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Resumen

RESUMEN

En esta Memoria se informa el estudio de la interaccion en solucion de nuevas
moléculas benzimidazdlicas, 2-(o-nitrofenil)-benzimidazol (NB) y N-benzoil-2-(o-
nitrofenil)-benzimidazol (BNB) con ADN. Para esto, se trabajé con moléculas de ADN
de simple hebra (ssADN) y doble hebra (dsADN). Mediante voltamperometria de pulso
diferencial sobre un electrodo de carbono vitreo se obtuvo una sefial analitica para NB
y BNB correspondiente a la reduccion del grupo nitro presente en cada una de las
estructuras estudiadas. Ambos compuestos presentaron una disminucién en la
intensidad de corriente en presencia de ambos tipos de ADN. Se determiné que cada
molécula de ADN, ssADN o dsADN, une un mayor numero de moléculas de NB que
de BNB y que la constante de equilibrio del complejo formado también es mayor para

el caso de NB.

Al estudiar el efecto de la fuerza idnica sobre el mecanismo de interaccion se
pudo determinar que los compuestos interaccionan en forma electrostatica con ambos
tipos de ADN y que no existe una reactividad preferencial por alguna de las estructura

nucléicas estudiadas.

Mediante espectroscopia UV-Vis, se observo que los espectros de absorcion
de ambos compuestos presentan variaciones tanto en la intensidad como en el
maximo de absorcion en presencia de diferentes concentraciones (50 — 250 ppm) de

ADN, confirmando la interaccién entre las moléculas.

Por otro lado, se estudid la interaccion de los nitrocompuestos con ADN
mediante biosensores electroquimicos. Para ello, se modificaron electrodos de
carbono vitreo con nanotubos de carbono dispersos en una solucién de quitosano,
sobre los cuales se adsorbio finalmente dsADN (CV/CNT/ADN). La sefial analitica de
seguimiento fue la sefial electroquimica de reduccién de cada nitrocompuesto
adsorbido sobre el biosensor, determinandose un tiempo éptimo de acumulacion de
10 minutos. Bajo estas condiciones la respuesta del biosensor fue lineal con la
concentracion de nitrocompuesto en un rango de 20 a 80 uM. Finalmente al generar el
biosensor con diferentes concentraciones de dsADN (20-100 ppm), se observé una

rapida saturacién de la superficie del electrodo para ambos compuestos.
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En conclusion, estas moléculas son capaces de interactuar con el ADN, lo que
abre la posibilidad de causar dafo a estas estructuras como mecanismo de accién

farmacoldgico.



Summary

ELECTROCHEMICAL AND SPECTROSCOPY STUDY OF NEW
COMPOUNDS DERIVED FROM 2-(O-NITROPHENYL)-BENZIMIDAZOLE WITH
ADN.

SUMMARY

In this thesis the interaction between new benzimidazolic molecules, 2-(o-
nitrophenil)-benzimidazol (NB) and N-benzoil-2-(o-nitrophenil)-benzimidazol (BNB),
with DNA was evaluated. Two different DNA structures, single stranded DNA (ssDNA)
and double stranded DNA (dsDNA) were utilized. Using differential pulse voltammetry
with a glassy carbon electrode as working electrode, both molecules were
electrochemically reduced due to the presence of a nitro group in their structures. In
presence of DNA the electrochemical signal of NB and BNB diminished. DNA-nitro
complexes were characterized being determined that both DNA bound more NB
molecules per DNA molecule than BNB molecules. DNA-NB equilibrium constants

were higher than DNA-BNB equilibrium constants.

Changing the ionic strength of the medium we were able to conclude that the
interaction mechanism was electrostatic and no differential interaction DNA structure

between each nitro compounds.

Using UV-Vis spectroscopy, changes in both the absorption maximum and the
intensity for each nitro compound were observed when the DNA concentration

increased between 50 and 250 ppm.

On the other hand, the interaction between the nitro compounds and dsDNA
was evaluated using electrochemical biosensors. Thus, a glassy carbon electrode was
modified using carbon nanotubes dispersed in chitosan prior the DNA adsorption. The
electrochemical reduction of nitrocompound adsorbed on the biosensors was used as
analytical signal. Using 10 minutes as accumulation time a lineal dependence between
the nitro compound concentration and the biosensor response was determined
between 20 an 80 pyM. Finally, using different dsDNA concentrations (20 — 100 ppm) a

fast saturation in the biosensor response was found.



Summary

In conclusion, NB and BNB are able to interact with DNA which generates the

possibility at provoque DNA damage as pharmacologic mechanism of action.
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1. Introduccion

1. Introduccion

La interaccién entre farmacos y ADN juega un importante rol en procesos

bioldgicos, tales como la transcripcion y la replicacion del ADN. Es asi que un namero

considerable de ligandos naturales y sintéticos han sido descubiertos, los cuales han

presentado la propiedad de unirse al ADN [1,2].

Existen diferentes mecanismos por los cuales distintos ligandos se unen e

interactuan con el ADN. Estos incluyen:

Interaccion electrostatica (generalmente inespecifica), donde los ligandos se
unen a la carga negativa de la estructura fosfatada del azucar del acido

nucleico.

Intercalacion de sistemas de anillos aromaticos planares entre las pares de
bases que constituyen el ADN. En este grupo encontramos farmacos

antineoplasicos como daunomicina y actinomicina D.

Interaccion de ligandos con los surcos menores y mayores del ADN. La unién
en el surco menor permite contactos intimos con las paredes de éste, lo que
da como resultado numerosos puentes de hidrégeno, produciendo
interacciones electrostaticas de los farmacos con el ADN (bases y cadenas
fosfatadas). Con respecto a uniones en el surco mayor del ADN, estas ocurren
via puentes de hidrégeno y pueden formar una triple hélice de ADN tal como el

norfloxacino [3,4].
Interaccion mediante unién covalente con ligandos fundamentalmente
compuestos alquilantes que atacan a bases nitrogenadas, especialmente

puricas, formando un enlace de caracter irreversible [5]

Considerando que el acido desoxirribonucleico posee un rol fundamental en el

desarrollo de la vida [1], los estudios bioldgicos del descubrimiento de farmacos vy

desarrollo de productos farmacéuticos se al conocimiento de nuevas moléculas que
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posean la capacidad de interaccionar con él. En este proceso la dilucidacion del

mecanismo por el cual actuan es de vital importancia.

En este sentido, se han estado investigando una serie de compuestos
benzimidazdlicos, los cuales son moléculas que presentan la capacidad de interactuar
con el ADN. Son de eleccion en el tratamiento de algunas parasitosis [6,7], patologia
caracteristica de areas tropicales con una fuerte incidencia en los perfiles de
morbilidad y mortalidad; asi como también, han presentado efectividad como
antibacterianos [8,9], antifungicos [10], antivirales [11,12] y antineoplasicos [13,14],

entre otros.

Ademas, se han estudiado compuestos nitroaromaticos, los que han sido
extensamente usados como productos farmaceéuticos, pesticidas y explosivos [15-18].
Estas moléculas, en el proceso de manifestar sus propiedades terapéuticas y/o
citotoxicas, experimentan procesos de mono y bi reducciéon en el organismo [19,20].
Su reactividad para ser reducidos enzimaticamente esta relacionada con el potencial
de reduccion, y no depende necesariamente de su estructura [19]. En este sentido,
seran de interés aquellos compuestos que sean capaces de inducir el estrés oxidativo
o inhibir enzimas especificas de detoxificacion, como por ejemplo, las moléculas

utilizadas en parasitos como el Trypanosoma Cruzi [21].

En general, los nitrocompuestos han demostrado ser eficientes para interferir

el metabolismo de oxigeno, por medio de sus correspondientes aniones radicales [21].

En relacion a este ultimo punto, los compuestos seleccionados para la
presente Memoria han sido sintetizados previamente por el Dr. Pessoa-Mahana, cuyo
trabajo demostrd por resonancia de spin electronico la generacién de radicales libres,
lo cual sustentaria a priori la potencial actividad biolégica presente en estas
estructuras [22]. Especificamente los compuestos son derivados sintéticos
benzimidazdlicos con un grupo o-nitrofenilo en posicion 2 y con sustituciones en el
nitrégeno en posiciéon 1, como lo muestra la figura 1. Las nomenclaturas de las
estructuras son 2-(o-nitrofenil)-benzimidazol (NB) y N-benzoil-2-(o-nitrofenil)-
benzimidazol (BNB).



1. Introduccion

O,N
N
O,N ‘ AN
N N
B |
5 ——0
N
T H
2-(o-nitrofenil)-benzimidazol (NB) N-benzoil-2-(o-nitrofenil)-
benzimidazol (BNB)

Figura 1. Estructuras benzimimidazdlicas estudiadas en esta Memoria

Las moléculas fueron estudiadas previamente, en relaciéon a la determinacion
de los valores de pK, y desarrollo de metodologias analiticas aplicadas a su

cuantificacién y caracterizacion [23].

Existen diferentes técnicas que pueden ser utilizadas para el estudio de la
interaccion entre una molécula y el ADN [24], adquiriendo relevancia los estudios
electroquimicos, los cuales han atraido considerablemente la atencion ya que han
permitido dilucidar mecanismos de interaccion de farmacos con ADN [3,25,26], debido

a su alta sensibilidad y selectividad, ademas de ser simples y de bajo costo.

El estudio de la interaccion de diversas estructuras con ADN también ha sido
exitosamente realizado mediante la utilizacion de biosensores electroquimicos,
revelando la gran utilidad de éstos en la determinacién del dafio sobre el ADN. El uso
de electrodos modificados ha aumentado la sensibilidad y selectividad de la técnica

frente a diferentes moléculas [27,28].

Por otro parte, el uso de biosensores electroquimicos ha demostrado ser una
técnica innovadora en el estudio de la capacidad antioxidante, reemplazando técnicas

tradicionales como la espectrofotometria, fluorescencia, etc. [29]
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En base a todos los antecedentes expuestos, es que en esta Memoria se
propone estudiar la interaccion de derivados del 2-(o-nitrofenil)-benzimidazol con el
ADN, utilizando metodologias espectroscopicas y electroquimicas, a fin de sustentar

la potencial actividad biolégica de estos compuestos.
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3. Objetivos

3.1. Objetivo General

El objetivo general de esta Memoria es incrementar el conocimiento
quimico-biolégico respecto de una nueva serie de compuestos con potencial
actividad biologica, a través de estudiar la capacidad y los mecanismos de
interaccion de derivados del 2-(o-nitrofenil)-benzimidazol con ADN de una y doble

hebra.

3.2. Objetivos Especificos

A) Evaluacién mediante técnicas electroquimicas de la interaccion de los

compuestos NB y BNB con ADN en solucioén.

Mediante voltamperometria de pulso diferencial utilizando un electrodo
de carbono vitreo se seguira la sefal analitica de reduccion del grupo nitro de
cada una de las moléculas, a fin de evaluar la existencia de reactividad

diferenciada de acuerdo a la estructura del ADN.

B) Evaluacion mediante técnicas espectroscoépicas de la interaccion de

los compuestos NB y BNB con ADN en solucién.

Mediante espectroscopia UV-Vis discriminar la existencia de reactividad
diferenciada de acuerdo a la estructura del ADN, ademas de posibles cambios

en la estructura de éste en su interaccion con ambas moléculas.

C) Evaluacién mediante biosensores electroquimicos de la interaccién

de los compuestos NB y BNB con ADN.

Mediante voltamperometria de pulso diferencial, utilizando un electrodo
de carbono vitreo modificado con nanotubos de carbono en quitosano, estudiar

la capacidad de interaccién de ambos compuestos.
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3. Materiales y métodos

3.1. Materiales y equipos

3.1.1. Compuestos estudiados

a) Foérmula global : C13H9N3O5
Nomenclatura : 2-(o-nitrofenil)-benzimidazol (NB)
Peso molecular : 230.06 g/mol
Punto fusion : 277 - 278.5°C
b) Foérmula global : CooH13N303
Nomenclatura : N-benzoil-2-(o-nitrofenil)-benzimidazol (BNB)
Peso molecular : 343,33 g/mol
Punto fusion :161°C

3.1.2. Reactivos

Acido acético glacial (99.8%), Merck

Acido clorhidrico (32%), Merck

Acido férmico (100%), Merck

Acido fosférico (85%) p.a., Merck

ADN doble hebra (dsADN), Sigma Aldrich
ADN hebra simple (ssADN), Sigma Aldrich
Acido etilendiaminotetraacetico (EDTA), Merck
Quitosano PM medio, Aldrich

Cloruro de sodio, Merck

Etanol, Merck

Hidréxido de sodio (pellets), Merck

Nanotubos de carbono multipared oxidados, Nanolab
Nitrégeno extra puro, AGA

Tris(hidroximetil)-aminometano p.a. (TRIS), Merck
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3.1.3. Tampones

Acetato 0.2 M pH 4.9, pH 5.0, pH 5.7
Formiato 0.2 M pH 5.0

Fosfato 0.1 MpH 7.4

Tris 20 mM EDTA 1 mM pH 8.0

3.1.4. Material de vidrio

El material de vidrio utilizado fue de Clase A

3.1.5. Equipos

A) Equipos de uso general

Agitador magnético HI 190 M, Hanna Instruments

Agitador magnético Lab Tech

Balanza de precision, Precisa 40SM-200? (sensibilidad 0.01 mg)
Bafio de Ultrasonido, Branson 2210

Cubetas VWR semi-micro 10 mm paso 6ptico

Medidor de pH, WTW modelo pMx 3000

Micropipeta de 10-100 uL, Brand

Micropipeta de 0-5-10 yL, Hirschmann Laborgerate

Micropipeta de 1-10 mL, eppendorf Research

Micropipeta de 100-1000 mL, eppendorf Research

Sistema purificador de agua, Milli-Q Ultra-Pure Water System

B) Sistema voltamperométrico y computacional

CH Instruments Electrochemical Workstation EQCM

Sofware CHI440a Versién 1.0.0.1, para control del instrumento

Electrodo de trabajo: electrodo de carbdn vitreo y carbdn vitreo modificado con
dispersion de nanotubos en quitosano.

Electrodo de referencia: Ag/AgCI
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Electrodo Auxiliar: alambre platino

Bioanalitycal System (BAS), CV-50W

Computador Pentium, con programa de adquisicién y tratamiento de datos
CV-50W.

Electrodo de Trabajo: electrodo de carbén vitreo

Electrodo de Referencia: Ag/AgCI

Electrodo Auxiliar: alambre de platino

C) Sistema espectroscoépico UV-Visible

Espectrofotometro UV-Visible, UNICAM modelo UV-3

Software VISION 3.2 para control del instrumento

3.2. Métodos

3.2.1. Preparacion de las soluciones de trabajo

A) Solucion tampoén TRIS 20 mM EDTA 1 mM pH 8.0

Se pesd 121.1 mg del compuesto tris(hidroximetil)-aminometano y
18.6mg del compuesto EDTA. Luego se disolvieron con agua purificada (Milli-
Q) completando un volumen final de 100 mL. El pH se ajusté con una solucién

de acido clorhidrico concentrada.
B) Soluciéon tampén acetato 0.2 M pH 4.9, pH 5.0, pH 5.7
Se tomd 11.44 mL de acido acético glacial, los cuales se llevaron a un

volumen de 1 L con agua purificada (Milli-Q). Se ajusté pH por medio de una

solucidon concentrada de hidroxido de sodio.
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C) Disolucion tampoén fosfato 0.1 M pH 7.4

Se tomé 6.74 mL de acido fosférico para llevarlos a un volumen final de
1 L de agua purificada (Milli-Q). El pH se ajusté con una solucién concentrada

de hidroxido de sodio.

D) Disolucién tampén formiato 0.2 M pH 5.0

Se tomd6 12.81 mL de acido formico, los cuales fueron llevados a un
volumen final de 1 L con agua purificada (Milli-Q). El pH fue ajustado con una

solucidon concentrada de hidroxido de sodio.

E) Disoluciones de ADN

A 1 mg de ADN liofilizado se le adicionaron 500 pL de tampén TRIS 20
mM EDTA 1 mM pH 8.0. La concentracion obtenida de esta disolucion es de
2000 ppm. Posterior a la preparacion, la disolucién se alicuotd en tubos

Eppendorff, los que se almacenaron a -20°C.

F) Solucion de compuesto NB

La solucién madre de trabajo contenia 1 mg de compuesto NB (PM
239.06 g/mol) disuelto en 1 mL de etanol. La solucion se sonicé por 10 minutos
y luego se tomaron alicuotas para constituir las diferentes soluciones con

distintas concentraciones del compuesto segun el experimento a realizar.

G) Solucién de compuesto BNB

Se pesdé 1 mg del compuesto (PM 343.33 g/mol) el cual se disolvidé en
0.5 mL con etanol. Se sometid la solucién resultante a sonicacion por 10
minutos y luego se tomaron alicuotas correspondientes para hacer soluciones
del compuesto con diferentes concentraciones, de acuerdo al experimento a

realizar.
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3.2.2. Estudios electroquimicos

3.2.21. Voltamperometria de pulso diferencial

Las condiciones de operacion fueron:

Sensibilidad : 10-100 ANV
Rango potencial :0a-1000 mV
Velocidad de barrido : 20 mV/s
Amplitud de pulso : 50 mV
Ancho de muestra :17 ms

Ancho de pulso : 50 ms
Periodo de pulso : 200 ms

3.2.2.2. Preparacién del electrodo de carbono vitreo.

El electrodo de carbono vitreo se pulié antes de cada medicion.
Para ello se utilizé alimina de diferente tamano de particula. El electrodo
se lavo y luego se pulié con alumina de 0.3 micrones, se lavo y se puliod

con alumina de 0.05 micrones, lavandose por ultima vez con agua Milli-Q

3.2.2.3. Preparacion de solucion del compuesto NB con cantidad
constante de ADN

Se prepardé una solucion stock de 1 mg/mL de NB, del cual se tomd
una alicuota de 25 pL y se llevé a 10 mL con tampdn fosfato o acetato,
dependiendo del experimento. En una celda electroquimica se adicioné la
cantidad de ADN correspondiente a 100 ppm y se completé 1 mL de

volumen con la solucién previamente preparada de compuesto.

3.2.2.4. Preparaciéon de soluciéon del compuesto BNB con cantidad
constante de ADN

Se prepard un stock de 0.5 mg/mL del compuesto del cual se tomé

una alicuota de 46 pL y se llevd a 25 mL con tampdn fosfato o acetato
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3. Materiales y Métodos

dependiendo del experimento. En una celda electroquimica se adicion¢ la
cantidad de ADN correspondiente a 100 ppm y se completé 1 mL de

volumen con la solucién previamente preparada de compuesto.

3.2.2.5. Preparacion de solucion del compuesto BNB con cantidad

constante de ADN y en presencia de NaCl

De la solucion stock preparada, se tomo la alicuota correspondiente
del compuesto para llevarla a 25 mL de soluciéon con tampén fosfato,
obteniéndose una concentracion final de 11uM. Se adicion6 a esta solucion
NaCl en diferentes concentraciones (5 y 50 ppm). Luego se siguid el

procedimiento como se describe en el punto 3.2.2.4.

3.2.2.6. Preparacién de soluciéon de los compuestos con diferentes
cantidades de ADN

Se preparé 25 mL de solucion 11uM del compuesto NB, previa
adicion de la alicuota de la solucion stock preparado. En una celda
electroquimica se adiciond un volumen constante del compuesto y ademas
ADN a diferentes concentraciones (50, 100, 200 y 300 ppm), cuyos
volumenes fueron determinados por la diferencia entre la alicuota de mayor
concentracion y las de menor concentracion, donde el volumen se
completé con tampén Tris 20 mM EDTA 1 mM pH 8.0 a 1 mL final de

solucién en la celda.

Para el compuesto BNB se procedi6 de la misma forma.

3.2.2.7. Preparacién de soluciones de los compuestos para obtener

curvas de concentraciéon en presencia de ADN
Se prepar6 una solucion stock de los compuestos NB y BNB. Se

tomo alicuotas para la preparacion de las diferentes soluciones de
concentraciones crecientes (7.5, 10, 20, 25, 30, 40,50y 75 pM).
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Posteriormente, se tomaron dos alicuotas de cada una de las
soluciones preparadas y se depositaron en celdas electroquimicas. A una
de las alicuotas se les adicioné una alicuota de la solucion ADN a fin de
obtener una concentracién de 166 ppm [24]. A la otra mitad, se le agregé la
misma cantidad de volumen, pero sélo conteniendo tampén Tris 20 mM
EDTA 1 mM pH 8.0.

3.2.2.8. Determinacion de la estequiometria de la interaccion de los

nitrocompuestos con ADN.

La interaccion entre los nitrocompuestos y ADN, transcurre

mediante la siguiente expresién [25,26]:
ADN + Nitro SADN — nNitro
De donde se expresa la constante de equilibrio siendo:

B = [ADN - nNitro]
*  [ADN][Nitro]"

Luego, se obtiene la expresion (i) la cual permite determinar la
estequiometria de la interaccion entre ADN y cada uno de los

nitrocompuestos.

Con la expresion (i) se obtuvo las rectas de los datos
experimentales, y por consiguiente, las pendientes respectivas que
indicaron la estequiometria de la interaccion entre los nitrocompuestos y el
ADN.
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log(A[A]—M) =logB. + nlog[nitro]
max (i)

Donde:

Al = diferencia de corriente de sefal catédica del compuesto frente
a ADN.
Alnax= diferencia mayor de corriente de senal catddica del

compuesto frente a ADN.
B. = constante de equilibrio.

n = pendiente, determina la estequiometria de la interaccion entre el
compuesto en estudio con ADN.
[nitro] = concentracion del compuesto en estudio.

3.2.3. Estudios electroquimicos con biosensores

3.2.3.1. Voltamperometria de pulso diferencial

Las condiciones de operacion fueron:

Sensibilidad :25-10 pA
Rango de potencial :0a-700 mV
Altura de pulso :-50 mV
Retardo de pulso : 50 ms
Incremento de potencial -4 mV

3.2.3.2. Preparacion del electrodo de trabajo

Procedimiento del punto 3.2.2.2.
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3.2.3.3. Preparacion de la solucién de quitosano

Se pesdé 100 mg de quitosano. Se llevé la cantidad pesada a un
volumen de 10 mL con una solucién de acido acético al 1%. Luego se
sonico la solucion obtenida durante el tiempo necesario para poder disolver

el quitosano [30].

3.2.3.4. Preparacién de la dispersién de nanotubos de carbono en

quitosano.

Se pes6é 0.5 mg de nanotubos de carbono, a los cuales se les
adiciond un volumen de 1 mL de solucion de quitosano. Se sonico por 45
minutos parando a intervalos de 5 minutos para disolver los agregados por
compresion mecanica. La dispersion finalmente se torna homogénea de un

color negro. Después de su utilizacion, se refrigero.

Al reutilizar la dispersién, ésta se sometio a agitacién en vortex por

5 minutos para homogeneizar.

3.2.3.5. Obtencién del biosensor electroquimico de ADN

Después de pulir el electrodo de carbén vitreo (seccion 3.2.2.2), se
deposité cada uno sobre un vaso con agua y se sonico por 10 segundos
para eliminar todos los restos de alimina. Luego se sec6 la superficie de
los electrodos al aire, se invirti6 y se deposité sobre ella 10 pyL de
dispersion de nanotubos en quitosano. Se sometié posteriormente a

secado por 10 minutos en estufa a 50°C.
Después del tiempo de secado, se saco el electrodo de la estufa y
se sumergié durante 30 minutos en una solucién de NaOH 0.1M, para

hacer mas estable el film formado sobre la superficie de cada electrodo.

Finalmente el electrodo se lavé con agua Milli-Q por 10 segundos

para eliminar el exceso de hidréxido de sodio y se seca en estufa durante
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un tiempo de 5 minutos [31], obteniéndose un electrodo de carbdn vitreo

modificado con nanotubos de carbono, denominado CV/CNT

Para adsorber el ADN, el electrodo de CV/CNT se sumergio en una
solucion de ADN la cual se sometié a agitacion durante 3 minutos. Luego el
electrodo se lavé con agua Milli-Q por 10 segundos para eliminar el exceso
de ADN.

3.2.3.6. Estudio del efecto del pH sobre la adsorciéon de NB.

Se preparé una solucion 20 yM de NB, tomando 48 uL de la
solucion stock del compuesto y completando volumen de 10 mL. Para esto,
se ocuparon dos tipos de tampones, formiato 0.2 M pH 5,0 y fosfato 0.1 M
pH 7.4.

Para evaluar la adsorcion de NB el electrodo CV/CNT/ADN se

transfirié a la soluciones de NB la que se agité durante 10 minutos.

Posteriormente el electrodo se lavé con agua Milli-Q por 10
segundos para eliminar el exceso de NB y se transfirié a una solucion de
tampén formiato 0.2 M pH 5.0 y/o fosfato 0.1 M pH 7.4, a la cual se le

realizé un voltamperograma de pulso diferencial.

3.2.3.7. Estudio del efecto del tiempo de acumulacién de NB.

Para estudiar el tiempo de acumulacién de los compuestos sobre el
electrodo CV/CNT/ADN, se utilizé una solucién 20 uM de NB en tampodn
formiato, a la cual se transfirié el electrodo CV/CNT/ADN y se someti6 a

agitacion por tiempos de 6, 10 y 15 minutos.

Posteriormente el electrodo se lavdé con agua Milli-Q por 10
segundos para eliminar el exceso de NB y se transfirid a una solucién de
tampon formiato 0.2 M pH 5.0, a la cual se le realizé un voltamperograma

de pulso diferencial.
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3.2.3.8. Estudio del efecto de la concentracion de ADN.

Se utilizé una solucién 60 uM de cada uno de los compuestos (NB y
BNB) en tampon formiato 0.2 M pH 5.0 y se evalud el efecto de distintas
concentraciones de dsADN 20, 30, 45, 60, 80 y 100 ppm sobre la
adsorcion y posterior reduccion de los compuestos, previa transferencia a

una solucién de tampoén.

3.2.3.9. Estudio con diferentes concentraciones de Ilos

nitrocompuestos.

Se prepararon soluciones en tampdn formiato 0.2 M pH 5.0 de 20,
40, 60, 80 y 100 uyM de cada uno de los compuestos y se evalué la
adsorcion y posterior reduccion del los compuestos previa transferencia a

una solucién de tampoén.

3.2.4. Estudios espectroscopicos

3.24.1. Interaccion de los nitrocompuestos con ADN

Se preparé una solucion de cada uno de los compuestos de
concentracion 25 uM en tampén fosfato 0.1 M pH 7.4. Se tomé de estas
soluciones una alicuota de 1 mL que se depositd en una de las cubetas. En
la otra cubeta se depositd solamente tampon fosfato. Se midid la
absorbancia para ambos compuestos entre los 200 a 400 nm de longitud

de onda.

Luego, a cada una de las cubetas se le adicioné 25 ulL de una
solucion stock de 2000 ppm de ADN a fin de ir incrementando la
concentracion de ADN en 50 ppm cada vez, hasta un maximo de 250 ppm.

Después de cada adicion se registré un espectro de absorcién.
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4. Resultados y discusion

4.1. Estudios electroquimicos

41.1. Efecto de ADN sobre la respuesta electroquimica de los

nitrocompuestos

Tanto NB como BNB se reducen en medio acuoso en tampon fosfato
pH 7.4, presentando una senal correspondiente a la formacién del derivado
hidroxilaminico [23]. Al adicionar 100 ppm de dsADN se aprecié una
disminucion de la respuesta electroquimica, de alrededor de 20% para NB y
30% para BNB, lo que nos indica que existe algun tipo de interaccién entre
ambas moléculas (figura 1).

4.0 B

Sin dsADN

3.54 — CondsADN

2.0

1.5

600 -500 -400 -300 600 -500  -400  -300
E/mVv E/mV

Figura 1. Voltamperogramas de pulso diferencial de una soluciéon 11 uM de (A) NB y
de (B) BNB, en tampon fosfato pH 7.4 en presencia de dsADN 100 ppm.
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4.1.2. Evaluacion del tiempo 6ptimo de interaccion entre BNB y ADN

Con la finalidad de determinar el tiempo 6ptimo de interaccién entre
BNB y el ADN, se prepard una soluciéon con una concentracion constante (11
MM) tanto del compuesto como de ADN (100 ppm), y se evalud la sefal
electroquimica de BNB a distintos tiempos de interaccion. Los tiempos
evaluados fueron 0, 10, 15, 30 y 45 minutos de agitacion. En la figura 2 se
muestra la evolucién en el tiempo de la sefial de reduccién de BNB en
presencia de ssADN, siendo posible apreciar que el compuesto BNB
disminuye su senal electroquimica rapidamente, determinandose un tiempo

6ptimo de interaccién de 10 minutos.

Para propdsitos comparativos se utilizd el mismo tiempo de interaccion

para el compuesto NB.

3.5+
114
104 =
3.0+ 094
" 0.8
<g.5- 0.7- . n N n
z 95
204 LI | 05
] 041
0.34
1.5 021
A 0.1+ B
1.0 T T T T T T T T T T 1 0.0 T T T T T T T T T T 1
0 10 20 30 40 50 0 10 20 30 40 50
tiempo / minutos tiempo / minutos

Figura 2. Evaluacién voltamperométrica del tiempo de interaccion de BNB con ssADN.
Valores de intensidad de corriente (A) experimentales, (B) normalizados donde i,
corresponde a valor de corriente de BNB sin ADN. Tampodn fosfato pH 7.4. Electrodo
de trabajo carbono vitreo.
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4.1.3. Evaluacion de la fuerza idnica sobre la interaccion BNB con ADN

De acuerdo a la literatura [3,5], existen al menos tres tipos de

interacciones entre el ADN y moléculas organicas pequefas:

1) Unién no especifica, donde priman las fuerzas electrostaticas
por interaccion con los grupos fosfato cargados
negativamente que se presentan en la estructura del ADN, y

i) Unidn especifica no electrostatica (intercalacion, union a las
hendiduras mayor y menor del ADN) por interacciones de tipo
hidrofébicas.

iii) Unidén covalente con ligandos fundamentalmente compuestos
alquilantes formando enlaces covalentes con las bases

nitrogenadas.

Para determinar qué tipo de interaccion prima entre estas moléculas y
el ADN, se evalud el efecto de la fuerza idnica. Se prepararon soluciones de
BNB conteniendo 0, 5 y 50 mM de NaCl y una concentracion constante de
dsADN (100 ppm). En la figura 3 se observa que a los 30 minutos de
interaccion, la sefial de BNB disminuyd su intensidad inicial cuando no hay
NaCl en el sistema o cuando ésta es baja (5 mM), pero no sufri6 ninguna

variacion cuando la fuerza ionica del medio era alta (NaCl 50 mM).
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1.0

0.8

0.2

0.0

Control 0mM 5mM 50 mM

Figura 3. Efecto normalizado de NaCl en la interaccion de BNB 11 mM con dsADN
100 ppm. Tiempo de agitaciéon de solucién de 30 minutos. |y = corriente BNB sin
dsADN. Tampdn fosfato pH 7.4. Electrodo de trabajo carbono vitreo.

De acuerdo a estos resultados, podriamos concluir que el tipo de
interaccion que existe entre BNB y el ADN seria principalmente electrostatica,
la cual se ve favorecida cuando la fuerza iénica del medio es baja, ya que no
existe un apantallamiento de las cargas negativas del esqueleto fosfatado del
ADN, que si se observa cuando la fuerza i6nica es alta (>~ 10 mM NaCl) y que
favorece las interacciones de tipo intercalativas (hidrofébicas) con el ADN
[4,32,33].

41.4. Efecto de la concentracion de ADN sobre la respuesta

electroquimica de los compuestos a pH 7.4

Una vez determinado el tiempo 6ptimo de interaccion de 10 minutos y

que la presencia de NaCl no favorece la interacciéon entre las moléculas, se

inicié la evaluacién del efecto de la concentracion de ssADN y dsADN.
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1

La figura 4A representa la evolucién de la respuesta electroquimica de
BNB al incrementar la concentracién de ssADN, observandose que la senal
electroquimica disminuye a concentraciones de ssADN de 100 ppm,

permaneciendo relativamente constante a concentraciones mayores de ADN.

La figura 4B muestra la misma evoluciéon de la respuesta de BNB, pero
frente a dsADN. La senal electroquimica disminuye, permaneciendo constante

a medida que se aumenté la concentracion de ADN.

5+ 25-
A B
0-
2.0
g :
; 15 "
0-
. u ¥ " ' ] ;
1.0
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0 ' 1 ' T T 1 _‘* T '+ T ‘* T ! 05 | BN B B S s e e e p— e EE
0 50 100 150 200 250 300 0 50 100 150 200 250 300
[sSADN]/ ppm [dsADN] / ppm

Figura 4. Efecto de diferentes concentraciones de ADN en la sefal electroquimica de
BNB a una concentracion constante de 1.1x10°M con (A) ssADN, (B) dsADN a pH 7.4
tampon fosfato. Tiempo de agitacion de 10 minutos. Electrodo de carbono vitreo.

En la figura 5 se compara la disminucién de la sefal de BNB con
ambos tipos de ADN. Se observd que BNB frente a ambos tipos de ADN
disminuye su sefal electroquimica en aproximadamente un 25-30% y que

sobre 100 ppm de ADN se observa una respuesta constante.
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Figura 5. Curvas comparativas de valores normalizados (iy = corriente de BNB sin
ADN) de BNB 11 uM frente a ssADN y dsADN. Tampén fosfato pH 7.4. Electrodo
carbono vitreo. Tiempo de agitacién de 10 minutos.

Por otro lado, se evaludé el comportamiento de la senal electroquimica
de NB frente a los dos tipos de ADN. La figura 6A representa la evolucién de la
sefal de NB frente a ssADN, donde la sefal disminuyé a medida que se
aumenta la concentracion de ADN. Lo mismo se aprecia en la figura 6B, donde
se muestra la disminucién de la senal electroquimica a medida que se

aumenta la concentracion de dsADN.
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Figura 6. Efecto de diferentes concentraciones de ADN en la sefial electroquimica de
NB a una concentracién constante de 11 uM con (A) ssADN, (B) dsADN a pH 7,4
tampén fosfato. Electrodo carbono vitreo. Tiempo de agitacién de 10 minutos.

Comparando el comportamiento frente a ambos tipos de ADN (Figura
7), observamos que el decaimiento de la sefial electroquimica es similar frente

a ambas moléculas en todas las concentraciones de ADN.
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Figura 7. Curvas comparativas de valores normalizados (i; = corriente de NB sin ADN)
de NB 11 uM frente a ssADN y dsADN. Tampdn fosfato pH 7.4. Electrodo carbono
vitreo. Tiempo de agitacién 10 minutos.

23



4. Resultados y Discusion

En la figura 8 se comparan las curvas de interaccién de ambos
compuestos frente a (A) ssADN y (B) dsADN, observandose que ambos
compuestos presentan una caida en la respuesta electroquimica en cerca de
un 30 % del valor inicial, pero en el caso de BNB esta disminucion se observo

a concentraciones menores que NB.
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. A . . T _.

E— | \
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[sSADN] / ppm [dsADN] / ppm

Figura 8. Curvas comparativas de la sefial electroquimica de NB y BNB a una
concentracion constante (11 uM) frente a diferentes concentraciones de (A) ssADN,
(B) dsADN a pH 7.4, tampén fosfato. Electrodo carbono vitreo. Tiempo de agitacion de
10 minutos.

4.1.5. Determinacion de la estequiometria de la interaccion de los

compuestos.

Se procedié a la realizacion de curvas de concentracion de cada
compuesto y se evalud la respuesta electroquimica frente a una concentracién
constante de ssADN y de dsADN. En las figuras 9A y 9B, se presentan las
curvas de concentracién de BNB en presencia de ambos tipos de ADN. Se
aprecia que a todas las concentraciones del compuesto existe una disminucion
de la sefal electroquimica, la que se va incrementando mas aun a medida que

se aumenta la concentracion del compuesto.
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Figura 9. Curvas de concentracion de BNB frente a (A) ssADN y a (B) dsADN 166
ppm. Tampon fosfato pH 7.4. Tiempo de agitacion de 10 minutos. Electrodo de
carbono vitreo.

Para obtener la estequiometria de la interaccién (ver métodos 3.2.2.8),
utilizamos la relacion logaritmica de la diferencia de la altura de las sefiales sin
y con ADN versus el logaritmo de la concentracién del compuesto, descrita por

la siguiente ecuacién:

Al , .
logl ———— | =1log B. + nlog|nit ()
g( - [) g B, +nloglnitro]

Donde n es la cantidad de molar de nitrocompuesto que interaccionan
con la cantidad molar de pares de bases de ADN y B’s es la constante de

equilibrio del complejo.

De acuerdo a los resultados obtenidos, el ADN de doble hebra tiene la
capacidad de unir mas moléculas de BNB y con una constante de equilibrio
mayor que el ADN de una sola hebra. Esto podria explicarse debido a que
dsADN presenta mas cadenas fosfatadas que ssADN y como la interaccién es

de tipo electrostatica, este proceso se ve favorecido (Figura 10).
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Figura 10. Relacion entre log[Al/(Almax-Al)] ¥ log[BNB]. (A) ssADN y (B) dsADN, 166
ppm. Tampon fosfato pH 7.4. Tiempo de agitacion de 10 minutos. Electrodo carbono
vitreo.

En el caso de NB las figuras 11A y 11B muestran que a todas las
concentraciones ensayadas del compuesto existe una disminucién de la sefal,
la que se incrementa a concentraciones mayores de NB. Esto se observa en
presencia de ssADN y de dsADN.

A ] 1 B "

g — 74 —
74 / 6l /

6 w e 1 )
ijt'o- // 3‘5- ./. e ’
- — 1_ /7/7/"

4 . /. - 'Y ] / .///

’ /) ~+— SinsSADN ] / “+— SindsADN
24 Y ~e ConssADN S e CondsADN

/ 4
14 ¢ 14
o 1 2 3 4 5 o 1 2 3 4 5

[NB] x 10%/ M

INB] x 10°/ M

Figura 11. Curvas de concentracion de NB frente a (A) ssADN y a (B) dsADN 166
ppm. Tampén fosfato pH 7.4. Tiempo de agitacion de 10 minutos. Electrodo de
carbono vitreo.
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Al igual que con BNB, se ocupd la relacion logaritmica de la diferencia
de la altura de las sefales sin y con ADN versus el logaritmo de la
concentraciéon del compuesto (ecuacion i), para determinar la estequiometria
de la interaccion de NB con ssADN y con dsADN (Figura 12).
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Figura 12. Relacion entre log[Al/(Alax-Al)] vy 10g[NB] a pH 7.4 tampodn fosfato con (A)
ssADN y (B) dsADN, 166 ppm. Tampoén fosfato pH 7.4. Tiempo de agitacion de 10
minutos. Electrodo carbono vitreo.

Comparando con BNB, en el caso de los dos tipos de ADN, NB
presentd mayores numeros estequiométricos (Tabla 1), es decir casi el doble
de concentracion de NB se unen por cantidad molar de pares de bases de

ADN y con una constante de equilibrio mayor.

Esto nos hace concluir que el sustituyente N-benzoilo no favorece la
interaccion con el ADN, probablemente debido a que los substituyentes del
anillo benzimidazélico no se encuentran en el mismo plano como fue

demostrado recientemente por Modelado Molecular [23].
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Tabla 1. Numero de moléculas de nitrocompuesto que interaccionan con molécula de
ADN (n) y constante de equilibrio (f’s) de los compuestos BNB y NB, en presencia de
ssADN y dsADN.

ssADN dsADN
n ’s n ’s
BNB 1.0 2.5x10° 15 1.1x10°®
NB 1.8 1.0x108 4.5 5.4x10%"

4.1.6. Efecto del pH sobre la interaccion de NB y BNB con ADN

En estudios espectroscépicos realizados para NB y BNB [22], se
describe la obtencién de los valores de pK, para cada molécula, los cuales

determinan el grado de ionizacion en solucién de los nitrocompuestos.

De acuerdo a esto, NB presenta un valor de pK, de 114
correspondiente al nitrégeno ubicado en posiciéon 1 (-NH) de la estructura
benzimidazdlica y un pK, de 5.7 para el nitrdgeno en posicion 3. Para BNB, el

valor de pK, obtenido fue de 4.9 para el N en posicién 3 (figura 13).
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Figura 13. Estructuras NB y BNB con sus respectivos valores de pK,
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4. Resultados y Discusion

En base a estos antecedentes, se estudio el efecto del cambio de pH
de la solucion de trabajo desde 7.4, en el cual las dos moléculas se
encuentran practicamente 100% no ionizadas, a pH 5.7 para NB 'y a pH 4.9 en
tampdn acetato para BNB, en donde ambos compuestos estan parcialmente

ionizados de acuerdo al pK, en posicion 3 de la estructura benzimidazdlica.

La figura 14A muestra la evolucion de la sefial electroquimica de BNB
frente a diferentes concentraciones de ssADN a pH 4.9. Se observa que la
sefnal disminuye a medida que aumentd la concentracion de ADN en la
solucion, hasta una concentracion de 100 ppm, donde a mayores
concentraciones de ADN, la sefal electroquimica tiende a aumentar, pero

siempre es menor que la sefial obtenida sin adicionar ADN.

La figura 14B muestra la evolucion de la sefal electroquimica de BNB
frente a diferentes concentraciones de dsADN a pH 4.9. Se observa una
disminucion gradual de la sefial a medida que se aumentd la concentracion de

ADN hasta 200 ppm, permaneciendo constante a concentraciones mayores.
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Figura 14. Efecto de diferentes concentraciones de ADN en la sefal electroquimica de
BNB a una concentracion constante de 11 uM con (A) ssADN, (B) dsADN a pH 4.9
tampon fosfato. Electrodo carbono vitreo. Tiempo de agitacion de 10 minutos.
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4. Resultados y Discusion

En la figura 15 se compard la sefial electroquimica de BNB frente a
ssADN y a dsADN. Se observa que cuando BNB esta parcialmente ionizado
hay una mayor interaccion con ssADN, con una disminucion de hasta un 65%
de la sefal inicial a 100 ppm de ssADN. En cambio, la interaccion frente a

dsADN no se ve mayormente influenciada a pH 7.4.
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Figura 15. Curvas comparativas de valores normalizados de BNB 11uM frente a
ssADN y dsADN. Tampon acetato pH 4.9. Electrodo carbono vitreo. Tiempo de
agitacion 10 minutos.

Por otro lado, también se evaludé el efecto del cambio de pH de la
solucion de NB frente a ambos tipos de ADN. Segun el pK,, el pH escogido fue
de 5.7, donde NB se encuentra parcialmente ionizado. La figura 16A muestra
la disminucién de la sefal electroquimica de NB frente a ssADN. La sefial
disminuye hasta 100 ppm, la cual aumenta a mayores concentraciones. En
cambio, la sefal de NB frente a diferentes concentraciones de dsADN,
disminuye rapidamente al utilizar 50 ppm de dsADN y permanece

relativamente constante a mayores concentraciones (Figura 16B).
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Figura 16. Efecto de diferentes concentraciones de ADN en la sefal electroquimica de
NB a una concentracién constante de 1.1x10°M con (A) ssADN, (B) dsADN a pH 5.7
tampén fosfato. Electrodo carbono vitreo. Tiempo de agitacién de 10 minutos.

La figura 17, compara la influencia de diferentes concentraciones de
ssADN y dsADN sobre NB. Se muestra que la sefal electroquimica de NB con
ssADN disminuye hasta un 30% a una concentracion de ADN de 100 ppm. Por
otro lado, la senal de NB disminuye hasta un 50% frente a concentraciones
bajas de dsADN, Estos resultados nos indican que cuando NB esta ionizado,

existe una reactividad preferencial sobre ADN de doble hebra.
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Figura 17. Curvas comparativas de valores normalizados de NB 11 uM frente a ssADN

y dsADN. Tampén acetato pH 5.7. Electrodo carbono vitreo. Tiempo de agitacién 10
minutos.
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Con dsADN, la senal electroquimica de NB a pH 5.7 disminuyé a
concentraciones bajas de ADN, con respecto a cuando se encontraba en
solucion pH 7.4 en tampon fosfato. Esto nos indicaria que el equilibrio del

complejo se alcanza mas rapido.

4.2. Estudios espectroscoépicos

4.2.1. Evaluacion de la interaccion mediante espectroscopia UV-Vis.

En primera instancia se obtuvo mediante espectroscopia UV-Vis, el
espectro de absorcion de BNB, determinandose un maximo de absorcion en

longitud de onda de 274 nm.

En la figura 18A, se presentan los espectros de absorcién de BNB
frente a diferentes concentraciones de ssADN. Se evidencian efectos hipo y
batocromicos cuando la interaccion es frente a ssADN. En el caso de la
interaccion con dsADN, se observa un efecto hipercrémico inicial (50 ppm), sin
cambio en el maximo de absorcion y a concentraciones mayores (150 ppm),
ocurre cambios hipo y batocrémicos, de manera similar a lo observado con
ssADN (Figura 18B).

32



4. Resultados y Discusion

0.54
A
—0 ppm
04 ——50 ppm
0.3
0.2
0.1

Co5 30 35 %0 35 40 S5 30 35 B 35 400
M onm A/ nm
Figura 18. Espectros de absorcion de BNB 2.5x10°M frente a diferentes

concentraciones de (A) ssADN y (B) dsADN. Tampédn fosfato pH 7.4. Tiempo de
agitacién de 10 minutos.

La figura 19 muestra la de disminucion de la absorbancia de BNB frente

a diferentes concentraciones de ambos tipos de ADN a 274 nm.

1.24
[ |
10+ -——0\' —=— dsADN
] \. —@— ssADN
0.8
<K| [ |
9.6+
<
1 °
0.4
0.2+ .\
0.0 '
0 5 100 150 200 250
[ADN]/ ppm

Figura 19. Curvas comparativas de normalizados de la disminucién de la absorbancia
a 274 nm de BNB (A,= Absorbancia de BNB sin ADN) frente a diferentes
concentraciones de ambos tipos de ADN. Tampoén fosfato pH 7.4. Tiempo de agitacion
de 10 minutos.
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En el caso de NB el espectro de absorciéon UV se determind un maximo

de absorcion de 274 nm (igual que BNB).

La figura 20A muestra los espectros de absorcion para NB frente a
diferentes concentraciones de ssADN. Se evidencia un cambio hipo y
batocrémico, ademas de un cambio hipercromico a concentraciones elevadas
de ADN (250 ppm). Se observdé un cambio hipo y batocrémico cuando NB
interactuo con dsADN (Figura 20B).
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Figura 20. Espectros de absorcion de NB 25 uM frente a diferentes concentraciones
de (A) ssADN y (B) dsADN. Tampon fosfato pH 7.4. Tiempo de agitacion de 10
minutos.

En la figura 21 se observan las curvas de disminucion de absorbancia

de NB a 274 nm, frente a diferentes concentraciones de ambos tipos de ADN.
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Figura 21. Curvas comparativas de normalizados de la disminucion de la absorbancia
a 274 nm de NB (A,= Absorbancia de BNB sin ADN) frente a diferentes
concentraciones de ambos tipos de ADN. Tampoén fosfato pH 7.4. Tiempo de agitacion
de 10 minutos.

Se observa que el maximo de absorcion de NB frente a ssADN no
disminuye hasta una concentracion de 100 ppm y si lo hace hasta 200 ppm,

donde la absorbancia de NB a los 274 nm se hace O.
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4.3. Estudio de la interaccion de nitrocompuestos con ADN mediante

biosensores electroquimicos de ADN.

De acuerdo a la literatura [34-36], el uso de genosensores
electroquimicos ha sido una buena herramienta de estudio de la interaccion de
farmacos y/o moléculas organicas en general, con el ADN. Por otro lado, los
nanotubos de carbono han surgido como un eficiente favorecedor de las
respuestas electroquimicas y han permitido incrementar la sensibilidad

analitica de los sensores electroquimicos en general [37-39].

Es por esto, que para estudiar la interaccion de NB y BNB con ADN se
utilizé un sensor de ADN adsorbido sobre un electrodo de carbono vitreo

previamente modificado con nanotubos de carbono (CV/CNT/ADN).

4.3.1. Estudio del las condiciones 6ptimas de trabajo.

Se estudio el efecto del medio de trabajo en la adsorcion de NB sobre
la superficie del electrodo modificado con nanotubos. La figura 22A muestra el
voltamperograma de NB adsorbido sobre un electrodo CV/CNT/ADN en
tampon fosfato pH 7.4, observandose una sefal del blanco en la misma region

de la sefial de NB, dejando superpuestas las sefales.

Por esta causa, se decidid cambiar las condiciones experimentales a
tampén formiato pH 5.0 (Figura 22B), observandose que el blanco también
presenta una sefal electroquimica, pero como la senal electroquimica del
nitrocompuesto se adelanta por el cambio de pH [23], es posible trabajar bajo

estas condiciones.
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Figura 22. Senales electroquimicas de NB y del blanco en distintos medios de
adsorcion.(A) tampén fosfato pH 7.4, (B) tampon formiato pH 5.0. Electrodo de
carbono vitreo modificado con nanotubos dispersos en quitosano con 3 minutos de
acumulacion de dsADN de concentracion 45 ppm (CV/CNT/ADN). Tiempo de
acumulacion de NB de 10 minutos.

Como las senales de NB y BNB presentan potenciales de reduccion

similares, también se ocup6 tampdn formiato pH 5.0 para trabajar con BNB.
4.3.2. Estudio del tiempo de acumulacion de NB

Se estudid el efecto del tiempo de adsorcion de NB sobre la respuesta
electroquimica del biosensor. La figura 23 muestra que la sefial de NB

aumentd con el tiempo de adsorcidn hasta 10 minutos. A partir de ese tiempo,

la sefial electroquimica permanece relativamente constante.
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Figura 23. Estudio del tiempo de acumulacién de NB con tampdn formiato pH 5.0.
Electrodo de carbono vitreo modificado con nanotubos dispersos en quitosano con 3
minutos de acumulacién de dsADN de concentracion 45 ppm (CV/CNT/ADN).

Este tiempo concuerda con lo observado en los estudios en solucion,
donde por sobre de 10 minutos de interaccion no se observaron mayores

cambios en la respuesta electroquimica.

De acuerdo a lo anterior, se estableci6 como tiempo Optimo de
acumulacion para los posteriores estudios, 10 minutos. Ademas, se utilizd

el mismo tiempo de adsorcion para BNB para propdsitos comparativos.

4.3.3. Efecto de la concentracion de los compuestos NB y BNB en la

respuesta electroquimica.

Se evalud la respuesta del biosensor a distintas concentraciones de
NB. La figura 24A muestra que la sefial electroquimica de NB aument6
conforme al aumento de su concentraciéon, hasta concentraciones de 80 uM de

NB. A concentraciones mayores, la sefal desciende.

Por otro lado, la figura 24B muestra la sefial electroquimica de BNB

influenciada por el cambio de concentracién de éste. Se observa que la curva
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se comporta igual que la de NB, llegando a una sefial maxima a una

concentracion de 80 uM, descendiendo a mayores concentraciones de BNB.
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Figura 24. Efecto de diferentes concentraciones de (A) NB y (B) BNB. Tampoén
formiato pH 5.0. Electrodo de carbono vitreo modificado con nanotubos dispersos en
quitosano con 3 minutos de acumulacién de dsADN de concentracion 45 ppm
(CV/CNT/ADN).Tiempo de acumulacion de NB de 10 minutos.

4.3.4. Efecto de la concentracion de ADN en la senal electroquimica de

los nitrocompuestos.

Manteniendo constante la concentracion de NB en 60 pM, se estudio el
efecto de aumentar la concentraciéon de ADN en el biosensor. Se observo que
a medida que aumenta la concentracion de dsADN (Figura 25A), aumenta la
respuesta electroquimica, pero en un rango estrecho de concentraciones, 20 a
60 uM, sobre esas concentraciones la senal electroquimica permanece

constante, incluso disminuye.

En el caso de BNB (figura 25B), se observé un aumento en la
respuesta electroquimica a concentraciones bajas de dsADN, 20 a 30 uM, y
posteriormente una disminucién de la respuesta electroquimica a

concentraciones mayores de ADN.
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Figura 25. Efecto de diferentes concentraciones de dsADN en la sefial electroquimica
de (A) NB y (B) BNB acumulado sobre el electrodo carbono vitreo modificado con
nanotubos de carbono dispersos en quitosano (CV/CNT/ADN). Tampon formiato pH
5.0.

Para explicar la escasa respuesta del biosensor frente a ambos
nitrocompuestos, los que incrementaron su sefal sélo en un rango estrecho
de concentracién se decidid estudiar la respuesta electroquimica propia del
ADN acumulado en el biosensor. En la figura 26 se observa que la sefal
electroquimica de ADN, debida a la oxidacion de las guaninas presentes en la
molécula, aumenta linealmente con el aumento de la concentracion de ADN

hasta 120 ppm.

Esto nos esta indicando que el biosensor no se encuentra saturado de

ADN en la ultima capa.
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Figura 26. Respuesta electroquimica de oxidacion de ADN en funciéon de la
concentracion de ADN acumulado sobre el electrodo carbono vitreo modificado con
nanotubos de carbono dispersos en quitosano (CV/CNT). Tampodn formiato pH 5.0.

Si comparamos con los resultados obtenidos en solucién (Figura 8B)
vemos que BNB, frente a dsADN, alcanzé su maximo de interaccién a
concentraciones menores que NB, lo que concuerda con lo observado con el
biosensor, pero en este ultimo caso el rango de concentraciones en las que se
observa interaccién es mucho menor a las necesarias para producir cambio
cuando el ADN esta en solucién. Una explicacion posible estaria dada por el
hecho de que cuando el ADN esta en solucion, sus bases se encuentran mas
disponibles para interaccionar con los nitrocompuestos ya que no existe
compactacion del material como cuando el ADN se encuentra adsorbido sobre
la superficie del electrodo, caso en que, probablemente haya una menor

superficie activa para interaccionar.
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Conclusiones y Perspectivas

* NB y BNB interaccionaron con estructuras de ADN de una y dos hebras y el
mecanismo de interaccion seria predominantemente por interacciones
electrostaticas con las cadenas fosfatadas del ADN.

* NB y BNB no presentaron una interaccion preferente por alguna de las
estructuras de ADN estudiadas a pH 7.4, condicion en la cual ambas
moléculas estan neutras.

* BNB presenté una mayor reactividad que NB a concentraciones bajas de ADN,
pero a concentraciones altas ambas moléculas presentaron reactividades
similares.

* Para ambos tipos de ADN, NB presentd numeros estequiométricos mayores
que BNB, es decir se unen una mayor cantidad molar de NB por cantidad
molar de pares de bases de ADN.

* Cuando las condiciones del medio se cambiaron y las moléculas se
encontraron parcialmente ionizadas, NB una mayor interaccién con ADN de
doble hebra y BNB con ADN de hebra simple.

* Los electrodos de CV/CNT/ADN permitieron evaluar la interaccién de NB y
BNB con dsADN lo que permitira a futuro evaluar si existe dano directo de

estas moléculas o de un metabolito generado in situ sobre el ADN.
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