecto de la resonancia, ya que

es debido a la absorcién de éstas por la nube electrénica.

Este efecto es el que provoca el color rojo caracteristico de las nanoparticulas de oro. En la
zona visible del espectro habra parte absorbida y otra reflejada que sera la responsable del
color caracteristico del material. Las AuNPs de pequeiio tamafio absorben luz en la regidn
verde-azul del espectro (400-500 nm) mientras que la luz roja (700 nm) es reflejada dando un
color rojo intenso en las disoluciones de medio acuoso. Si el tamafio aumentara, la longitud de
onda de la banda plasmén superficial se desplazaria a valores mas altos, la luz roja seria
absorbida y la azul seria reflejada dando lugar a un color azul-violeta (véase figura 2) (Cornejo,

2015b).
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Figura 2. Disoluciones con AuNPs de distintos tamafios (Cornejo, 2015b).

Link y colaboradores (Link y El-Sayed, 1999) estudiaron la relacién entre las variaciones de la
forma y la posicién de banda del plasmdén superficial, respecto al tamafio de las AuNPs.
Llegaron a la conclusién de que el ensanchamiento adicional de la banda y el desplazamiento
hacia longitudes de ondas mayores a medida que aumenta el tamafio de las AuNPs esta

estrechamente relacionado con el tamafio de la misma, como se observa en la figura 2.

Otros factores que afectan a la banda de plasmdn superficial son el medio que rodea a la
nanoparticula, la distancia que haya entre las nanoparticulas, la forma (véase en figura 3) y de
qué material sean. En este ultimo caso se pueden observar diferencias entre nanoparticulas de
oro y plata: las de plata presentan un rdpido y fuerte espectro de absorcidon en las
proximidades de longitudes de onda entre 300 y 400 nm. El valor maximo de la longitud de
onda de transmisién se puede variar dentro de un amplio rango de valores A=393 nm — 738
nm, variando el color de la suspensién coloidal entre un amarillo claro y un color verde
respectivamente. Los colores absorbidos son mayoritariamente el azul y el rojo
respectivamente. Mientras que las de oro, como ya se indicé antes, presentan un color rojo

que puede llegar a azul.
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Figura 3. Variacién de la longitud de onda absorbida con la forma de las nanoparticulas (Cornejo,

2015b).

2.1.3 Estrategias para la sintesis.

Los métodos de sintesis de AuNPs se dividen en dos grandes bloques, denominados con la

nomenclatura anglosajona como Top-Down (de arriba abajo) y Bottom-up (de abajo arriba)

como se esquematiza en la figura 4.

3

Top-down Bottom-up

Figura 4. Representacion esquematica de las dos rutas que existen en la obtencion de nanoparticulas.
http://www.nepachemistry.com/2011/01/top-down-and-bottom-up-approaches-in.html
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1- El método fisico o top-down se realiza mediante la subdivision de los metales sélidos para
formar las nanoparticulas, cuyo mayor inconveniente es la obtencion de tamaiios

homogéneos.

2- El método quimico o bottom-up (véase figura 5), consiste en la reduccién de iones metalicos
desde su estado de oxidacidn en disolucidn hasta su estado elemental, seguido de un proceso
de nucleacidn o agregacion. Tiene mayor efectividad ya que se obtienen nanoparticulas mas
pequeias y mas homogéneas, controlando el proceso de agregacién durante la sintesis

(Sinfontes y cols., 2010).

Bottom-Up

S, BESS
XA 111

atomos moléculas nanoparticulas

Figura 5. Representacion esquematica del método Bottom-up.

http://naotecnologi.blogspot.com.es/2014/11/tipos-de-nanotecnologia-la-forma-de.html

Este método es el mas empleado para la obtencién de AuNPs, ya que presenta las siguientes

ventajas (Wang y cols., 2008):

e Obtencién de una distribucién de tamafio homogéneo.

e Meétodo sencillo y reproducible.

e Permiten sintetizar nanoparticulas a gran escala.

e Permite la variacién del tamafio de las AUNPs cambiando las condiciones de reaccién:
agente reductor, temperatura, agitacion y contenido de agentes metalicos.

e Las AuNPs que se obtienen, pueden ser empleadas en multitud de aplicaciones, son

muy estables en el tiempo y no se agregan facilmente (Friederici, 2013).

El mecanismo bdasico para dar lugar a la formacién de clusters es reducir el Au® a Au

elemental( véase figura 6), las AUNPs hay que protegerlas con un recubrimiento estabilizante
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adsorbido sobre su superficie, para evitar la agregacion y se emplean en muchas sintesis de
AuNPs, como agentes estabilizadores se pueden utilizar los surfactantes entre otros, que
controlan la velocidad del crecimiento de nanoclusters, gracias a que la interaccion es débil, el
surfactante puede adsorberse y resorberse con facilidad, favoreciendo la nucleacién y el

crecimiento y un mejor control del tamafio y forma del sistema coloidal (Quiros y cols., 2002).

NUCLEACION  CRECIMIENTO

agente Y 48
reductor ) J Qo b

HAuCI,

H,0

¥

atomos de disolucidn coloidal de
oro libres nanoparticulas de oro

Figura 6. Esquema de la reduccién de oro y formacién de nanoparticulas. https://encrypted-

tbn2.gstatic.com/images?g=tbn:ANd9GcRTMuS5ngEYknVXUNQg-QrY5X-5GcfSFvpikwgY7bmOO0-
19mQkimVvQ

Turkevich y colaboradores (Turkevich y cols., 1951) fueron los primeros en utilizar este
método para sintetizar de forma rapida las AuNPs haciéndolo en tres pasos fundamentales:
nucleacidn, desarrollo y aglomeracidn. Se considera una disolucion de AuNPs monodispersa
cuando no hay un desvio del tamafio medio mayor al 15%.( Bonnemann y Richards, 2001)
Posteriormente, Murray (Murray y cols., 2000) y LaMer (LaMer y Dinegar, 1950), observaron
gue para obtener nanoparticulas monodispersas se requieren separar la etapa de nucleacion

de la de desarrollo o crecimiento.

2.1.4 Actualidad y aplicaciones de las nanoparticulas

Las nanoparticulas tienen muchas aplicaciones debido a sus propiedades Unicas, como son la
dispersion de la luz, emisidn fluorescente o el magnetismo. Esto ha hecho posible su aplicacion
en diversas tecnologias, como son la electrénica, la medicina y la catdlisis. Igualmente las
nanoparticulas han sido empleadas en otras dreas menos sofisticadas, formando parte de
productos, equipos y sistemas de uso comun en la vida cotidiana, aunque no se perciba a

primera vista. Algunas aplicaciones son (Gutierrez, 2005):

12

—
| —


https://encrypted-tbn2.gstatic.com/images?q=tbn:ANd9GcRTMuS5nqEYknVXUNq-QrY5X-5GcfSFvpikwqY7bmO0-19mQklmVQ
https://encrypted-tbn2.gstatic.com/images?q=tbn:ANd9GcRTMuS5nqEYknVXUNq-QrY5X-5GcfSFvpikwqY7bmO0-19mQklmVQ
https://encrypted-tbn2.gstatic.com/images?q=tbn:ANd9GcRTMuS5nqEYknVXUNq-QrY5X-5GcfSFvpikwqY7bmO0-19mQklmVQ

a) En la higiene se utiliza como desinfectante a base de nanoemulsiones: este es usado sobre

todo en aviones para combatir el sindrome respiratorio agudo severo.

b) En la construccidn como recubrimientos superhidrofdébicos repelentes de mugre y utilizados

en los materiales, reduciendo la adhesién del agua y particulas de tierra.

c) En uso doméstico en lavadoras con nanoparticulas de plata incorporadas en la tina,

conocidas por su poder bactericida.

d) En textil se emplean nanoparticulas de plata para la elaboracidon de calcetines y otros
productos de vestir para prevenir infecciones como pie de atleta y otras causadas por

pneumobacilo, colon bacili y hongos.

e) Como proteccion ambiental. Utilizacién de nanoparticulas de didxido de titanio en pintura
de las casas o banquetas para que, con la luz del sol se descompongan los contaminantes

atmosféricos.

d) En deportes, las pelotas de golf producidas por nano Dynamics, las nanoparticulas corrigen

vibraciones o pequefios corrimientos, canalizando la energia recibida del palo de golf.

e) En eléctronica se utilizan nanoparticulas metdlicas para fabricar memorias para

computadoras y nanotransistores.

F) En medicina, gasas para quemaduras o heridas crdnicas. Estas gasas al poseer
nanoparticulas de plata actian como un bactericida sobre 150 tipos de microbios. También se
hallan en crema para dolores musculares utilizando liposomas de 90 nm, como adhesivo
dental formado por nanoparticulas de silicio que consigue uniones mas fuertes con el esmalte
y las coronas en endodoncias y otros tratamientos, utilizacién de nanoparticulas de oro para
detectar niveles de glucosa, uso de nanoparticulas metdlicas y magnéticas para la deteccién de
células cancerigenas, de VIH y Alzheimers en sus comienzos, e incluso en test de embarazos

(Winter, 2007).

De todas las aplicaciones, la mds importante es la catdlisis: los nanoclusters tienen muchas
propiedades cataliticas para muchas reacciones orgdnicas, como son su alta selectividad y
sensibilidad (gracias a su elevada proporcién superficie-volumen). También es interesante la
aplicacion en sistemas bioldgicos (Sperling y Parak, 2010), debido a su elevada superficie

especifica, facilita un estado de inmovilizacién correcto para moléculas como enzimas, acidos
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nucleicos, proteinas y biopolimeros. Se utilizan traductores de sefial para manejar los cambios
fisicos y quimicos producidos entre la unién del analito y del bioreceptor. Los diferentes tipos

de biosensores son:

e Biosensores dpticos: La banda del plasmdn superficial es la forma mas empleada para
la deteccién 6ptica. La unién de moléculas especificas sobre la superficie de las
nanoparticulas provoca cambios de la constante dieléctrica del entorno, siendo el
espectro de las AuNPS muy sensible a esta perturbacion. Este efecto provoca
alteraciones en la interaccidn entre las ondas electromagnéticas y los electrones de la
banda de conduccién del metal. En 1998, Englebienne (Englebienne, 1998) observd un
desplazamiento al rojo en el espectro de AuNPs recubiertas de un anticuerpo. Se
demostré que dicho cambio no era debido a la aglomeracién de las AuNPs, sino a
variaciones en el indice de refraccidon provocadas por la unidn de un ligando especifico
presente en el anticuerpo (Liy cols., 2010).

e Biosensores electroquimicos: Las propiedades conductoras de AuNPs favorece la
transferencia electrdnica, entre la proteina redox y el electrodo.

e Biosensores piezoeléctrico: La piezoelectricidad es un fendmeno que ocurre en
determinados cristales al ser sometidos a tensiones mecanicas y adquieren
polarizacidon eléctrica. El mds usado con fines analiticos es el cuarzo, es facil
determinar las variaciones de masas muy pequefias ya que la medida de frecuencia se

hace de forma sencilla con gran precision.

Actualmente hay muchos avances en el conocimiento de las nanoparticulas metalicas. Los
coloides del oro son utilizados en quimica, biologia, ingenieria y medicina. Actualmente estos
materiales pueden ser facilmente sintetizados y modificados con ligandos que contienen
grupos funcionales tales como tioles, fosfinas y aminas, que exhiben afinidad superficial por el
oro(Daniel y Astruc, 2004) Mediante el uso de estos grupos funcionales para anclaje de los
ligandos, partes adicionales como oligonucledtidos, proteinas y anticuerpos pueden utilizarse
para incluir una mayor funcionalidad. La realizacion de tales nanoconjugados de oro, ha
permitido una amplia gama de investigaciones, incluyendo el montaje programado vy
cristalizacion de los materiales, (Mirkin y cols., 1996; Park, 2008) disposicion de las
nanoparticulas en dimeros y trimeros dentro de moldes de ADN, bioelectrdnica, y métodos de
deteccion. La aplicacién de nanoconjugados de oro para biodeteccion y biodiagndstico han

sido revisados en otros trabajos. En los ultimos afios, sus propiedades y nanoconjugados de
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oro han llevado a nuevos y emocionantes desarrollos con enorme potencial en biologia y

medicina.

Estudios recientes, han demostrado que nanoconjugados de oro funcionalizados con
fracciones de superficie apropiadas, pueden entrar facilmente en las células vivas. Estos
acontecimientos han creado un nuevo reto en la investigacidén de nanoparticulas, incluyendo el
uso mas amplio de nanoconjugados de oro en biologia celular y la promesa para su posible uso
como agentes terapéuticos.

La superficie quimica es una de las claves caracteristicas que controla las propiedades y
funcionalidad, segun el tipo de superficies de funcionalizacién, puede ser con: citrato, aminas,
acidos nucleicos, péptido, anticuerpo, y los lipidos ligandos, se enfocan en la sintesis quimica

para investigaciones y usos en células (Giljohann y cols., 2010).

Existes numerosos estudios referentes a la unidn covalente de nanoparticulas con el ADN, y
escasos referentes a la unidn no covalente (Lorente y Fernandez, 2008). La interaccién de
sistemas de nanoparticulas con largas cadenas de polimeros es muy importante en el campo
de la medicina y biologia molecular. En el interior del nicleo de las células eucariotas,
especialmente dentro de la cromatina, el ADN se encuentra empaquetado y altamente unido a
proteinas. La cromatina es un complejo de ADN y proteinas donde el componente proteico se
conoce colectivamente como histonas que contienen residuos de arginina y lisina que les
confiere carga positiva. Esto permite la rapida unidn de una gran macromolécula con grupos
fosfatos cargados negativamente, como es el ADN. Precisamente, el hecho de que las histonas
tengan un tamafio similar al de las nanoparticulas, hace de estos nanosistemas modelos de
estudio para analizar en profundidad la forma de empaquetamiento y enrollamiento del ADN

alrededor de las histonas.

2.2 El Acido Desoxirribonucleico

El Acido Desoxirribonucleico (ADN) es el portador de la informacién genética, de hecho
muchos experimentos han demostrado que el ADN es el Gnico componente cromosdmico que
contiene la informacién genética en las células vivas (Feduchi y cols., 2015). Tanto el ADN
como el ARN pertenecen a un tipo de moléculas llamadas acidos nucleicos, constituidos por
nucledtidos. Los nucledtidos del ADN estdn constituidos por una 2-desoxi-D-ribosa, un grupo
fosfato y una base nitrogenada; las bases nitrogenadas son de dos tipos: purinas (adenina y
guanina) o pirimidinas (citosina y timina). Los nucleétidos del RNA presentan una D-ribosa a

diferencia del ADN, y la timina es reemplazada por uracilo.

15

—
| —



El modelo de la estructura tridimensional del ADN fue propuesto por Watson y Crick ,1953
(Calladine y cols., 2004). La principal caracteristica es la formacion de doble hélice, donde las
dos cadenas de polinucledtidos estan enrolladas alrededor de un eje comun. Estas dos cadenas
del ADN son antiparalelas, las bases ocupan el centro de la hélice y en el exterior se sitian las
cadenas de azucares y fosfatos. Esto hace que se reduzcan las repulsiones entre los grupos
fosfatos cargados, porque se encuentran a mayor distancia. En la superficie de la doble hélice
se encuentran dos hendiduras, el surco mayor y menor. Cada base se une por puentes de
hidrégenos a la base opuesta de la hebra, para constituir un par de bases plano, de forma que
bases complementarias se unen: A-T, G-C (éste ultimo seria el par mas estable, por estar
conectado por tres puentes de hidrégeno en vez de dos, como es el caso del par, A-T) (Feduchi

y cols., 2015).

El ADN tiene distintas conformaciones tridimensionales, ya que es una molécula muy flexible;
la conformacién mds comun en la mayoria de las células vivas es la conocida como el ADN B.
Esta es la estructura mas estable que puede adoptar el ADN de secuencia al azar en
condiciones fisioldgicas. Las formas A y Z son dos variantes estructurales (Feduchi cols., 2015).
La forma A es una forma mas corta que la B pero mas gruesa, estructurado en una doble hélice
dextrdgira. Se ha encontrado en muestras pobres en agua y raramente bajo circunstancias
normales fisioldgicas; el nUmero de pares de bases de vuelta es de 11, diferente de los de ADN
B que es 10.5 y al tener una inclinacidn en el plano de los pares de base, de 202 el surco mayor

es mas profundo y el menor mas superficial (véase Figura 7).

minor groove
30016 Jofew
major groove
240016 Jounw
minor groove
an0016 Jofew

Figura 7. Variaciones en la estructura del ADN.http://www.asturnatura.com/articulos/nucleotidos-

acido-nucleico-adn/variaciones-estructura- ADN.jpg
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El ADN Z es una forma transitoria de ADN que solo aparece ocasionalmente en repuesta a
ciertas actividades biolégicas y desempefia un papel biolégico importante contra
enfermedades virales (Calladine y cols., 2004). Es una hélice levégira, contiene 12 pares de
base por vuelta y la estructura es mas delgada y alargada. Tiene un didmetro de hélice de 18 A
diferente al de ADN B que es de 20 A, las bases se desplazan hacia la periferia de la hélice y hay
solamente un surco profundo estrecho equivalente al surco menor en ADN B. El esqueleto del
ADN Z sigue un camino en zigzag a diferencia de ADN B con un camino liso. Las interacciones
electrostaticas juegan un papel crucial en la formacién del ADN Z, porque el camino en zigzag
del esqueleto hace que algunos grupos fosfato estén mas cerca entre si y la repulsidn
electrostatica entre ellas es mayor que en ADN B. Por lo tanto, el ADN Z estd estabilizado por
las altas concentraciones de sal o cationes polivalentes, que protegen mejor la repulsién entre

los grupos fosfatos que los cationes monovalentes (Ohyama, 2005).

Tabla 1: tipos de ADN con sus caracteristicas.

http://image.slidesharecdn.com/reconocimientosupramoleculardeladn-141125053519-

conversion-gate01/95/reconocimiento-supramolecular-del-adn-3-638.jpg?cb=1434618472

Sentido de giro Dextrégiro Dextrégiro Levogiro

Amplio, profundidad

Surco mayor Estrecho, profundo Sin profundidad

media
Surco menor Amplio, no profundo Earecmr;zz?;undidad Estrecho, profundo
Diametro hélice 2,55 nm 2,37 nm 1,84 nm
Unidad estructural Par de bases Par de bases Dos pares de bases
Pares de bases/vuelta 11 10,4 12

Hay seis tipos de interaccidn y de unién reversible de moléculas con ADN de doble hélice.

1) Interacciones del ADN con el surco mayor.

2) Atracciones electrostaticas con el esqueleto de ADN.

3) Intercalacidn entre pares de bases del surco mayor de ADN.
4) Interacciones con surco menor de ADN.

5) Intercalacidn entre pares de bases al surco menor de ADN.

6) Modo intercalacién de enhebrado.
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Dependiendo de la caracteristica estructural de la molécula que va a interaccionar y el propio
ADN, muchas moléculas muestran mds de una interaccién con el biopolimero. Intercalacién y
acoplamientos a surcos son los modos de interaccidon no covalente mas frecuente (Strekowski

y Wilson., 2007).

Las uniones a través del surco mayor son preferibles en el caso de largos ligandos como las
poliaminas que tienen una interaccidn fuerte con el ADN al estar protonadas en condiciones
fisioldgicas. Dicha interaccidn depende de la estructura de las poliaminas y su carga neta. En
las uniones a los surcos no es necesario un cambio conformacional importante de la doble

hélice del ADN.

Por su parte, los intercaladores clasicos son moléculas aromdticas de anillos fusionados con
carga positiva en una cadena lateral unida y/o el sistema de anillos en si. El sistema de anillo
plano se apila con pares de bases en el complejo de intercalaciéon. La intercalacidon ocurre sin
interferir con el enlace de hidrégeno de los pares de bases y obedece al principio de exclusiéon
del vecino mas cercano. Cuando el ADN esta saturado con intercaladores, cada sitio de
intercalacion secundario de la hélice permanece vacio. La intercalacidon ha sido generalmente
considerada como el resultado de interacciones hidrofébicas en las cuales una molécula
aromadtica hidrofébica es empujada a un entorno hidrofébico de la base. Las intercalaciones y
los modos de unién del surco pueden ser distinguidos por la viscosidad y las mediciones de
dicroismo circular (Mata, 2013) (es la propiedad que poseen algunos materiales de absorber la
luz a diferentes grados dependiendo de la forma de polarizacién del haz incidente). Si a la
molécula de ADN se le une un ligando, el conjunto aumenta su viscosidad con respecto al ADN
libre. Esta diferencia de viscosidad es la que hace que esta técnica permita determinar si un
compuesto se une o no al ADN, ya que detecta cambios estructurales y variaciones en el
tamafio de la molécula. Dado que, en la unién por intercalacién el principal efecto es un
alargamiento del ADN por desenrollamiento de la doble hélice, permite también diferenciar
entre la unién por intercalacidn y la unidn a surco, en la que no se produce un alargamiento de
la cadena tan pronunciado. Los cambios que se producen en la viscosidad de una disolucion
que contiene ADN al afiadir un ligando, se detectan mediante la utilizacidon de un viscosimetro

y midiendo el cambio en el tiempo de elucion de dicha disolucion (Suh y Chaires, 1995).

En un complejo de intercaladores enlazados con ADN, un sistema aromatico es insertado
entre los pares de la base, mientras un sustituyente catidnico se une en el surco mayor y otros
sustituyentes interactian con el surco menor. Los modos cldsicos de intercalaciones y
entrelazado pueden distinguirse a través de experimentos cinéticos de stopped-flow. Estos

experimentos han demostrado que el entrelazado compone ambas asociaciones y
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disociaciones con el ADN a velocidades mas lentas que los intercaladores cldsicos, aunque

ambos tipos de agentes muestran constantes de unién de equilibrio comparables.

En los ultimos afos, los estudios de interacciones no covalentes del ADN con ligando han
recibido una atencién considerable a causa del aumento del nimero de aplicaciones derivadas
de estas interacciones. Entre las aplicaciones destacan su utilidad en técnicas diagndsticas y
agentes terapéuticos o la posibilidad del empleo del ADN como conductor molecular
(Genereux y Barton, 2012). También es interesante su importancia en relacién con procesos de
transporte de genes (Akbulut y cols., 2007) y en la fabricacidon de biosensores (Rosi y Mirkin,

2005).

3. Objetivos

El objetivo de este trabajo consiste en el analizar en profundidad de los numerosos estudios
gue existen sobre las interacciones de AuNPs con el ADN, con el fin de sintetizar los resultados

mas recientes.

Las nanoparticulas de metales nobles, mas especificamente las AuNPs, exhiben unas
excelentes propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas, que son intrinsecas a su tamafio
nanométrico. Dicho tamafio es similar al tamafio de las histonas, lo que hace de este
nanosistema un modelo de estudio para analizar en profundidad la forma del empaquetamiento y
enrollamiento del ADN alrededor de las propias histonas. Esto se realiza con la finalidad de

obtener nanosistemas éptimos para las distintas aplicaciones terapéuticas.

Las AuNPs pueden ser producidas con distintos tamafos y formas y ser facilmente
funcionalizadas con un amplio abanico de ligandos (anticuerpos, polimeros, sondas de
diagndstico, farmacos, material genético...). Por todo ello, las AuUNPs despiertan un gran interés
en quimica, biologia, ingenieria y medicina. En esta revisidn bibliografica destacan los avances
recientes en la sintesis, bioconjugation y aplicaciones celulares de nanoconjugados de oro. Hay
muchos ejemplos de ensayos de alta sensibilidad y selectividad sobre nanoconjugados de oro.
Esto ha forjado una nueva frontera en la investigacién de nanoparticulas, incluyendo el uso
mas amplio de nanoconjugados de oro en biologia celular y la promesa para su posible uso

como agentes terapéuticos.

Las nuevas Tecnologias basadas en la unidn de nanoparticulas y ADN, asi como en sus

interacciones, han sido desarrolladas y usadas principalmente en el diagndstico molecular y en

19

—
| —



la terapia génica y de deteccidn. Estos enfoques ofrecen una oportunidad para el desarrollo de
tecnologias eficientes y de bajo coste para el diagnéstico de enfermedades y la deteccion de
ADN con una alta sensibilidad. Todo ello muestra que las técnicas basadas en la unién entre
nanoparticulas y ADN podria tener una implicacién prometedora en la biotecnologia médica

en un futuro préximo.

4. Metodologia

La metodologia seguida en esta revisidn bibliografica, se ha llevado a cabo a través de varias

lineas complementarias:

e Asistencia al curso de bibliografia.
e Revision de la literatura a partir de bases de datos cientificas.

e Consulta de libros.

La asistencia al evento sobre Competencias informacionales para el Trabajo Fin de Grado (TFG)
para el Grado en Farmacia fue impartida en el edificio CRAI Antonio de Ulloa por Marisa Balsa
Anaya. Nos explicdé cédmo realizar las busquedas bibliograficas, a través del catdlogo del CRAI,
como llegar a busquedas avanzadas y, por ultimo, profundizdé en Mendeley (gestor de
referencias bibliograficas con caracteristicas avanzadas de red social que estd integrada en
base de datos comerciales, el repositorio institucional y el catalogo del CRAI de la UB). Con
esta base de datos, Mendeley, hemos trabajado exhaustivamente, ya que ofrece Ia

oportunidad de crear una biblioteca personal y poder organizar tus documentos.
También he utilizado otras bases de datos de gran fiabilidad tales como:

e PubMed (http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed).
e SCOPUS (https://www.scopus.com/).

e S| Web of Knowledge (www.accesowok.fecyt.es/).

Ademas internet ha sido una herramienta atil. En concreto se ha hecho uso de Google para las
busquedas de informacién, lo que nos redirigia a paginas especializadas en el tema para poder
comparar informacion y resolver dudas referentes a los articulos. Complementariamente,
Google Images ha permitido buscar imagenes en busca de un mejor entendimiento del tema a

tratar.

—
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Durante la revision de la literatura cientifica, en las bases de datos de caracter general hemos
utilizado términos tanto en inglés como en espaiol, teniendo como resultados articulos en
ambos idiomas. De esta manera hemos abarcado un campo mas amplio de revision. Las
palabras claves utilizadas en la busqueda fueron: ADN binding, ADN structure, non-covalent
interactionsgroove binding, electrostatic interaction, gold nanoparticles, Mirkin, nanoparticles,

ect.

Por ultimo, hemos utilizado el catdlogo FAMA perteneciente a la Universidad de Sevilla, para la

consulta de libro de Bioquimica conceptos esenciales (Feduchi y cols., 2015).

5. Resultados y discusion

5.1 Mecanismos de union de ADN con AU-NP

Es un método basado en el desarrollo de las nanoparticulas hacia las aplicaciones de
diagndstico sensible y especifico y sistemas eficaces de entrega de genes; logrando una alta
sensibilidad mediante interacciones entre una unica molécula de ADN y nanoparticulas, a
través de unidn molecular especifica o no especifica. EI ADN puede estar unido
covalentemente a la superficie de las nanoparticulas a través de grupos de anclaje (-SH, -OH,-
NH2, O -COOH). Las nanoparticulas de oro (Au-NP) o nanoparticulas de plata (Ag-NP) son, por
lo general, funcionalizadas con oligonucledtido tiolado, generando la unién ADN-
nanoparticulas, que se investigan para la hibridacion del ADN especifico y el reconocimiento de
secuencias complementarias de interés.
La unién no especifica entre el ADN y las nanoparticulas puede ser alcanzada por simple
adsorcién a través de interacciones no covalentes. La afinidad de unidn no covalente es similar
a las interacciones in vivo del ADN y de la proteina represora. Se requieren para controlar la

liberacion de los acidos nucleicos en la terapia génica o regulacion.

Por lo tanto, una comprensidon de este tipo de reacciones de uniones moleculares a nivel
atémico es crucial, con el fin de describir la base estructural y funcional para los mecanismos
subyacentes. Li y Rothberg (Li y Rothberg, 2004a) encontraron que la cadena corta de ADN
simple se une a Au-NP de 13 nm vy evita la agregacién inducida por sal. Sin embargo, los
oligdmeros complementarios hibridados no logran estabilizar AuNP inalteradas, y da lugar a la
agregacion de particulas en la mezcla de solucién salina. Se propuso que estas reacciones de
unién molecular pueden ser Utiles para las pruebas de mutacion del ADN y polimorfismo

nucledtido Unico (SNP).
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La selectividad de la AuNP para la unién a ss-ADN puede surgir por varias razones. Muchos
investigadores creen que fuerzas electrostaticas entre las cadenas de ADN anidnicas vy las
superficies cargadas negativamente de AuNP, estabilizada con citrato, son menos favorable
para unién con ds-ADN porque tiene una mayor superficie de densidad de carga y exhibe mas
repulsién que la de ss-ADN (Gaylord y cols., 2002). Por otra parte, el estudio en la afinidad de
unién de desoxinucledsidos a AuNP reveld que los cuatro desoxinucledsidos muestran
afinidades altas, mientras que la timina interactia mucho mas débilmente con la superficie de
oro que otras nucleobases (Storhoff y cols., 2002). La doble estructura de ADN impide la
exposicién de las bases a superficies de oro, y por lo tanto, limitan las interacciones ADN-
AuNP (Boon y cols., 2000). Por ultimo, ss-ADN es flexible y favorece la envoltura alrededor de
AuNP, mientras que ds-ADN es relativamente rigida y no es favorable para envolverse
alrededor de la AuNP. La estructura del ADN puede desempeiiar un papel importante en las
interacciones de ADN y nanoparticulas de oro. Esta unién se debilita a medida que aumenta la
longitud de la molécula de ss-ADN, y sdélo se puede producir a alta temperatura, por ejemplo,
55 °C durante 50-mer ss-ADN. Como la estructura horquilla se forman facilmente en ss-ADN
mas larga a temperatura ambiente, ésta puede impedir estéricamente las interacciones de
unién. No se habia encontrado uniéon de ss-ADN larga de 100-mer de oligémeros a 5 nm Au-NP
(Zanchet y cols., 2000). Por otro lado, Sandstrom y colaboradores (Sandstrom y cols., 2003)
informaron de la unidn no especifica de ds-ADN (12 pares de bases) a 13 nm Au-NP por
interacciones dispersivas de ion- dipolo inducido. Ellos argumentaron que la polarizabilidad de
una esfera conductora es proporcional al cubo del radio de la esfera. Se encontré que la
polarizabilidad se reducia significativamente cuando los tamafios de las particulas variaban de
13 nm a 5 nm. El efecto del tamafio de la nanoparticula es uno de los aspectos mas
importantes en la aclaracién del mecanismo de unién. Yang y colaboradores (Yang y cols.,
2004) estudiaron la afinidad de unién de ss-ADN a AuNP, y declararon que la fuerza de
interaccion entre ss-ADN y la superficie de las particulas de Au, estdn estrechamente

relacionadas con el tamano de particula.

La estrategia general, para modificar la superficie de las AuNPs, puede dividirse en dos
métodos, basados en interacciones covalentes o no covalentes. Las interacciones no
covalentes facilitan interesantes uniones de nanoparticulas de oro con biomoléculas pero, por
supuesto, mas débiles que una interaccidn covalente. La unidén covalente proporciona

vehiculos estables para el suministro, pero esta elevada estabilidad puede resultar un
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inconveniente ya que, para la liberacion del farmaco, se requiere un procesamiento

intracelular del pro-farmaco.

Se describirdn algunas de las fuerzas no covalentes: interacciones electrostaticas, fuerzas

hidrofdébicas y unién especifica entre bases de ADN y oro.

5.1.1 Interacciones electrostaticas

Las interacciones electrostaticas son unas fuerzas muy involucradas en los procesos de
adsorcién ADN-oro, debido a que las moléculas de ADN y las superficies de oro son

dependientes a las cargas.

Debido a las caracteristicas polianindicas del esqueleto fosfato, el ADN estd cargado
negativamente, y las superficies de oro, especialmente en AuNPs, tienden a estar cargados
negativamente. Por lo tanto, para lograr la adsorcidn, se deben de superar las fuerzas de

repulsién que existen entre moléculas de ADN y la superficie de oro.

Experimentalmente, las condiciones tales como pH y concentracion de sal, en solucion
electrolitica, pueden alterar la carga total en ADN, y con ello afectar de forma significativa en
el proceso de adsorcion ADN-oro. De modo que, la ausencia de sal favorece la repulsidn entre
ADN y oro vy, por lo tanto, no se produce la adsorcidn. Los estudios realizados por Herne y
Tarlov (Herne y Tarlov, 1997) sobre el oro plano, mostraron que la concentracién de sal era
directamente proporcional al nivel de la adsorcion de ADN-oro. La maxima adsorcion se ha
logrado con una concentracién mayor a 0.4 M KH2PO4; siendo similares a estudios observados
con nanoparticulas de oro (Zhang y cols., 2012).

Individualmente las bases de ADN tienen cargas neutrales en el rango de pH de 4.0 < pH >9.0
(Saenger, 1984). Para la timina (T) y guanina (G) el pH> 9.0 se desprotonan mientras que en
citosina (C) y adenina (A) son protonadas a pH < 4.0. La protonacién de las bases de ADN
favorece los procesos de absorcion de ADN, debido a que hay menos repulsidon entre ADN vy
superficies de oro, una condicidn, que ha sido seguida ampliamente para aplicaciones en

biosensores.

Las cargas negativas del esqueleto de fosfato son también dependientes de la estructura
plegable del ADN. La cadena simple de ADN es flexible, y puede cambiar, facilmente, su

conformacion expuesta, ya sea las bases o la carga negativa del esqueleto.
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Sin embargo, la cadena doble de ADN, tiene una conformacidn mas rigida, con las bases
integradas, exponiendo las cargas negativas del esqueleto de fosfato (Li y Rothberg., 2004a; Li

y Rothberg, 2004b).

5.1.2 Fuerzas hidrofdbicas

Las fuerzas hidrofébicas pueden afectar la solvatacién de las moléculas de ADN, que por su
parte, es critica para las interacciones de rango corto de ADN-oro (Nelson y Rothberg, 2011).

Esto es debido a la adsorcidon de ADN-oro, que parece requerir la deshidratacién de las bases
de ADN y, en menor medida, la estructura de ADN. La interaccién de las bases de ADN y el

esqueleto fosfato de ADN con moléculas polares de agua es fuerte y distintas unas de otras.

Las bases de ADN acomodan las moléculas de agua en posiciones especificas, (por ejemplo,
bases de anillos de nitrégenos, grupos amino y ceto exociclicos), mientras que, las moléculas
de agua, interaccionan con el esqueleto del ADN, de una manera menos organizada porque los
contraiones hidratados en solucion (por ejemplo, Na +) pueden moverse libremente sin estar

unido a sitios especificos (Bour y cols., 2005).

Por lo tanto, la magnitud de la interaccion ADN-oro, se vera afectada por las condiciones que
la alteran, ya sea la fuerza de los grupos de unién de agua de las bases de ADN, o el tipo de
contraiones condensados, que interactian con el esqueleto de ADN (Liu, 2012). Por ejemplo,
la energia de enlace del agua de adeninas protonadas (es decir, adeninas a pH inferior a 4) es
significativamente pequefio en comparacién con las de adeninas no protonada (Liu y cols.,
2006). Por lo tanto, en condiciones que favorecen la protonacion de adenina, las secuencias
con un mayor contenido de adenina son ideales para la adsorcion ADN-oro (Zhang y cols.,
2012; Jiang y cols., 2013). Del mismo modo, la composicion del tampdn también influye en la
unién de ADN a oro, debido a que la naturaleza de los iones influird a la solvatacién de la
estructura de ADN vy la superficie de oro. Estudios de adsorcidn de ss-ADN en AuNPs, de hecho
han demostrado solamente un cambio de catidn de Na + a Mg2 + en un tampdn que contiene
Cl (es decir, MgCl, en lugar de NaCl) puede inducir la adsorcidon mas rapida de ADN (Nelson y

Rothberg, 2011).
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5.1.3 Unidn especifica entre bases de ADN y el oro

La unién quimica del ADN con el oro es primordialmente con las bases del mismo. Las bases de
ADN contienen grupos quimicos especificos en sus anillos purinicos y pirimidinicos, para
establecer unién fuerte con la superficie del oro (Demers y cols., 2002; Ostblom y cols., 2005;
Kimura-Suda y cols., 2003; Piana y Bilic, 2006) con la excepcién de la adenina, todas las bases
interactian con el oro a través de fuerzas de fisisorcidén (o adsorcion fisica) (Demers y cols.,
2002; Ostblom y cols., 2005; Piana y Bilic, 2006). La adenina tiene un grupo amino exociclico,
localizado en la sexta posicidn y un anillo de nitrégeno en la séptima posicion, el cual permite,
excepcionalmente, una alta afinidad de adsorcidn en el rango de la quimisorcion. La unidn,
presumiblemente, toma lugar a través de mecanismos coordinados, implicando la interaccion
directa de los anillos de nitrégeno con el oro, con la contribucién parcial del grupo amino
exociclico (véase figura 8) (Demers y cols., 2002; Kimura-Suda y cols., 2003; Piana y Bilic, 2006;
Jang, 2002). La afinidad de la adenina hacia el oro es tan alta, que puede efectivamente
competir con la union estable de Watson-Crick del ds-poly-AT (Kimura-Suda y cols., 2003).
Como resultado en las inmediaciones de las superficies del oro, secuencias poly-A absorben
fuertemente como ss-moleculas, a pesar de la presencia de secuencias poly-T
complementarias. Este modo de unidn tiene caracteristicas diferentes de la secuencia poly-A, y
no seguido por otras bases de ADN, dando lugar a diferentes fuerzas de afinidad de las bases
hacia las superficies de oro.

Las bases del ADN también interactuan con el oro a través de anillos aromaticos. Algunos
estudios, usando nucleobases individuales, han confirmado que, excepto la adenina, todas las
bases tienden a orientarse paralelamente con respecto a la superficie. Esta configuracion
permite una superposicién maxima, de densidades electrénicas entre bases y oro, en favor de
la carga transferida, entre los anillos aromaticos y la superficie del oro. La Unica unién, en
guemisorcion de adenina, causa que esta nucleobase pierda la planaridad de su grupo amino,
y se queda ligeramente inclinado, con respecto a la superficie del oro (Demers y cols., 2002;
Piana y Bilic, 2006). Para una mayor cobertura de la superficie, interacciones pi-apiladas entre
bases pueden surgir, principalmente de condensaciéon de bases en la superficie de oro, y

formacién de multicapas de bases de ADN en orientaciones especificas.
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Figura 8. La unién de bases de ADN y el oro. Las bases de ADN interactian con superficies de oro
principalmente a través de grupos amino y atomos de oxigeno. Las afinidades relativas de bases de ADN

en moléculas de ADN siguen la tendencia A> C > G> T (koo y cols., 2015).

5.2 Unién ADN-NP en biotecnologia médica

Muchas de las tecnologias convencionales para el diagndstico y el tratamiento de diversas
enfermedades, ahora se enfrentan a retos en términos de coste, eficiencia y sensibilidad de los
sistemas de biodeteccion y dispositivos utilizados. El desarrollo de sistemas de deteccidn
rentables, y portatiles con alta sensibilidad es de gran importancia. Nuevos enfoques, basados
en la tecnologia de nanoparticulas, han sido desarrollados para la deteccidn temprana vy
precisa de cancer o enfermedades usando marcadores de ADN. La AuNP es capaz de mejorar
las sefiales de dispersién Raman en orden de 10°-10%, haciendo posible la deteccion de una
sola molécula (Freeman y cols., 1995). El uso de AuNPs permitid6 mejorar 1000 veces la
sensibilidad de la SPR (White y Rosi, 2008). Las actuales investigaciones, basadas en técnicas
de union de ADN-nanoparticulas, que tienen la ventaja de tener tamafo Unico y propiedades

Opticas, daran lugar a ensayos para una variedad de aplicaciones biolégicas.

5.2.1 La genoterapia

La genoterapia es una tecnologia convencional de la transfeccién de ADN. Esta consiste en
abrir agujeros en la membrana de la célula, usando fosfato de calcio por la electroporacién o
mezcla de ADN con un liposoma catidnico, pero ha demostrado ser una técnica ineficaz. Las
moléculas de ADN pueden ser rapidamente degradados antes de llegar a la meta si el ADN
desnudo es entregado directamente. El uso de vectores virales, para entregar ADN, puede
causar algunos problemas porque pueden producir una respuesta inmune seria en el huésped,
gue puede ser letal, y poner en peligro a los pacientes. Las AuNPs son consideradas como

vectores no virales eficaces para superar los obstaculos para el transporte de ADN plasmidico,
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siARN u oligonucledtidos antisentido para terapia génica (Guo y cols., 2010), donde la
tecnologia de unién a ADN, desempefiia un papel importante en la entrega efectiva, tales como
la proteccidn de acido nucleico de la degradacidn por las nucleasas, y la liberacién de los acidos

nucleicos en una forma funcional (Han y cols., 2007).

5.2.2 Deteccidn dptica basada en biosensores

5.2.2.1 Aplicaciones basadas en diferentes uniones de ss-ADN y ds-ADN en nanoparticulas de

oro.

En los ultimos afos, muchos ensayos de biosensores han sido desarrollados, utilizando las
diferentes adsorciones de oligonucledtidos de cadena simple y doble, sobre nanoparticulas de
oro sin modificar para la lectura colorimétrica. Estas AuNPs fueron sintetizadas a través del
proceso de reduccién de citrato, y sus superficies, han sido cargadas negativamente, las cuales
solo permiten adsorber la cadena simple de los oligonucleétidos. En soluciones altamente
salinas, las rapida adsorcién de ss-oligonucleotidos sobre nanoparticulas de oro, prevendran la
agregacion de nanoparticulas de oro, mientras que, los oligonucledtidos de doble cadena,
cargados negativamente, causan la agregacién espontanea de nanoparticulas de oro,
generando una transicién de color de rojo a azul en la solucidon. Esta lectura colorimétrica es
observable a simple vista, por lo tanto elimina la necesidad de cualquier instrumento
especializado de lectura, y en consecuencia es muy adecuado para el desarrollo de
biosensores. Ademds, estos ensayos son atractivos por su eficiencia en coste, y convenientes
para la deteccion de un amplio rango de analitos. Las aplicaciones claves, desarrolladas usando

el mecanismo, incluye la deteccidon de ADN, que desarrollamos en el siguiente apartado.

» Deteccidn colorimétrica de secuencias de ADN
La deteccién de secuencias especificas de oligonucleétidos tiene importantes aplicaciones en
la investigacion médica y diagndstico, seguimiento industria farmacéutica y alimentaria, y la
vigilancia del medio ambiente (Primrose y Twyman, 2003). La adsorcion selectiva de ss-ADN
sobre ADN de doble cadena en AuNPs no modificadas con carga negativa fue reportada por
primera vez por Li y Rothberg (Li y Rothberg, 2004c). La diferencia en las propiedades
electrostaticas de oligonucledtidos de ds-ADN y ss-ADN se puede utilizar para disefiar un

método colorimétrico, para detectar la hibridacién de oligonucledtidos. El cambio de color se
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deriva de la agregacidn de particulas coloidales de oro, pero el mecanismo en el trabajo de Liy
Rothberg es diferente, por lo que no se requiere ninguna modificacién del oro o la sonda de ss-
ADN o de hebras diana. Por otra parte, la hibridacion es totalmente independiente de
deteccién, de modo que, se puede hacer en condiciones dptimas, sin restricciones estéricas de
sondas, unidas a la superficie que enlentece la hibridacidn, y hace que sea menos eficiente.

La idea central es que, los oligonucleédtidos de cadena doble y simple (ds- ADN y ss-ADN),
tienen diferentes propiedades electrostaticas. La diferencia esencial surge porque ss-ADN
puede desenrollar suficientemente para exponer sus bases, mientras que ds-ADN tiene una
geometria de doble hélice estable, que siempre presenta la carga negativa del esqueleto de
fosfato (Watson, 1968; Bloomfield, 1999). Las nanoparticulas de oro en solucién se estabilizan
tipicamente por iones negativos adsorbidos (por ejemplo, citrato), cuya repulsion evita que la
fuerte atraccion de fuerzas van der Waals entre particulas de oro provoque que se agreguen.
(Hunter, 2001; Shaw, 1991).

La repulsion entre la cadena principal de fosfato cargada de ADN de doble cadena, y los iones
citrato adsorbidos, domina la interaccién electrostdtica entre el oro y ADN de doble cadena
para que ds-ADN no adsorba.la ss-ADN es suficientemente flexible para desenrollar
parcialmente sus bases, que pueden estar expuestas a las nanoparticulas de oro. En estas
condiciones, la carga negativa de la estructura es, a una distancia suficiente, para que la
atraccion de las fuerzas de van der Waals, entre las bases y la nanoparticula de oro sean
suficientes para causar que la ss-ADN se pegue al oro. El mismo mecanismo no es operativo
con ds-ADN, debido a que, la estructura duplex, no permite el desenrollado necesario para

exponer las bases.

Debido a que el color de las nanoparticulas de oro, se determina principalmente por SPR, y
porque este se ve afectada drasticamente por la agregacion de las nanoparticulas (Link y El-
Sayed, 2000; Quinten y Kreibig, 1986), se puede utilizar la diferencia en las propiedades
electrostaticas de ss-ADN y ds-ADN, para disefiar un simple ensayo colorimétrico de
hibridacién, en el que se observarian, que en las soluciones con pocas ss-ADN por
nanoparticulas de oro, tienen claramente diferentes espectros de absorcién; a pesar del
hecho, de que el area de la superficie de las nanoparticulas, es suficiente para dar cabida a
varios cientos de ss- ADN 24-meros. Con suficiente ss- ADN, el coloide retiene un color rosa.
Desde un punto de vista practico, la diferencia en la agregacion de oro y de particulas causada
por adsorcidn ss-ADN, nos permite disefiar un ensayo, para determinar si una muestra dada
contiene ss-ADN o ds-ADN segun el protocolo que se representa en la figura 7. Por lo tanto, las

soluciones con cantidades adecuadas de ss-ADN, previene la agregacién y el coloide de oro
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permanece rosa, mientras que las soluciones con ds-ADN no afectan a la agregacién vy las
soluciones se vuelven azules. Presumiblemente, la adsorcidn de ss-ADN tiene que ver con una
redistribucion de la carga que hace que la superficie aparezca mas cargada negativamente (Liy

Rothberg, 2004b).

Hybridization of probe and target

ss-DNA ds-DNA

\/// /\/

Figura 9. Representacién pictorica del método colorimétrico para diferenciar entre los oligonucleétidos

de unay de doble cadena. Los circulos representan las nanoparticulas de oro coloidal (koo y cols., 2015).

5.2.2.2 Las aplicaciones basadas en la adsorcion dependiente de la secuencia de ADN sobre
el oro.

La adsorcion de la secuencia dependiente de ADN con el oro tiene un interés generalizado en
la Ultima década debido a su potencial aplicacion en biodeteccidon de ADN. Los biosensores de
ADN implica tipicamente la inmovilizacidon de sondas de ADN monocatenario, modificado con
tiol, en la superficie del sensor, para generar monocapa autoensamblada, que pueda
especificamente, hibridar la secuencia diana complementaria de la enfermedad especifica

(Carrascosa y cols., 2014).
Sin embargo, el montaje de sondas de captura ss-ADN modificado con tiol es caro y consume

mucho tiempo, a diferencia de la interaccién ADN- oro dependiente de la secuencia, que es

una alternativa potencialmente mas barata y mas rapida para inmovilizar ss-ADN sin modificar,
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como sondas de captura en superficies de oro. Ademas, la adsorcidén secuencia-dependiente
de ADN puede también ser un enfoque viable para la deteccién de cambios en la secuencia
ADN vy una potencial aplicacién para tal enfoque es la detecciéon de metilacion del ADN en
cancer. La metilacion del ADN implica una adicidn de grupo metilo en la posiciéon quinta del

anillo de citosina (Suzuki y Bird, 2008).

Aunque metilacién de ADN no altera la secuencia de ADN, éstas adicion de grupos metilo
pueden ser quimicamente tratadas y convertidas en cambios de secuencia que podrian
directamente afectar a la naturaleza de procesos de adsorcién y magnitud de la fuerza afinidad

de ADN- oro.

Debido a estos cambios de secuencia podria significativamente alterar la magnitud de la fuerza
de adsorcion de ADN-oro, en la medicidn exacta de esta fuerza de adsorcion de diferente

afinidad podrian ser util en la deteccion de la metilacién del ADN.

> Metilacién del ADN

Hasta la actualidad se han hecho muy pocos intentos para detectar la metilacion del ADN
basado en la diferente afinidad de interaccidn de las bases de ADN hacia las superficies de oro.
Recientemente, Chang y colaboradores (Lin y Chang, 2013) informaron de un ensayo
colorimétrico para la deteccién del nivel de metilacion del ADN basado en la fuerza de las
interacciones hidrofobas entre el ADN y AuNPs. Asi, las diferentes fuerzas de afinidad de Ia
adsorcion de ADN en AuNPs fue suficiente para discriminar la base de nitrogenada del ADN,
permitiendo medir los estados de metilacion de una isla especifica CpG (Son regiones donde
existe una gran concentracién de pares de citosina y guanina enlazados por fosfatos. Sin
embargo, la tendencia de la interaccion de afinidad de las bases de ADN con AuNPs (es decir, A
=T > C = G) fue marcadamente diferente desde estudios anteriores utilizando AuNPs o
superficie planas de oro (es decir, A> C > G > T). Esta diferencia se explica teniendo en cuenta
las interacciones hidrofébicas y lipofdbicas de bases de ADN individuales. A diferencia de los
métodos tradicionales de metilacion del ADN, este método tiene varias ventajas: (1) se podria
detectar directamente a simple vista el estado de metilacién de ADN gendmico convertido con
bisulfito (seguido de la amplificacién PCR), (2) podria ser determinada la heterogeneidad de la
metilacion del ADN dentro de un Unico tipo de célula cancerigena, y (3) no es requerida la

modificaciéon de la superficie de ligandos biomoleculares especificos sobre la AuNPs. Sin
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embargo, este método se basa en la agregacidn inducida por sal de AuNPs, y estd limitada por
una baja sensibilidad para la deteccidn de la metilacién.

Mas recientemente, Sina y colaboradores (Sina y cols., 2014a) demostraron un método Unico
Conocido como " Methylsorb " para cuantificar eventos de metilacion de ADN utilizando Ia
interaccion de la afinidad dependiente de secuencia de ADN no modificada por las superficies
planas de oro. El mecanismo subyacente de este método se basa en: (tratamiento con bisulfito
de ADN que convierte eventos de metilacién en cambios de base, y la interaccion de afinidad
dependiente de secuencia entre las bases de ADN vy la superficie de oro (es decir, la adsorcion
de ADN sigue la tendencia, A > C > G > T). El tratamiento con bisulfito convierte citosinas no
metiladas en uracilos, pero la citosina metilada se mantiene sin cambios. La etapa posterior de
PCR asimétrica amplifica la cadena antisentido del ADN tratado con bisulfito para generar
productos de ss-ADN. Este paso también convierte uracilos en adeninas en la cadena
antisentido de ADN no metilado, mientras que guaninas se generan en el ADN metilado. Estas
diferencias de bases en las secuencias de ADN metiladas y no metiladas modifican su
comportamiento de adsorcién con el oro y se utilizan para cuantificar el estado de metilacién

original de la muestra.

En condiciones optimizadas, el enfoque eMethylsorb se utilizé con éxito para detectar la
metilacién del ADN en 10 min. Ademds, este método mostré una buena sensibilidad con la
resolucion CpG solo y deteccién de la metilacion del 10% tanto en muestras sintéticas y
bioldgicas. Una de las innovaciones mas importantes de este método es el uso de la adsorcion
directa de muestras de ADN objetivo en un electrodo de oro desnudo en lugar del enfoque
convencional de la utilizacién de capas de reconocimiento y de transduccion en biosensores de

ADN.

Esta es una evolucidn sustancial ya que simplifica significativamente el método evitando las
complicaciones quimicas subyacentes en cada paso de la fabricacidn de sensores. Ademas se
demostré con éxito que la tecnologia de eMethylsorb tiene bajo coste y los electrodos oro
serigrafiado pueden ser desechable (Koo y cols., 2014), con una excelente sensibilidad y
reproducibilidad del ensayo. Asi eMethylsorb es un ensayo de metilacidn con potencial para

aplicaciones clinicas futuras.

La literatura actual indica que eMethylsorb (Sina y cols., 2014b; Koo y cols., 2014) es el primer
método para la deteccidn electroquimica de la metilacion del ADN basada en la interaccion de
la afinidad de ADN - oro. Aunque el mecanismo subyacente entre el eMethylsorb y el enfoque

de deteccién de la metilacién del ADN colorimétrico descrito por Chang y colaboradores (Lin y
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Chang, 2013) es ligeramente diferente, ambos métodos detectan la metilacion del ADN
basandose en la interaccién directa entre el ADN y el oro desnudo. La deteccidn colorimétrica
tiene varias ventajas para aplicaciones de biosensores. Sin embargo, este método se basa en la
lectura de UV- visible para obtener el nivel cuantitativo de metilacién del ADN. Por el
contrario, eMethylsorb muestra una excelente capacidad en la cuantificacién de la metilacion

del ADN en una sola resolucién CpG.

6. Conclusion

En esta revision se presentan los fundamentos de las interacciones moleculares entre
nanoparticulasy ADN, y los mecanismos de unién de ADN de nanoparticulas con sus
implicaciones en las ciencias biolégicas y biotecnologia médica. Se han investigado las
diferentes fuerzas intermoleculares: interacciones electrostaticas, fuerzas hidrofobas y
uniones especificas de ADN-oro, para poder averiguar los principales factores que afectan a las
interacciones ADN-oro. En estos estudios se ha demostrado que la secuencia de ADN y su
conformaciéon pueden afectar a la adsorciéon de ADN-oro; exponiendo las diferentes afinidades
que se dan en la AuNP no modificada,(1) que se dan en los cuatro desoxinucleotidos (adenina
> citosina > guanina > Timina), ya que la timina interacciona mds débilmente con la superficie
del oro que otras bases y limita las interacciones de ADN-AuNP; y (2) diferencias entre ssy ds -
ADN, por lo que la cadena simple es mas flexible y favorece la envoltura con la AuNP, a
diferencia de la doble, que es mas rigida y también porque exhibe mas repulsién de cargas
debido a su mayor superficie de densidad.

Se ha comprobado la importancia de los ensayos colorimétricos basados en la adsorcién
diferencial ss-ADN / ds-ADN en los cuales se puede lograr la deteccion dptica a simple vista, ya
que con cantidades adecuadas de ss-ADN, el coloide de oro permanece rosa porque estas
previenen la agregacion de las AuNPs, a diferencia de las soluciones con ds- ADN, en las que si
se produce la agregacion y las soluciones se vuelven azules .El segundo tipo de ensayo se basd
en la adsorcidon dependiente de la secuencia de ADN- oro, que ha sido utilizado para la
novedosa deteccion de secuencias de ADN metilado en el cancer. Ambos tipos de ensayos
tienen la ventaja de ser répidos, rentables y faciles de realizar, por lo que es prometedor en
futuras aplicaciones para ofrecer resultados positivos o negativos de deteccion con el fin de

realizar diagndsticos.
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En conclusidn, la comprensidn de estas interacciones moleculares y los mecanismos de union
de ADN-NP serviran para fomentar en el futuro el desarrollo de nuevas biotecnologias para

superar las limitaciones de terapia y diagndstico clasico.
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