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Resumen

Resumen

La proflavina (PF) es un colorante con una amplia variedad de usos; desde su papel
como antiséptico o antitumoral hasta su papel como marcador de acidos nucleicos, es
una molécula capaz de intercalar la doble cadena de ADN, proceso en el cual una
molécula plana se inserta entre los pares de bases del ADN. Muchos trabajos se basan
en el estudio de la interaccién de la PF y el ADN, ya que su mayor interés recae en su
papel como fluorocromo econémico que permita detectar y, en otros casos, cuantificar

el ADN amplificado mediante la Reaccion en Cadena de la Polimerasa (PCR).

La formacién de un complejo intercalado menos fluorescente se puede observar
mediante el uso de técnicas espectroscépicas de absorcion Vis-UV y de fluorescencia.
En este trabajo se realizaron estudios de caracterizacion de la proflavina para
determinar como la intercalacion de la PF en el ADN se puede ver afectada por la fuerza
ionica del medio y por la carga del cation presente en la sal. Para ello se determinaron
las constantes de afinidad de la PF con ADN en presencia de diferentes concentraciones
de sales de Mg?* y de Na*. Los resultados obtenidos demostraron que dicha constante
disminuye al aumentar la fuerza ionica de la disolucion y que el Mg?* produce una mayor

disminucion en la constante de afinidad que el Na™.

Finalmente, se cuantificé el ADN amplificado mediante LAMP (Loop Mediated Isothermal
Amplification) utilizando proflavina como colorante, comparando estos valores con los

obtenidos utilizando otro intercalador y un colorante comercial.

Palabras clave: Proflavina, Intercalaciéon, PCR, Absorciéon Vis-UV, Fluorescencia,

Dimerizacion, Constante de asociacion.



Resumo

Resumo

A proflavina (PF) € un colorante cunha ampla variedade de usos; dende o seu papel
como antiséptico ou antitumoral ata o seu papel como marcador de acidos nucleicos, é
unha molécula capaz de intercalar a dobre cadea do ADN, proceso no cal unha molécula
plana se insire entre os pares de bases do ADN. Moitos traballos estan baseados no
estudo da interaccion da PF e o ADN, xa que o maior interese recae no seu papel como
fluorocromo econdmico que permita detectar e, noutros casos, cuantificar o ADN

amplificado mediante a Reaccién en Cadea da Polimerasa (PCR).

A formacioén dun complexo intercalado menos fluorescente pédese observar mediante o
uso de técnicas espectroscopicas de absorcion Vis-UV e de fluorescencia. Neste
traballo realizaronse estudos de caracterizacion da PF para determinar como a
intercalacién da PF no ADN esta afectada pola forza iénica do medio e pola carga
do cation presente no sal. Para iso determinaronse as constantes de afinidade da PF
co ADN en presenza de diferentes concentracions de sales de Mg?* e de Na*. Os
resultados obtidos demostraron que devandita constante diminie ao aumentar a
forza idnica da disolucion e que o Mg?* produce unha maior diminucién na constante

de afinidade co Na*.

Finalmente, o ADN amplificado mediante LAMP (Loop Mediated Isothermal
Ampilification) cuantificouse utilizando proflavina como colorante, comparando estes

valores cos obtidos empregando outro intercalador e un colorante comercial.

Palabras chave: Proflavina, Intercalacion, PCR, Absorcion Vis-UV, Fluorescencia,

Dimerizacién, Constante de asociacion.



Abstract

Abstract

Proflavine (PF) is a dye with countless uses; from its role as an antiseptic or antitumor
to its role as a nucleic acid marker, this molecule can intercalate the double strand of
DNA, a process where a flat molecule is inserted between the base pairs of DNA. Many
works are based on the study of the interaction of PF and DNA, since the greatest interest
lies in its role as a cheaper fluorochrome that allows detecting and, in other cases,

quantifying DNA amplified by the Polymerase Chain Reaction (PCR).

The formation of a less fluorescent intercalated complex can be observed by using Vis-
UV absorption and fluorescence spectroscopic techniques. In this work, we
characterized PF to determine how its intercalation in DNA can be affected by the ionic
strength of the medium and charge of the cation present in the salt. For this purpose, the
affinity constants of PF with DNA were determined in the presence of different
concentrations of Mg?* and Na* salts. Results demonstrated that this constant decreases
as the ionic strength of the solution increases and that Mg?* produces a bigger decrease

in the affinity constant than Na™.

Finally, the amplified DNA by LAMP (Loop Mediated Isothermal Amplification) was
quantified using proflavine as a dye, and these results were compared with others

obtained using a different intercalator and a commercial dye.

Keywords: Proflavine, Intercalation, PCR, Vis-UV absorption, Fluorescence,

Dimerization, Affinity constant.



Introduccidén

1. Introduccion

La interaccion de pequefias moléculas con el ADN es un objeto de estudio de gran
interés debido a sus amplias aplicaciones en ciencias biomédicas y bioldgicas. Una de
sus aplicaciones mas comunes es en la Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR,

por sus siglas en inglés).

La PCR es una técnica que permite amplificar secuencias especificas de ADN." Sin
embargo, como se trata de una molécula poco fluorescente, hay que recurrir al uso de
fluorocromos, que son moléculas fluorescentes capaces de unirse al ADN de doble
cadena. De esta manera, al combinar las técnicas espectroscépicas de fluorescencia
con la PCR, es posible detectar el ADN y, en muchos otros casos, también cuantificarlo

como en el caso de la PCR en tiempo real (g-PCR).23

A pesar de la gran relevancia que han adquirido las técnicas de PCR en el laboratorio,
uno de sus mayores inconvenientes recae en el elevado coste de los reactivos,
destacando el de los fluorocromos. En consecuencia, existe la necesidad de evaluar
otras alternativas econémicas a los marcadores comerciales, especialmente de aquellos
colorantes cuya interaccion con los acidos nucleicos ya haya sido estudiada

anteriormente.

En este trabajo se estudiara, utilizando medidas de absorcion Vis-UV y de fluorescencia
de estado estacionario, el papel de la proflavina como un colorante alternativo a los

colorantes comerciales utilizados en los kits de deteccion mediante PCR.
1.1. Amplificacion y deteccién del ADN

La PCR permite obtener muchas copias de un gen de interés de una manera rapida y
facil® y con el paso de los afios ha sido capaz de adaptarse a una gran variedad de
procedimientos, contribuyendo en campos de medicina y ciencias biolégicas. Esta
técnica contiene muchas variaciones que permiten que se pueda utilizar para analizar
la expresion de genes, detectar mutaciones, patdégenos, alérgenos o identificar

especies.*

Se divide en tres fases esenciales, empleando variaciones ciclicas de temperatura:
(i) desnaturalizacion del ADN, (ii) hibridacién vy (iii) extensién, que se van a repetir en
varios ciclos hasta poder detectar la region de interés amplificada. Ademas, requiere de
una serie de componentes para que tenga lugar la amplificacién: (i) una ADN polimerasa

termoestable, (ii) primers o cebadores vy (iii) desoxinucleotidos trifosfato (dNTPs).* El
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producto amplificado se puede detectar utilizando la fluorescencia y fluorocromos,
siendo estos Ultimos agentes intercalantes capaces de unirse al ADN de doble cadena®
en los que la intensidad de fluorescencia del estado libre al estado complejado es

diferente.

La intercalaciéon es un proceso mediante el cual se inserta un cromoforo plano
poliaromatico entre los pares de bases del ADN de doble cadena,® y por ello son capaces
de actuar como colorantes de acidos nucleicos.® Este proceso también causa dafios
estructurales ’ y genera una modificacion en la estructura de la cadena de ADN que
puede alterar su funcion y afectar procesos biolégicos como la transcripcion, traduccion
0 reparaciéon. Por este motivo, los intercaladores han adquirido interés médico y

cientifico debido a que también se pueden usar como antitumorales y antisépticos.®

Los intercaladores se pueden clasificar segun sus caracteristicas estructurales:
(i) mono-intercaladores, que se unen al surco mayor o menor del ADN, (ii) bis-
intercaladores, formados por la unién de dos mono-intercaladores e (iii) intercaladores
de enhebrado, donde las cadenas laterales se encuentran a cada lado de la zona
intercalada. Por otra parte, también se pueden clasificar segun la orientacion en la que
intercalan al ADN: (i) intercaladores paralelos e (ii) intercaladores perpendiculares,

esquematizados en la Figura 1.1.

ADN

1w
L
0
=1

L j
Pares de
bazes

Figura 1.1. Representacion de la intercalacion de ADN por el monointercalador perpendicular
Daunorrubicina (izquierda), el bisintercalador bis- Daunorrubicina (centro) y el intercalador de enhebrado
nogalamicina (derecha). Creado con Biorender.com

El proceso de intercalacion se puede estudiar de diversas formas; mediante viscosidad,

coeficiente de sedimentacion, cristalografia de rayos X, o mediante métodos

espectroscopicos como la absorbancia o fluorescencia.’
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1.2. Técnicas espectroscopicas

La espectroscopia es el estudio de la interaccion de la radiacidén electromagnética con
la materia. Muchos métodos espectroscépicos estan basados en la absorcion o emision
de la radiacién en la region ultravioleta (UV), visible (Vis) o infrarroja (IR) y cada uno de

ellos estudia diferentes aspectos moleculares.?
1.2.1. Absorcion Vis-UV

La absorcion de radiacion es el proceso mediante el cual la energia de un foton es
absorbida por una especie quimica, generando un aumento de su energia interna
proporcional a la cantidad de energia que llevaba ese fotén. Asi, las especies pasan de
estar en un estado de baja energia, que en el caso de la absorcion Vis-UV suele ser el
estado electronico fundamental, a uno de mayor energia, que es un estado electronico

excitado.®

En los espectros de absorcion se representa la absorbancia frente a la longitud de onda.
La absorbancia, A, se puede definir como el logaritmo negativo de la transmitancia, T,
la cual es, a su vez, la relacion de la intensidad de luz que atraviesa la muestra, /, y la

intensidad de luz incidente, /o, como se indica en la Ecuacién (1.1).

I
A = —logT = —logl— (1.1)
0

La Ley de Lambert-Beer permite relacionar la absorbancia con la concentracién de la
especie, C, el camino 6ptico que tiene la cubeta, b, y el coeficiente de absortividad molar,
&, que es caracteristico de cada sustancia en el medio en el que se encuentra, como se

observa en la Ecuacién (1.2).
A= ¢ebC (1.2)

No obstante, es importante mencionar que esta ecuacién pierde su utilidad a altas
concentraciones, puesto que hay una alteracion de la absorbancia aparente y se pierde
la linealidad.® Esto se puede explicar mediante el efecto de la luz difusa (stray light),
radiacion no deseada que llega al detector y provoca que la absorbancia medida sea

menor que la real.®



Introduccidén

1.2.2. Fluorescencia de estado estacionario

Otra técnica espectroscopica que implica transiciones electronicas de las moléculas es
la espectroscopia de fluorescencia de estado estacionario. La emision de radiacion tiene
lugar cuando la energia de una molécula en un estado excitado es liberada para
regresar a su estado fundamental. La radiacién emitida por la molécula es de mayor
longitud de onda y, por tanto, de menor energia que la radiacion absorbida. Este proceso
de emision se le conoce como luminiscencia y se subdivide en dos tipos: fluorescencia
y fosforescencia, dependiendo de la naturaleza del estado excitado en el que se

encuentre la molécula.2

En la espectroscopia de fluorescencia de estado estacionario se registran los espectros
de emisién de fluorescencia para una longitud de onda de excitacion fija. Los espectros
de emision se obtienen representando la intensidad de fluorescencia, IF, frente a la
longitud de onda de la luz emitida. Cabe mencionar que en estos espectros se pueden
visualizar bandas de dispersion no deseadas, que pueden ser debidas a dispersion
elastica (Rayleigh) o inelastica (Raman). Estas bandas no corresponden con la
fluorescencia de la molécula a estudiar, pero generalmente se pueden diferenciar con

facilidad en la practica.
1.3. Proflavina

La proflavina (PF) es un colorante derivado de la acridina que ha sido ampliamente
utilizado como antibacteriano topico y antiséptico urinario'®"" debido a su capacidad de
intercalarse en el ADN, interrumpiendo su sintesis y, por tanto, provocando altos niveles
de mutacién que evitan la reproduccion bacteriana.® Por este motivo, ademas, se ha
considerado como un candidato para tratar el VIH o para contribuir a la localizacion de

drogas y realizacion de bioimagenes.®

Su estructura (Figura 1.2) consiste en un heterociclo triciclico formado por dos anillos

de anilina unidos por un anillo pirimidinico.

‘\-“‘\“
.-"""’
H,N N . NH,

Figura 1.2. Estructura quimica de la proflavina.
A pH neutro, la molécula se encuentra protonada (PF*) y solo en este estado es capaz

de dimerizar, mientras que a pH alcalinos esta en su forma neutra y no forma

dimeros. 1512
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En la bibliografia hay datos muy dispares sobre la concentracion a la que se empiezan
a formar dimeros.'®'3* No obstante, se sabe que una proporcion alta de dimeros se
comienza a observar a partir de concentraciones mayores a 5x10° M y los
agregados de mayor tamafo se forman a partir de concentraciones por encima de
los 10x103M."® También se sabe que la constante de dimerizacion, Kp, tiene un

valor aproximado de 500 M-.1213

La formacién de dimeros deriva en un fenémeno denominado self-quenching, es decir,
disminucioén de la intensidad de fluorescencia del fluoréforo debido a que se forman
dimeros carentes de fluorescencia. Este aspecto es importante, ya que los cambios que
generen los dimeros sobre el espectro de absorcion o de emisién pueden alterar los

resultados del sistema a estudiar.>'3

Hay dos tipos de dimeros principales: el tipo H y el tipo J. El tipo H se forma cuando una
proflavina se une paralelamente a otra, mientras que el tipo J se forma cuando los
monomeros de proflavina se posicionan uno al lado del otro, '® como se muestra en la

Figura 1.3.

Tipo H Tipo J

Mondémero Mondémero ~ Mondémero

Figura 1.3. Representacion esquematica de los tipos de dimeros posibles para la proflavina:
tipo H (izquierda) y tipo J (derecha).

1.3.1. Formacién del complejo PF:ADN

La proflavina es un mono-intercalador paralelo de ADN, de manera que se posiciona
entre los pares de bases del ADN por el surco mayor o menor’ como se observa en la

Figura 1.4.

10
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ADN

Surco
mayor

Surco
menor .-

o,

Pares de
bases

Figura 1.4. Representacién del complejo intercalado entre el ADN y la proflavina.
Creado con Biorender.com

La intercalacion tiene lugar en dos fases: (i) una fase inicial limitada por difusién rapida
donde la proflavina se une al exterior de la estructura del ADN y (ii) una segunda fase

lenta de intercalacion para formar un complejo estable.'®'®

La formacion del complejo proflavina-ADN depende de la concentracion de ADN y de
colorante. Cuando la concentracién de proflavina es mayor a la de ADN se formaran
dimeros, mientras que cuando la concentraciéon de proflavina es menor, se formara el
compuesto intercalado,’ que es el objeto de investigacion de este trabajo. La formacién
del complejo trae consigo un aumento del tamaiio de los surcos mayor y menor,"" dando
lugar a variaciones notables en los espectros de absorcidén ' y de emision, destacando

el quenching producido.'®

Por este motivo, es de gran importancia poder diferenciar si el quenching observado se
debe a la formacion de dimeros o si se debe a la complejacion de la proflavina con el
ADN.

1.3.2. Efecto de los iones

Dado que el ADN es una molécula cargada negativamente, requiere de un entorno que
le permita estabilizar su carga,’ ya que es una molécula involucrada en diversos
procesos bioldgicos y, por tanto, depende altamente del ambiente en el que se
encuentre. En este trabajo, se estudiara la intercalacién de la proflavina en el ADN en
presencia de iones como el sodio (Na*) o el magnesio (Mg?*).'4?° El interés de estas dos
sales en particular recae en el hecho de que el NaCl forma parte de muchos sistemas
biolégicos y el MgCl,, por su parte, suele ser utilizado en una pequefia

concentracion para los buffers de las PCR.#

11
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La union entre el ADN y la proflavina se produce mediante interacciones electrostaticas
entre el anillo aromatico del colorante y las bases nucleotidicas del ADN.?' Cuando un
ligando se une al ADN, los contraiones que estaban unidos anteriormente se liberan
para mantener un equilibrio en la densidad de las cargas del medio. Por tanto, cuando
la proflavina se une, la liberacion de contraiones contribuye fuertemente a las constantes

de union.™

Para poder analizar el efecto de las sales (formadas por un catién y un anion, de la forma
M,+Xp-) sobre la unién de la proflavina con el ADN se puede utilizar la Ecuacion (1.3), la
cual relaciona la constante de asociacion observada en presencia de sal, Kops, CON la
constante de equilibrio termodinamica en ausencia de sal, K7°, con Anux, que indica

como afecta la sal a la formacion del complejo, y con la actividad de la sal, aux.??

logK,ps = logK? — Anyy X logayy (1.3)

A su vez, la actividad de la sal se puede calcular de la siguiente manera (Ecuacion (1.4)):
ayx = [MX] T4 (1.4)

donde [MX] es la concentracion de la sal y v: el coeficiente de actividad medio los iones
que la forman. Dado que la actividad y el coeficiente de actividad de los iones
individuales no se puede calcular experimentalmente, se trata a la actividad como una

propiedad del electrolito entero.

La ecuacion de Debye-Huckel permite relacionar la fuerza idnica, /, con el coeficiente de
actividad medio, a concentraciones bajas de sal. Como en este trabajo también se
utilizaran concentraciones altas de sal, es necesario emplear la ecuacién de Debye-

Huickel extendida (Ecuacion (1.5)):

—A|zyzx V1 (1.5)

logy, = ——%—
97+ 1+ Bry VI

donde zu y zx son las cargas del cation y anion y ru es el radio i6nico del catién. Ay B
son constantes cuyos valores a 25°C son A = 0,510 mol"2 dm3? y para B = 3,288 nm™’

mol2 dm®2. Se pueden obtener como se muestra en las Ecuaciones (1.6) y (1.7):

e’B 2e2N 1
B = = = 3,288 nm~1 mol~1/2 dm3/2 (1.6)
o0& kT gk Je T
e’B V2e3N1/2 (1.7)

= 0,510 mol~Y/2dm3/2

A = =
2.303 X 8mege, kT 2.303 X 8m(gok)3/2 (&, T)3/2

12



Introduccidén

Para calcular la fuerza iénica, se utiliza la Ecuacién (1.8), que indica que la / sera mayor

cuanto mayores sean las cargas de los iones de los electrolitos:

l 12 2 (1.8)
= — CiZ; .
2 i

donde c; corresponde con la concentracion de cada tipo de iones en la muestra y z; con

la carga de cada ion.

No obstante, debido a que tanto la carga del anién como la del tampon Tris usado tienen
un valor de -1, se obtiene una versién simplificada (Ecuacion (1.9)) para calcular la
fuerza iénica: %

[M]z% (1.9)

I = > + [X] + 2[Tris]

La cinética de las reacciones biomoleculares se puede ver afectada por la adicién de
sales al medio,?* pero también depende de la actividad de un complejo activado (teoria
cinética del complejo activado), segun la relaciéon Bronsted-Bjerrum:

k=k0w

Yy (1.10)

Donde k° es la constante cinética a dilucion infinita y ya, vs, y yx son los coeficientes de

actividad de los reactivos y del complejo activado, respectivamente.

Combinando esta ecuacion con la teoria de Debye-Hiickel, se llega a una ecuacion

simplificada, conocida como ecuacién de Debye-Bronsted:?°
logk, = logk? + 2 A z, z5 1*/? (1.11)

Donde k/° es la constante de velocidad en ausencia de sal y za y z5 son las cargas de
cada especie quimica. Esta ecuacién representa el efecto salino cinético, es decir, la
variacion de la constante cinética con la fuerza iénica de la disolucidn para reactivos con
carga neta. De este modo, la velocidad de reaccion disminuira si aumenta la fuerza
idnica cuando las especies quimicas reaccionantes tienen signos contrarios, mientras

que el efecto sera opuesto con especies cargadas del mismo signo.?®

Con estas ecuaciones es posible analizar la influencia del NaCl y MgCl, sobre la

constante de afinidad.

13
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2. Objetivos

El siguiente Trabajo Fin de Grado se va a enfocar en dos principales objetivos:

1.

Estudiar la asociacion de la proflavina como un intercalador fluorescente con el
ADN de doble cadena, utilizando técnicas de espectroscopia de absorcion Vis-
UV vy fluorescencia de estado estacionario. Se estudiara la influencia de las

concentraciones de sales como NaCl y MgCl. sobre la constante de afinidad.

Validar la deteccion y cuantificacion del ADN resultante de un proceso de
amplificacién mediante PCR con proflavina. Estos resultados se compararan con
los obtenidos utilizando otros fluorocromos en el marco del proyecto
NANOFLUIDETEC (Deteccion rapida y automatizable para SARS-Cov-2 basada
en PCR, nanotecnologia y microfluidica) financiado por la Axencia Galega de

Innovacion (GAIN).

14
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3. Materiales y métodos

3.1. Reactivos

A continuacion, se recogen en la Tabla 3.1 los reactivos utilizados en este trabajo.

Tabla 3.1. Compuestos comerciales utilizados.

Compuesto Especificacion comercial CAS Pureza
Buffer

Tris-HCI (Trizma
SIGMA-ALDRICH 93287-
hydrochloride) 1185-53-1 = 99%

50G
(C4H11NO3.HCI) (TRIS HCI)
Cloruro sadico (Sodio
Panreac 141659 7647-14-5 > 99%
Cloruro) (NaCl)
Cloruro de magnesio
hexahidratado (Magnesium
_ Sigma-Aldrich M2670 7791-18-6 2 99%
chloride hexa-hydrate)
(MgCl2-6H20)
ADN

Calf Thymus DNA solution

Invitrogen 15633-019 - -
5x1mL 10mg/mL

Colorante

Proflavina (3,6-
Diaminoacridine
. Sigma-Aldrich 131105 - 5G 952-23-8 -
hydrochloride)

(C13H11N3' HC|)

3.2. Preparacion de muestras

Para comenzar con el trabajo, se prepararon disoluciones madre de proflavina, NaCl y
MgCls,, todas disueltas en Tris (C4sH11NO3.HCI) 10 mM y pH = 7,4. En algunos casos se
necesitd preparar otras disoluciones madre mas diluidas a partir de las iniciales para

aumentar el volumen a pipetear y mejorar la precisidén entre todas las muestras.

Todas las disoluciones madre se almacenaron en refrigeracion cuando no se utilizaban
y, aun asi, las disoluciones madre de proflavina se tuvieron que preparar
nuevamente. Esto se debe a que se observd una degradacion de la proflavina,

pues cambio de color y finalmente se formaron agregados.
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Se utilizé una disolucion madre de ADN de timo de ternera, con una concentracion inicial

de 10 mg/ml, y se rehibridé a 95 °C durante 15 minutos antes de cada uso.

Todas las muestras preparadas fueron muestras independientes, es decir, se prepararon
por dilucion directa a partir de las disoluciones madre. Aquellas muestras de volumenes
muy pequefios se prepararon por pesada para aumentar la precision y conocer
la concentracion real. Ademas, se mantuvieron a 25 °C y en agitacion utilizando

un agitador termostatizado.

Se utilizaron cubetas de cuarzo, con 10,00 mm o 3,00 mm de camino éptico y entre cada

medicion se limpiaron adecuadamente para evitar contaminaciones.

3.3. Técnicas utilizadas
3.3.1. Absorciéon Vis-UV

Para realizar las medidas de absorcion, se utilizé un espectrofotémetro UV-Vis Varian
Cary 100 Bio y un termostato para mantener la temperatura de las muestras a 25°C. Se
trata de un espectrofotometro de doble haz, en el que se mide la muestra frente a una
referencia que contiene el disolvente. Al inicio de cada serie de medidas se realiz6 una
correccion por la linea base, midiendo el disolvente utilizado (Tris, NaCl o MgCl,
dependiendo del experimento) con el 100% de transmitancia (correccion de diferencias
entre los dos canales de medida) y luego con el 0% (correccion del efecto de la luz
difusa). No obstante, las pequenas variaciones de la linea base observadas a lo largo
de la serie se corrigieron calculando el valor medio de absorbancia en una zona del

espectro donde no haya absorcion y restando ese valor al espectro completo.

El intervalo para las mediciones abarco desde los 200 nm hasta los 550 nm. Entre otros
parametros instrumentales, cabe mencionar que el tiempo de integracion tuvo un valor

de 0,2 segundos, la resolucién espectral fue de 2,0 nm vy la resolucion digital de 1 nm.
3.3.2. Fluorescencia de estado estacionario

Las mediciones de fluorescencia de estado estacionario se realizaron en un
espectrofluorimetro Edinburgh Instruments FS5. Los espectros de emision se obtienen
al fijar una longitud de onda de excitacion fija, en este caso 440 nm. El intervalo de
medida fue desde 450 nm hasta 600 nm o 650 nm, con parametros instrumentales
donde el tiempo de integracién tuvo un valor de 0,5 segundos y una resolucion digital
de 1 nm. Las rendijas, que determinan la resolucion espectral, se ajustaron en base a
la intensidad de la muestra, con valores tipicos de 1,5 nm y 2 nm tanto para excitacion

como para emision.
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3.4. Analisis de datos

Se realizaron analisis comunes a todos los espectros experimentales obtenidos,

explicados a continuacion.
3.4.1. Andlisis Global con Origin

OriginPro se trata de un programa que permite realizar representaciones graficas de los

espectros obtenidos, asi como ajustes tanto lineales como no lineales con facilidad.

Se empled el analisis no lineal global para el tratamiento de los espectros de absorcion
y de emisioén de fluorescencia, ya que permite analizar datos a mas de una longitud de

onda y compartir parametros de ajuste entre todas las series.

A pesar de que OriginPro permite analizar una serie de datos, por ejemplo, valores de
intensidad de fluorescencia a unas pocas longitudes de onda, no esta capacitado para
analizar un espectro completo, por lo que se utilizé un programa elaborado en el propio

grupo de investigacion (Seccién 3.4.3).
3.4.2. Andlisis de Componentes principales (PCA)

El analisis de componentes principales (PCA) es un tipo de analisis estadistico que
posee una gran variedad de usos. Su objetivo principal es encontrar aquellos
componentes de un sistema que puedan explicar las variaciones de este. En un aspecto
mas especifico, el PCA aplicado al analisis de datos espectroscépicos permite obtener
el nimero minimo de especies quimicas o componentes presentes en el sistema objeto

de estudio.

Los datos experimentales forman una matriz tridimensional, Y, cuyas filas corresponden
con cada espectro y las columnas con las longitudes de onda dadas. El espectro
experimental, Y, es la combinacion lineal de un numero de espectros puros,
correspondientes a las especies quimicas presentes en el sistema, multiplicados por la
contribucién (concentracion) de cada especie en la muestra. Las variables externas,
como el pH o la concentracién, solo afectan a las contribuciones de cada una de las

especies quimicas y no a los espectros puros.

Con este analisis se tratan series de espectros de absorcién o de fluorescencia medidos
en funcién de un parametro externo. Del andlisis de las representaciones graficas que
se obtienen con los resultados del PCA se puede determinar el ndmero real de
componentes que explican los cambios sistematicos de los espectros experimentales.

Esto se puede realizar mediante el andlisis del diagrama de autovectores, el perfil de los

17



Materiales y métodos

autovectores, diagrama de los errores medios residuales, grafica de los valores del test

Durbin Watson o mediante el analisis de los residuos.

Los autovectores son representaciones de la absorbancia o intensidad de fluorescencia
frente a las longitudes de onda. Los primeros autovectores son los que explican la mayor
parte de la variacion y el numero de vectores viene dado por el numero de componentes

que presenten variaciones sistematicas.

El problema del analisis de autovectores recae en que se pueden observar componentes
que corresponden unicamente a ruido experimental o distorsiones instrumentales, por
lo que suele ser bastante subjetivo. Por ese motivo, el analisis visual de los residuos
obtenidos en funcién del nimero de componentes es, quizas, el mas facil para poder
diferenciar el ruido de los componentes reales. Esto se debe a que los artefactos mas
comunes suelen aparecer como una variacion sistematica en una representacion
espectral, pero se observan como variables aleatorias cuando se representan frente a

una variable externa, pues no dependen de ella.

También cabe mencionar que detectar un numero de componentes no necesariamente
indica el numero real de especies quimicas, ya que algunas de estas especies pueden
no ser fluorescentes, pueden tratarse de especies que tengan la misma dependencia
respecto a la variable externa o que sean especies con caracteristicas espectrales muy

similares.
3.4.3. Andlisis Global (GA)

En este paso, la informacion procedente del PCA se utiliza en un analisis global para
confirmar el nuUmero de componentes propuestos y para encontrar estimaciones de los
parametros del modelo, que corresponde al nimero de componentes determinado. Aqui
la funcidon matematica del modelo se ajusta a todos los espectros a todas las longitudes
de onda dadas, permitiendo obtener los espectros puros y mejores estimaciones de las

constantes fisicoquimicas implicadas.

El analisis de componentes principales y el analisis global de la serie de espectros
experimentales se realiza con un programa elaborado en el grupo de investigacion
utilizando el software de Wolfram Mathematica. Este programa permite el uso de
diferentes modelos fisicoquimicos para el analisis global y da como resultado numerosas
graficas que permiten la determinacién del numero de componentes y el andlisis de la

calidad del ajuste.?”
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4. Resultados y discusion

4.1. Caracterizacion de la proflavina.

Para comenzar con los objetivos de este trabajo, el primer paso es encontrar las
condiciones ideales de medicion, como puede ser la concentracion de fluorocromo (PF)
o el pH del medio. Para ello se realizé un estudio previo de la proflavina, analizando la
potencial influencia de la concentracion, el pH y el tiempo sobre su espectro de

absorcion.
4.1.1. Dependencia con la concentracion: dimerizacion

Tal como se indicdé en la introduccion, la PF forma dimeros a concentraciones
relativamente bajas que afectan al espectro de absorcién. La formacién de dimeros de
PF no es deseable para este trabajo, ya que se pretende estudiar la interaccion de la
PF como un mono-intercalador de ADN. Por tanto, para elegir concentraciones donde
su influencia sea menor, es necesario realizar estudios para determinar las
concentraciones adecuadas donde se minimice este efecto (Figura 4.1). Ademas, en
vista de que se estudiara la complejacion en presencia de sal, también se puede estudiar

la influencia que estas tendran sobre el espectro de la proflavina (Figura 4.2).

2.0 + —

[PF] (UM)
—19,74
——29,61
——41,15
55,87
76,59
88,29
98,25
144,26
——197,69

-
[9)]
1

Absorbancia
o
1

0.5

250 300 350 400 450

A (nm)

0.0

500

Figura 4.1. Espectro de absorcion de la proflavina a diferentes concentraciones en una disolucion
de Tris 10 mM (sin NaCl). [PF] =1 — 100 uM.

El aumento de la absorbancia, como se puede observar en la Figura 4.1, es proporcional
al aumento de la concentracion de proflavina. A concentraciones elevadas, la luz difusa

altera significativamente los espectros y, por tanto, para realizar las mediciones de la
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proflavina en presencia de NaCl (Figura 4.2), se utilizé una cubeta de camino 6ptico de
3,00 mm. Segun la ley de Lambert-Beer (Ecuacion(1.2)), el cambio de cubeta da lugar

a una menor absorbancia, por lo que se puede llegar a concentraciones mas elevadas.

2.0 4 -

N
(8]
1

Absorbancia
>
1

0.5 1

0.0 T T T T T T T T T
250 300 350 400 450 500
A (nm)

Figura 4.2. Espectro de absorcion de la proflavina en una disolucién de
Tris 10 mM en presencia de NaCl 150 mM. [PF] = 20 — 200 uM.

En ambos casos se puede observar que el espectro de la proflavina posee dos picos

maximos de absorbancia a 260 nm y 444 nm.

La absorbancia se puede representar frente a la concentracion de proflavina a una
longitud de onda determinada para analizar la posible desviacion de la linealidad por la
formacion de dimeros. La ecuacion de la recta sera de la forma y = mx + b, donde y
corresponde con la absorbancia, x con la concentracién de proflavina, b con la ordenada
en el origen y la pendiente, m, con el coeficiente de absortividad molar. Este analisis se
realizé tanto en ausencia (Figura 4.3) como en presencia de sal (Figura 4.4) para

comprobar si € se ve influenciado por la presencia de sal.
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Figura 4.3. Ajuste lineal de la absorbancia a 444 nm frente a la concentracion de proflavina
en ausencia de NaCl.
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Figura 4.4. Ajuste lineal de la absorbancia a 444 nm frente a la concentracion de proflavina
en presencia de NaCl 150 mM.

Como se puede observar, la linealidad solo se mantiene en concentraciones bajas y el
coeficiente de absortividad molar no se ve afectado por la presencia de sal. Esto indica
la formacion dimeros de PF a concentraciones altas que provocan cambios en las
bandas de absorcion. Por tanto, para observar mejor esta variacion, se divide la
absorbancia entre la concentracion y el camino 6ptico de la cubeta para obtener los
espectros en unidades de € en presencia de sal (Ecuacién (1.2)), como se observa a

continuacion (Figura 4.5):
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3500 T T T T

/\ [PF] (M)

——19,74
—— 29,61
——41,15
55,87
76,59
88,29
98,25
144,26
—— 197,69

3000

2500
" 2000 A
o -

= 1500 -
1000 -

500

T T T T T T T T T T
250 300 350 400 450 500
A (nm)

Figura 4.5. Espectro del coeficiente de absortividad molar de la proflavina en presencia de
NaCl 150 mM. [PF] = 20 — 200 uM.

Si se tratara del mismo compuesto, los espectros serian iguales. Sin embargo, mientras
aumenta la concentracion, disminuye el coeficiente de absortividad molar indicando que

aparece una nueva especie quimica que se puede atribuir al dimero.

Estos estudios permitieron elegir las concentraciones adecuadas de proflavina para
cada técnica espectroscopica. Asi, para la absorcion se utilizd una concentracién de

30 uM, mientras que para la fluorescencia la concentracion fue de 2 uM.
4.1.2. Dependencia del pH: constante de acidez

La constante de disociacion acida, K, define el equilibrio de disociacion de un acido en
un equilibrio acido-base.? En vista de que la informacion bibliografica indica que el pKa,
es decir, el logaritmo negativo de la K, tiene un valor aproximado de 9,6,'®?° se analiz6
la dependencia de los espectros de absorcién y de emision de fluorescencia de la PF
con el pH afiadiendo distintas cantidades de NaOH en muestras de PF preparadas en
tampén Tris de pH = 7 4.
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Figura 4.6. Espectro de absorcion de la proflavina a diferentes valores de pH. En el grafico insertado se
muestran los valores de absorbancia a 444 nm en funcién del pH de 7 a 12. [PF] = 30 uM.

En la Figura 4.6 se observa una disminucion de la absorbancia en el maximo de 444 nm
con el aumento de iones hidroxilo (OH) en la muestra. Por otro lado, hay un
desplazamiento del maximo de absorcién hacia el azul, estabilizandose a 396 nm en
medio fuertemente basico. Los espectros pasan por un punto isosbéstico sobre los
406 nm, el cual tiene lugar cuando la absorbancia una longitud de onda determinada no

cambia con el pH.°

En cuanto a los espectros de emision (Figura 4.7) se puede observar que la intensidad
de fluorescencia disminuye a medida que aumenta el pH. El desplazamiento del maximo

también es significativo, pero de menor magnitud que en el espectro de absorcion.
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Figura 4.7. Espectro de emision de la proflavina a diferentes pH. En el grafico insertado se muestran los
valores de intensidad de fluorescencia a 510 nm en funcién del pH de 7 a 12. [PF] = 2 uM. Aexc = 440 nm.
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Las variaciones de la absorbancia y de la intensidad de fluorescencia con el pH
presentan una curva sigmoidal que indica la presencia de un pK, ubicado en su punto
de inflexion, aproximadamente entre 9 y 10. Para poder determinarlo, se considera el
siguiente equilibrio acido-base:

Kq

HA =2 B+H* (1)

donde HA es la especie quimica protonada, B es la especie quimica sin protonary H" el
proton que se libera en la reaccién. La constante de acidez K, relaciona las

concentraciones de las tres especies, como se muestra en la Ecuacioén (4.2):

_[BI[H*]

La proflavina en su forma protonada tiene un protéon unido al nitrégeno del anillo
pirimidinico, mientras que en su forma desprotonada carece de él (Figura 4.8),

provocando que cada especie tenga propiedades espectroscoépicas diferentes.

—— L

Figura 4.8. Estructura quimica de la proflavina protonada (izquierda) y desprotonada (derecha).

NH,

Para llegar a la ecuacion de ajuste, es necesario considerar que la concentracion inicial
corresponde a la suma de las dos especies presentes (Ecuacion (4.3)) y que la
absorbancia total es igual a la suma de las absorbancias de cada especie (Ecuacion
(4.4)):

Co = [HA] + [B] (4.3)
A = SHAb[HA] + SBb[B] (44)

Combinando ambas ecuaciones, se llega a la Ecuacion (4.5) que permitira determinar
el valor de la K, mediante un ajuste no lineal y es valida para datos experimentales de
absorcion y de emision:

AyalH*] + Ap

A= W (4.5)

donde Auma y As son las absorbancias de la especie protonada y desprotonada,

respectivamente.
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A continuacion, se presentan los ajustes globales y su representacién para ciertos

valores de la absorbancia (Figura 4.9) y de la intensidad de fluorescencia (Figura 4.10).
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Figura 4.9. Ajuste no lineal de la absorbancia de la proflavina a 444 nm en funcién del pH.

700000 . . . ] . . . .

1 K,=(3,30£0,01)- 10"°M 1]
600000 .

500000 - L] .

400000 - ]
n

Q E
L

= 300000 .

200000 i

100000 N -

® Datos experimentales 510 nm \ - g g
0 Ajuste -
10000 T = T T

04—m | B g

-10000 ~ .

Residuos

7 8 9 10 11 12
pH
Figura 4.10. Ajuste no lineal de la intensidad de fluorescencia de la proflavina a 510 nm en funcién del pH.

Los valores obtenidos en ambos ensayos son bastante parecidos, coincidiendo ademas
con los de la bibliografia. '®%° Los resultados obtenidos en los andlisis globales de los

espectros completos aparecen recogidos en la Tabla 4.1.
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Tabla 4.1. Valores de Ka y pKa obtenidos experimentalmente.

Técnica espectroscopica K, (M) PKa
Absorcién (3,49+0,11) - 10° 9,46 + 0,01
Emision (3,30 £0,01) - 10°° 9,48 + 0,01

4.1.3. Degradacién

Como cualquier sustancia quimica, la proflavina es susceptible a procesos quimicos que
llevan a su degradacion. Aunque la informacion sobre su estabilidad quimica es poca,

contrasta con lo observado durante el desarrollo del trabajo.

Segun la bibliografia,®" la proflavina almacenada bajo refrigeracion es estable
quimicamente por al menos 12 meses. No obstante, en un plazo de 30 dias, la proflavina
experimentd un proceso de degradacidon que derivé en formacion de agregados o

productos de degradacion que precipitaban.

En la Figura 4.11 se puede observar como la proflavina pierde intensidad con el tiempo.
Sobre la base de estos datos, se comprobé siempre que la disolucion madre estuviera

en buenas condiciones.
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Figura 4.11. Izquierda: representacion de la disminucion de absorbancia a 444 nm de la proflavina con el
tiempo. Derecha: representacion de la disminucién de la intensidad de fluorescencia a 510 nm de la
proflavina con el tiempo. Se muestra como ejemplo los valores obtenidos con dos configuraciones de
rendijas.
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4.2. Intercalacion

Expresar la concentracion de ADN en términos de molaridad no proporciona informacion
sobre la extension de las cadenas, ya que un mol de una cadena larga de ADN tiene
mas sitios de unién que un mol de una cadena corta. Por este motivo, se suele expresar
la concentracion en concentracién molar de pares de bases de ADN, ya que facilita la
comparacion entre diferentes tipos de ADN. De esta manera, sabiendo que un par de
base del ADN de doble cadena tiene una masa molar media de 660 mg/mol,*? se puede

determinar su concentracion en uM bp.

Se realizaron series de diferentes concentraciones de sales para estudiar el efecto de
los iones sobre la complejacion del ADN y la proflavina. A continuacion, se presentan los
datos obtenidos para concentraciones de NaCl 150 mM y MgCl, 2,0 mM. El resto de los
resultados obtenidos (para concentraciones de NaCl 50 mM, 100 mM, 200 mM vy

300 mM y concentraciones de MgCl, de 10 mM y 50 mM) se muestran en el anexo.

La complejacion se puede observar con claridad en los espectros de absorcion. Por un
lado, la region del ultravioleta presenta un aumento de la absorbancia con el aumento
de la concentracion de ADN, mientras que este efecto es contrario en la zona del
espectro visible (Figura 4.12). Las primeras dos bandas corresponden principalmente a
la absorcion del ADN, mientras que en la tercera banda se observa la absorcién de la

proflavina y su variacion con la formacion del complejo intercalado.”
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Figura 4.12. Espectro de absorcion de la proflavina en presencia de ADN y NaCl. [ADN] = 0 — 400 uM bp.
[PF] = 30 uM. [NaCl] = 150 mM.
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La luz difusa afecta en gran medida a las muestras con mayor concentracion de ADN
en la zona del ultravioleta. No obstante, la zona de mayor interés se encuentra entre
350 nm y 500 nm, cuya absorbancia es lo suficientemente baja como para no estar
influenciada por la luz difusa. Asi, en este intervalo se puede observar una disminucion
de la absorbancia en el maximo a 444 nm con el aumento de la concentracion de ADN,
con un claro desplazamiento hacia mayores longitudes de onda. Se observa también
una curva tipica de los procesos de complejacion al representar los valores de
absorbancia frente a la concentracion de ADN (Figura 4.13). Se observa la presencia de
mas de un punto isosbéstico, lo que podria indicar la presencia de mas de dos especies

quimicas en el equilibrio.
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Figura 4.13. Espectro de absorcion de la proflavina en presencia de ADN y NaCl. En el grafico insertado

se muestran los valores de absorbancia a dos longitudes de onda (444 nm y 402 nm) en funcién de la
concentracién de ADN (uM bp). [ADN] = 0 — 400 uM bp. [PF] = 30 uM. [NaCl] = 150 mM.

El intervalo de concentraciones de ADN era relativamente amplio (0 — 400 uM bp) y a
concentraciones muy elevadas, la curva se estabiliza, volviéndose independiente de la
concentracion. Por este motivo, el intervalo de concentraciones se redujo para obtener
suficientes datos de la zona de la curva que depende altamente de la concentracién de
ADN (Figura 4.14).
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Figura 4.14. Espectro de absorcién de la proflavina en presencia de ADN y MgClz. En el grafico insertado

se muestran los valores de absorbancia a dos longitudes de onda (444 nm y 402 nm) en funcién de la
concentracion de ADN (uM bp). [ADN] = 0 — 200 uM bp. [PF] = 30 uM. [MgCl2] = 2 mM.

Estos efectos también se pueden observar en los espectros de emision (Figura 4.15y
Figura 4.16), observandose un quenching de la fluorescencia y un desplazamiento del

maximo, originalmente ubicado a 510 nm, hacia longitudes de onda menores.
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Figura 4.15. Espectro de emisién de la proflavina en presencia de ADN y NaCl. En el grafico insertado se
muestran los valores de absorbancia a dos longitudes de onda (610 nm y 5693 nm) en funcién de la
concentracién de ADN (uM bp). [ADN] = 0— 100 uM bp. [PF] = 2 uM. [NaCl] = 150 mM. Aexc = 440 nm.
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Figura 4.16. Espectro de emision de la proflavina en presencia de ADN y MgCl.. En el grafico insertado se
muestran los valores de absorbancia a dos longitudes de onda (610 nm y 5693 nm) en funcién de la
concentracion de ADN (uM bp). [ADN] = 0 — 200 uM bp. [PF] = 2 uM. [MgClz2] = 2 mM. Aexc = 440 nm.

Por tanto, los cambios observados, tanto en los espectros de absorcién como en los de
emision, indican la complejacion entre la proflavina y el ADN. Para poder establecer el
modelo de complejacién adecuado, es necesario determinar en primer lugar el nimero

de componentes (especies quimicas) presentes en el medio.
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Figura 4.17. Error medio residual de los espectros de absorcién (izquierda) y emisién (derecha) con el
ajuste del modelo de complejacion 1:1. [NaCl] = 150 mM.

Como se menciond anteriormente, una de las formas mas faciles para conocer el
numero de componentes es el analisis visual del error medio residual (Figura 4.17). Este
tipo de grafico muestra como se reduce el error medio residual de la serie espectral
cuando se introducen sucesivos componentes. Asi, cuando se introducen dos
componentes, la serie de espectros de emision presenta un error medio residual mucho

menor que con un componente y no disminuye significativamente con la introduccion de
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mas componentes (Figura 4.17, derecha). Esto significa que la serie de espectros de

emision se puede explicar satisfactoriamente con dos componentes.

En el caso de la emisién, es facil reconocer que el numero de componentes es dos, es
decir, hay dos especies quimicas presentes: la proflavina libre (PF) y el complejo de la
proflavina con el ADN (PF:ADN). En cambio, el mismo grafico para la serie de espectros
de absorciéon (Figura 4.17, izquierda) muestra que, al menos, son necesarios tres
componentes para reducir el error medio a valores residuales. En este caso sera
necesario un modelo de complejacién mas amplio que incluya la presencia de otras

especies quimica adicionales, como pueden ser los dimeros.

Para obtener modelos para ajustar los valores obtenidos, es necesario considerar tanto
a la absorbancia como a la intensidad de fluorescencia de estado estacionario como

combinaciones lineales de las concentraciones de las especies presentes en la muestra.

Se comienza por el modelo de ajuste de los datos de emision de fluorescencia, donde
se han identificado Unicamente dos especies quimicas en equilibrio. De esta manera, la
constante de equilibrio K define la reaccion estequiométrica 1:1 donde la proflavina

(huésped) se une al ADN (hospedador):

K
PF + ADN 2 PF:ADN (4.6)

La constante de equilibrio vendra dada por la Ecuacion (4.7).

_ [PF:ADN] (47)

[PF][ADN]

Considerando los balances de materia, suponiendo que el ADN siempre esta en exceso:

[ADN], = [ADN] + [PF: ADN] ~ [ADN]

(4.8)

[PF], = [PF] + [PF:ADN]
Combinando las Ecuaciones (4.7) y (4.8) se llega la Ecuacién (4.9).
_[PF:ADN] _ o B _
[PF] = “KTADN] — [PF], — [PF:ADN] = [PF], — K[PF][ADN]

[PF]y = [PF](1 + K[ADN]) = [PF](1 + K[ADN],) (4.9)

_ [PFlo
[PF] = 1+ K[ADN],
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Asi se puede sacar la concentracion del complejo:

K[PF]y[ADN],

(4.10)
1+ K[ADN],

[PF:ADN] = K[PF][ADN] = K[PF][ADN], =
Usando el software de OriginPro o el programa de PCGA, se puede ajustar este modelo
a los datos experimentales para determinar el valor de Ky los espectros puros de las

especies quimicas implicadas.

En el caso de la emision, y como se observo en el analisis de PCA, no hay presencia de
dimeros, debido a las bajas concentraciones con las que se trabajoé. Asi, con estas
series, se realizd un analisis de complejacién 1:1. A continuacion se muestran los
resultados de estos andlisis: los espectros puros de cada especie (Figura 4.18), la
concentracién de cada especie en funcion de la concentracion de ADN (Figura 4.19) y
ejemplos de los ajustes de las intensidades de fluorescencia a ciertas longitudes de
onda (Figura 4.20 y Figura 4.21).
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Figura 4.18. Espectros puros de las especies presentes en emision. [NaCl] = 150 mM.

El complejo intercalado es menos fluorescente que la proflavina sin complejar, con un
desplazamiento del pico hacia longitudes de onda menores como se habia observado

anteriormente.
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Figura 4.19. Contribucién de cada especie quimica en la emision en funcién de la concentracion de ADN.
[NaCl] = 150 mM.

Cuando la concentracion de ADN es cero, en la muestra esta presente Unicamente la

proflavina en su forma libre, y su concentracion va disminuyendo con el aumento de la

concentracion de ADN para formar el complejo PF:ADN.

K, = (6,96 +0,11) - 10* M"" -

2000004 =
150000 ®  Datos experimentales 510 nm
. Ajuste
g v Datos experimentales 593 nm
< = —— Ajuste
. 100000 - = = i
- = a n [
50000 -
v\\v\‘\'\'\_v_sv
1 1 1 1
8
S 10000 E
° m .
3 0 ¥ S —
[0] v v v L L
x p n u
-10000 T T T I
0 25 50 75

[ADN](uM bp)

100

Figura 4.20. Ajuste no lineal de la complejacién 1:1 a los datos de emision de la proflavina en presencia
ADN y NaCl. En la grafica se representa el ajuste de las intensidades de fluorescencia a dos longitudes
de onda (510 nm y 593 nm). [ADN] = 0 — 100 uM bp. [PF] = 2 uM. [NaCl] = 150 mM. Aexc = 440 nm.
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Figura 4.21. Ajuste no lineal de la complejacién 1:1 a los datos de emision de la proflavina en presencia
ADN y MgCl2. En la gréfica se representa el ajuste de las intensidades de fluorescencia a dos longitudes

de onda (510 nm y 593 nm). [ADN] = 0 — 200 uM bp. [PF] = 2 uM. [MgCl2] = 2 mM. Aexc = 440 nm.

En la Tabla 4.2 se recogen los valores de K; a todas las concentraciones de sales

estudiadas, asi como su valor inverso, Kqy1, que corresponde con la constante de

disociaciéon. En el anexo se muestran los datos experimentales y los ajustes para las

series de espectros de emisién medidas a las diferentes concentraciones de NaCl y

MgCl..

Tabla 4.2. Valores de K1y Ka1 obtenidos experimentalmente del ajuste global de las series de espectros
de emisioén para diferentes concentraciones de sales.

Sal Concentracion K, (M) Kor (M)
(mM)
50 (1,10 £ 0,01) - 10° (9,09 £ 0,08) - 10°°
100 (1,09 £ 0,01) - 10° (9,17 £ 0,08) - 10°®
NaCl 150 (6,96 £ 0,11) - 10* (1,44 £0,02) - 10°
200 (4,95 £+ 0,08) - 10* (2,02 +£0,03) - 10°
300 (5,83 £0,11) - 10* (1,72 £ 0,03) - 10°
2 (1,43+£0,01) - 10° (6,99 £ 0,05) - 10°®
MgCl. 10 (1,01 £0,02) - 10° (9,90 £ 0,20) - 10°®
50 (6,17 £ 0,08) - 10* (1,62 +0,02) - 10°

El examen de los resultados obtenidos para la constante de complejacion 1:1 indica una

elevada afinidad entre la proflavina y el ADN, asi como un efecto significativo de la

concentraciéon de sal, que es mucho mas acusado en el caso del catién divalente. Los
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valores de la constante de disociacion son bajos, lo que indica la formacién de un

complejo PF:ADN estable.

En cuanto a los datos de absorcién, el PCA indicaba un numero de especies quimicas
mayor que en los datos de emision, al menos tres. Es importante recordar que las
concentraciones de proflavina utilizadas en las disoluciones de absorcion son diferentes
de las usadas en emision, siendo 15 veces mayores en el caso de la absorcion. Por
tanto, es necesario plantear un modelo de complejacion mas amplio, que tenga en

cuenta la posible formacién de dimeros, que estaria favorecida en presencia del ADN.

Asi, para las concentraciones relativamente elevadas usadas en las medidas de
absorcion, la proflavina puede unirse a otra molécula de proflavina o al ADN, formando
el dimero PF, o el complejo PF:ADN, y cada una de estas reacciones esta definida por
una constante de equilibrio, Kp 0 Ky, respectivamente. Ademas de estas reacciones, el
complejo intercalado puede interaccionar con otra proflavina para formar el dimero
intercalado PF2:ADN, que también se pude formar a partir de la unién de un dimero con

el ADN. Este sistema de reacciones se muestra en el esquema siguiente:

Kp
PF + PF S PF,
+ +
ADN ADN (4.11)
Ki N N K,
K Cc
D
PF:ADN + PF s PF,: ADN
Las constantes de equilibrio en este caso son:
o = [PF,] _ [PF:ADN]
b= [PF][PF] 1 7 [PF][ADN] (4.12)
C = [PF,: ADN] _ [PF,: ADN]
D~ [PF][PF:ADN] "2 [PF,][ADN]
El balance de materia:
[ADN], = [ADN] + [PF: ADN] + [PF,ADN] 413

[PF], = [PF] + 2[PF,] + [PF: ADN] + 2[PF,ADN]

Suponiendo que [ADN] = [ADN]o y que [ADN]o > [PF]o se llega a las siguientes

expresiones para las concentraciones de cada una de las especies presentes:
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—(1 + K;[ADN]o) + /(1 + K:[ADN],)? + 8K, (1 + K,[ADN],)[PF],
4K, (1 + K,[ADN],)

[PF,] = KD[PF]Z
[PF: ADN] = K,[ADN],[PF] (4.14)
[PF,] = KD[PF]Z
[PF: ADN] = K,[ADN],[PF]
[PF,: ADN] = KpK,[ADN],[PF]?

[PF] =

Dado que, a las concentraciones de proflavina utilizadas, no se detecté la presencia de
dimeros PF;, se considerara que las especies presentes en el sistema son la proflavina
libre PF, el complejo 1:1 PF:ADN y el complejo 2:1 PF2:ADN y que las tres contribuyen
a la absorbancia observada. Estas especies quimicas estan ligadas a través de las

constantes de equilibrio K1 y Kz, siendo Kp y Kp® constantes directamente relacionadas.

De esta manera se llega a la ecuacion de ajuste:

A* = A}p[PF] + Afp.apy [PF: ADN] + A} apn[PF,: ADN] (4.15)

Este modelo de complejacion 2:1 + 1:1 se utilizé para ajustar los datos experimentales
de absorcion y determinar la constante de equilibrio K>, usando para la constante Ky los
valores obtenidos del analisis de los espectros de emision. También se obtuvieron los
espectros puros de cada especie (Figura 4.22), la concentracién de cada especie en
funcién de la concentracion de ADN (Figura 4.23) y ejemplos de los ajustes de las

intensidades de fluorescencia a ciertas longitudes de onda (Figura 4.24 y Figura 4.25).

El espectro puro del complejo intercalado presenta menor absorbancia que la proflavina
sin complejar, con un desplazamiento del maximo hacia longitudes de onda mayores,
como se habia observado anteriormente. En el caso del dimero intercalado, la
absorbancia también es menor, pero el desplazamiento del maximo es menos
pronunciado (Figura 4.22). Ademas de las especies presentes en emision (PF y
PF:ADN), el dimero esta presente en mayor proporcion cuando la concentracion de ADN
es muy pequeia y disminuye lentamente con el aumento de la concentracion de ADN.
Esto es légico ya que, a concentraciones bajas de ADN, hay una alta relacion

proflavina/ADN que favorece la dimerizacion (Figura 4.23).
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Figura 4.22. Espectros puros de las especies que contribuyen a la absorcion. [NaCl] = 150 mM.

30 T T T T T T

25 +

N
o
1

—4—PF
—e— PF:ADN
—+— PF,:ADN

[Especie] (uM)

-
o
1

0 " 400 200 300 400
[ADN] (UM bp)

Figura 4.23. Contribucion de cada especie quimica a la absorcion en funcion de la concentracion de ADN.
[NaCl] = 150 mM.
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Figura 4.24. Ajuste no lineal de complejacion 2:1 + 1:1 a los datos de absorcién de la proflavina en
presencia ADN y NaCl. En la grafica se representa el ajuste de las absorbancias a dos longitudes de onda
(402 nm y 444 nm). [ADN] = 0 — 400 uM bp. [PF] = 30 uM. [NaCl] = 150 mM.
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Figura 4.25. Ajuste no lineal de complejacion 2:1 +1:1 a los datos de absorcion de la proflavina en
presencia de ADN y MgCl2. En la gréfica se representa el ajuste de las absorbancias a dos longitudes de
onda (402 nm y 444 nm). [ADN] = 0 — 200 uM bp. [PF] = 30 uM. [MgClz] = 2 mM.

En la Tabla 4.3 se recogen los valores de K> a todas las concentraciones de sales
estudiadas, al igual que los valores de Kq.. Estos resultados presentan un error mucho
mas elevado que los obtenidos en las series de emision, por lo que no se puede observar
un efecto claro de los cationes sobre la constante de afinidad de complejacién 2:1 o la

constante de disociacion.
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Tabla 4.3. Valores de K2 y Kaz2 obtenidos experimentalmente del ajuste global de las series de espectros
de absorcion para diferentes concentraciones de sales.

Sal Concentracion Ko (M) Kea (M)
(mM)
50 (8,78 £0,71) - 10* (1,14 £0,09) - 10°
100 (8,28 £ 0,62) - 10* (1,21 £0,09) - 10°
NaCl 150 (5,65 £ 0,40) - 10* (1,77 £0,13) - 10°
200 (4,63+0,41) - 10 (2,16 £0,19) - 10°
300 (8,84 £ 0,75) - 10* (1,13+0,10) - 10°
2 (1,23 £ 0,08) - 10° (8,13 +0,53) - 10°®
MgCl. 10 (1,05+ 0,08) - 10° (9,52 +0,73) - 10°
50 (2,30+0,43) - 10° (4,35+0,81) - 10°

Finalmente se analizé cuantitativamente el efecto de la concentracién de sal y de la

carga del cation sobre la constante de complejacion 1:1 entre la proflavina y el ADN.

La influencia de los iones sobre la constante de afinidad se puede analizar mediante el

estudio de la fuerza iénica. En la Tabla 4.4 se recogen los valores obtenidos a partir de

la fuerza idnica I (calculada con la Ecuacién (1.9)) para el coeficiente de actividad medio

de los iones que forman la sal 5 (Ecuacién (1.5)) y la actividad de la sal aux (Ecuacion

(1.4)), asi como el logaritmo decimal de K.

Tabla 4.4. Valores calculados de |, y:, amx, y log(K1) para todas las concentraciones de sales utilizadas en

este estudio.

50 0,06 0,78 0,04 5,04
100 0,11 0,71 0,07 5,04
150 0,16 0,66 0,1 5,13
150 0,16 0,66 0,1 4,84
200 0,21 0,63 0,13 4,77
300 0,31 0,59 0,17 4,84
2 0,016 0,76 0,002 5,16
10 0,04 0,65 0,01 5,02
50 0,16 0,44 0,07 4,80
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La fuerza idnica y la actividad aumentan mientras mayor sea la concentracion de sal.
Por otro lado, el coeficiente de actividad medio y la constante de afinidad disminuyen

con mayores concentraciones de sal.

Con estos datos se puede representar el logaritmo de la constante de afinidad frente a
la raiz cuadrada de /. En la Figura 4.26 se representan los valores obtenidos en el TFG

y los obtenidos anteriormente en el grupo de investigacion para mejorar el analisis.

El ajuste lineal de los datos dara una ecuacién de la recta donde la pendiente, m,

corresponde con z4 zg, segun la Ecuacion (1.11).
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Figura 4.26. Representacion del logaritmo de la constante de afinidad frente a la raiz cuadrada de la
fuerza i6nica. Se muestran los datos obtenidos durante el TFG junto con otros obtenidos anteriormente en
el grupo de investigacion (Gl).

Como se puede observar, la constante de asociacion disminuye con el aumento de la

fuerza idnica, debido a la estabilizacion de la carga del ADN, lo que a su vez afecta la

interaccion de la proflavina con el ADN.

La pendiente es negativa, lo que indica que estas dos moléculas poseen cargas de signo
contrario. Si la pendiente tuviese un valor de -1, indicaria que la proflavina tiene una
carga de +1 y el ADN de -1. No obstante, la relacion es mayor a -1, es decir, la carga

neta promedio del ADN en estas condiciones es mas negativa.
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4.3. Cuantificacion del ADN con PF

Finalmente, para la cuantificaciéon del ADN se utilizaron dos muestras positivas en
SARS-CoV-2 amplificadas mediante el método LAMP y sin colorante, resultantes del

proyecto de investigacion anteriormente mencionado.

Es importante mencionar que estas muestras ya habian sido sometidas anteriormente
a varios procesos de congelacion y descongelacién para estudiar otro intercalador como

colorante en otro trabajo.

Cada muestra y control se preparé individualmente en un volumen total de 200 pl, con
[PF] =2,0 uM y [MgCl;] = 2,0 mM disueltos en Tris 10 mM. Los controles, por un lado,
se prepararon afadiendo una concentracion de ADN conocida (100 uM bp), mientras

que las muestras se diluyeron con un factor de dilucién 1:100.

Para conocer la concentracion real de cada control, se mididé su absorbancia a 260 nm
y sabiendo que € = 0,020 ml/ug cm™,3* se utilizo la Ecuacién (1.2). Estos controles van
a permitir ajustar la curva de calibrado de [MgCl;] = 2,0 mM a las condiciones

experimentales, utilizando la Ecuacion (4.16).

¢ 1+ K,[ADN],

donde F¢ es la intensidad de fluorescencia de la muestra control, K; es la constante de
asociacion del ajuste de complejacion 1:1 para [MgClz] = 2,0 mM y [ADN]c corresponde
con la concentracion de ADN de la muestra control. Los valores de A’y B’ se pueden
determinar a partir de los dos controles realizados, ya que se disponen de dos

ecuaciones con dos incognitas.

Posteriormente, se puede determinar la concentraciéon de ADN que tenia cada muestra

con la expresion siguiente:

E,—A'

(4.17)
Ky (B" — Ep)

[ADN]y, =

donde F, es la intensidad de fluorescencia de la muestra.

En la Tabla 4.5 se muestran los valores obtenidos para Fm, A’, B’, y la concentracion de

ADN amplificado en la muestra original para cada repeticion de las muestras 62 y 63.
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Resultados y discusion

Tabla 4.5. Valores de Fm, A’, B’y [ADN] sin diluir.

Muestra Frm - 10° A B’ [ADN] (uM bp) - 10°
621 5,421 6,852
62, 5,197 7,209
620 6,386 5,622
5386 - 10° | 4,606 - 10*
631) 5,910 6,174
63, 5,956 6,117
630 4,946 7,652

El orden de magnitud de la concentracion de ADN cuantificado coincide entre todas las
mediciones, pero hay cierta dispersion de datos. Esto puede deberse a la falta de

homogeneidad de las muestras utilizadas.

El valor medio de estos datos se puede comparar con los obtenidos en otro trabajo,
donde se utilizé el Thiazole Orange (TO) y un colorante comercial, NEB.* Estos datos

se muestran a continuacion en la Tabla 4.6:

Tabla 4.6. Comparacion de las concentraciones de ADN amplificado obtenidas para la proflavina (PF),
el thiazole orange (TO) y un colorante comercial (NEB).

[ADN] (uM bp) - 103
Muestra PF TO NEB
62 6,56 + 0,83 2,88 + 0,01 3,12+ 0,08
63 6,64 + 0,87 8,760 + 0,004 2,51 £ 0,01

Como se puede observar, la magnitud de las concentraciones de ADN coincide entre
todos los colorantes, pero en el caso de la proflavina los valores son significativamente
mas altos. Para perfeccionar estos resultados seria necesario mejorar la curva de
calibracion y realizar la determinacién de una mayor cantidad de muestras mas

recientes.
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Conclusiones

5. Conclusiones

Con los estudios de la proflavina, utilizando absorcion Vis-UV vy fluorescencia de estado

estacionario, se llegaron a las siguientes conclusiones:

El estudio de la dimerizacion demostré que la PF dimerizada absorbe de manera
diferente que su forma monomeérica, haciendo necesario evitar la formacién de dimeros

en las medidas realizadas posteriormente.

La PF en medio fisioldgico se encuentra protonada. La pérdida de este protdn tiene lugar

a pH alcalinos, con un pKa aproximado de 9,5.

Los estudios sobre la estabilidad quimica de la PF contrastan con lo observado durante

el desarrollo del trabajo, por lo que necesita mayor investigacion en este campo.

La constante de asociacién de la PF con el ADN se ve disminuida con el aumento de la
fuerza ionica. Este efecto es mayor en presencia del ion Mg?* que en el caso del ion
Na*.

La PF puede funcionar como un colorante para detectar y cuantificar el ADN, ya que su

comportamiento es similar al de otros colorantes como el Thiazole Orange o el NEB.
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7. Anexo

Se presentan los espectros de absorcion y emision para concentraciones de NaCl (50
mM, 100 mM, 200 mM y 300 mM) y MgCl. (10 mM y 50 mM).
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Figura 7.1. Izquierda: espectro de absorcion de la proflavina en presencia de ADN y NaCl. En el grafico
insertado se muestran los valores de absorbancia a dos longitudes de onda (444 nm y 402 nm) en funcién
de la concentracion de ADN (uM bp). [ADN] = 0 — 200 uM bp. [PF] = 30 uM. [NaCl] = 50 mM. Derecha:
Ajuste de estos datos con el modelo de complejacion 2:1 + 1:1.
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Figura 7.2. Izquierda: espectro de absorcién de la proflavina en presencia de ADN y NaCl. En el gréfico
insertado se muestran los valores de absorbancia a dos longitudes de onda (444 nm y 402 nm) en funcién
de la concentracion de ADN (uM bp). [ADN] = 0 — 200 uM bp. [PF] = 30 uM. [NaCl] = 100 mM. Derecha:
Ajuste de estos datos con el modelo de complejacion 2:1 + 1:1.
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Figura 7.3. Izquierda: espectro de absorcién de la proflavina en presencia de ADN y NaCl. En el gréfico
insertado se muestran los valores de absorbancia a dos longitudes de onda (444 nm y 402 nm) en funcion
de la concentracion de ADN (uM bp). [ADN] = 0 — 200 uM bp. [PF] = 30 uM. [NaCl] = 200 mM. Derecha:
Ajuste de estos datos con el modelo de complejacion 2:1 + 1:1.
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Figura 7.4. Izquierda: espectro de absorcion de la proflavina en presencia de ADN y NaCl. En el grafico
insertado se muestran los valores de absorbancia a dos longitudes de onda (444 nm y 402 nm) en funcién
de la concentracion de ADN (uM bp). [ADN] = 0 — 200 uM bp. [PF] = 30 uM. [NaCl] = 300 mM. Derecha:
Ajuste de estos datos con el modelo de complejacion 2:1 + 1:1.
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Figura 7.5. Izquierda: espectro de absorcion de la proflavina en presencia de ADN y MgClz. En el grafico
insertado se muestran los valores de absorbancia a dos longitudes de onda (444 nm y 402 nm) en funcién

de la concentracion de ADN (uM bp). [ADN] = 0 — 200 uM bp. [PF] = 30 uM. [MgCl2] = 10 mM. Derecha:
Ajuste de estos datos con el modelo de complejacion 2:1 + 1:1.
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Figura 7.6. Izquierda: espectro de absorcion de la proflavina en presencia de ADN y MgClz. En el grafico
insertado se muestran los valores de absorbancia a dos longitudes de onda (444 nm y 402 nm) en funcién

de la concentracion de ADN (uM bp). [ADN] = 0 — 200 uM bp. [PF] = 30 uM. [MgCl2] = 50 mM. Derecha:
Ajuste de estos datos con el modelo de complejacion 2:1 + 1:1
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Figura 7.7. Izquierda: espectro de emision de la proflavina en presencia de ADN y NaCl. En el grafico
insertado se muestran los valores de intensidad de fluorescencia a dos longitudes de onda (510 nm y
593 nm) en funcion de la concentraciéon de ADN (uM bp). [ADN] = 0 — 200 uM bp. [PF] = 2 uM.
[NaCl] = 50 mM. Aexc = 440 nm. Derecha: Ajuste de estos datos con el modelo de complejacion 1:1.
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Figura 7.8. Izquierda: espectro de emision de la proflavina en presencia de ADN y NaCl. En el grafico
insertado se muestran los valores de intensidad de fluorescencia a dos longitudes de onda (510 nm y
593 nm) en funcién de la concentraciéon de ADN (uM bp). [ADN] = 0 — 200 uM bp. [PF] = 2 uM.
[NaCl] = 100 mM. Aexc = 440 nm. Derecha: Ajuste de estos datos con el modelo de complejacion 1:1.
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Figura 7.9. Izquierda: espectro de emision de la proflavina en presencia de ADN y NaCl. En el grafico
insertado se muestran los valores de intensidad de fluorescencia a dos longitudes de onda (610 nm y
593 nm) en funcion de la concentraciéon de ADN (uM bp). [ADN] = 0 — 200 uM bp. [PF] = 2 uM.
[NaCl] = 200 mM. Aexc = 440 nm. Derecha: Ajuste de estos datos con el modelo de complejacion 1:1.
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Figura 7.10. Izquierda: espectro de emision de la proflavina en presencia de ADN y NaCl. En el gréfico
insertado se muestran los valores de intensidad de fluorescencia a dos longitudes de onda (510 nm y
593 nm) en funcién de la concentraciéon de ADN (uM bp). [ADN] = 0 — 200 uM bp. [PF] = 2 uM.
[NaCl] = 300 mM. Aexc = 440 nm. Derecha: Ajuste de estos datos con el modelo de complejacion 1:1.
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Figura 7.11. Izquierda: espectro de emision de la proflavina en presencia de ADN y MgClz.. En el gréfico
insertado se muestran los valores de intensidad de fluorescencia a dos longitudes de onda (610 nm y
593 nm) en funcion de la concentraciéon de ADN (uM bp). [ADN] = 0 — 200 uM bp. [PF] = 2 uM.
[MgClz2] = 10 mM. Aexc = 440 nm. Izquierda: Ajuste de estos datos con el modelo de complejacion 1:1.
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Figura 7.12. Izquierda: espectro de emision de la proflavina en presencia de ADN y MgClz. En el grafico
insertado se muestran los valores de intensidad de fluorescencia a dos longitudes de onda (510 nm y
593 nm) en funcién de la concentraciéon de ADN (uM bp). [ADN] = 0 — 200 uM bp. [PF] = 2 uM.
[MgClz2] = 50 mM. Aexc = 440 nm. Izquierda: Ajuste de estos datos con el modelo de complejacion 1:1.
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