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VDP Voltamperometria diferencial de pulso
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Resumen

El mecanismo de interaccion de los farmacos con el acido desoxoribonucléico
(ADN) se ha investigado exhaustivamente durante las ultimas décadas. Una de las
técnicas utilizadas para este fin son los biosensores electroquimicos, electrodos que
contienen un elemento de reconocimiento biolégico enlazado directamente a su
superficie. La posibilidad de inmovilizar los acidos nucléicos (AN) en un electrodo
abre la posibilidad para que estos métodos sean usados como herramientas
analiticas para la seleccion de farmacos, asi como para explicar los mecanismos

biolégicos de una forma barata, rapida y facil de analizar.

Como prueba de concepto para este tipo de biosensores, es interesante el analisis
de farmacos que tienen como diana terapéutica los acidos nucléicos; ejemplo de
ello es el Tinidazol (T), Doxorubicina (D) y Kanamicina A (KA). El principal objetivo
de este trabajo de investigacion es la fabricacién de un biosensor de ADN 6 ARN,
la activacion electroquimica in situ de los farmacos Tinidazol y Doxorubicina
(formando derivado hidroxilamina y nitroso para Tinidazol e hidroquinona y quinona
para Doxorubicina), y la subsecuente deteccion de la interaccion de estos
compuestos con ADN 6 ARN mediante voltamperometria diferencial de pulso (DPV).
Adicionalmente, se evaluo la interaccion de Kanamicina A y el sitio procariota A en
el ARN a lo largo del tiempo. El analisis de la interaccion entre los farmacos y el
ADN 6 ARN se llevé a cabo evaluando las variaciones en las senales

electroquimicas de las purinas en presencia y ausencia de los farmacos activados.

En los resultados se muestra la produccion de los metabolitos de Tinidazol, y la
interacciéon con los oligonucleétidos de ADN y ARN, que se manifiesta como
cambios en las sefiales electroquimicas del biosensor. La interaccion entre
Kanamicina Ay el sitio procariota A del ARN ocurre y es dependiente del tiempo de
exposicion al farmaco. Por otro lado, los productos de oxido-reduccion de
Doxorubicina se adsorben fuertemente en la superficie de los electrodos de

carbono, esta caracteristica complica el estudio de la interaccién con el ADN 6 ARN
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utilizando un biosensor, como alternativa se realizaron las interacciones entre el

farmaco y la biomolécula en disolucion.
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1. Introduccion
El mecanismo de la interaccion de farmacos con el ADN ha sido estudiado durante
varias décadas (1-4). Comparando el ADN con el acido ribonucléico (ARN) el
segundo es mas flexible y carece de mecanismos de reparacion, lo que favorece su
susceptibilidad a la accién de los agentes terapéuticos, y pueden influir en la
actividad biologica del ARN cambiando su configuracion o inhibiendo su funcién

catalitica (5).

Para descifrar las interacciones entre AN y farmacos han sido usadas diversas
técnicas como espectroscopia Ultravioleta- Visible (UV-Vis), fluoresencia,
Resonancia Magnética Nuclear (RMN), “foot printing assay”, entre otras (6). Asi
también, existe un interés creciente en las investigaciones electroquimicas, debido
a que existe una correlacion directa entre la respuesta y la naturaleza de la
interaccion de los farmacos que van dirigidos al ADN 6 ARN, las cuales estan
basadas principalmente en las diferencias en el comportamiento redox de los AN en
ausencia y presencia del farmaco. Ademas, a diferencia de otras técnicas, por
medio de un enfoque puramente instrumental, la electroquimica permite producir
metabolitos de farmacos imitando de esta forma la funcion de algunas enzimas
encontradas en los sistemas biologicos. Asi también, los materiales a escala
nanomeétrica se utilizan ampliamente porque presentan caracteristicas fascinantes
que se pueden usar en el disefio de nuevas estrategias para la deteccién de
distintos analitos. El 6xido de grafeno reducido (rGO, por sus siglas en inglés) es un
material que ha atraido considerable atencion en varias areas, especialmente en la

deteccion de AN debido a su alta conductividad eléctrica, gran area electroactiva y
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bajo costo (7—-14). Los electrodos elaborados con este material pueden miniturizarse
y disefiarse en diferentes formas para su produccion en masa. Adicionalmente, la
produccion de electrodos de rGO usando tecnologia de serigrafiado podria ser
atractiva para propésitos de investigacién donde la flexibilidad en términos de

construccion (disefio, tamafo, forma y material) se hace necesaria.

Entre los farmacos que interactuan con los AN se encuentran los nitroimidazoles,
que pertenecen a un grupo de compuestos nitroheterociclicos con amplio espectro
de actividad contra parasitos, micobacterias, bacterias grampositivas vy
gramnegativas (15-17). A menudo los compuestos nitro, son considerados como
“‘indeseables” debido a su posible toxicidad como mutagenicidad y hepatotoxicidad.
Sin embargo, el grupo nitro es imprescindible para el mecanismo de accién y
subsecuente efectividad de los farmacos antibacterianos. (18—20). Otra familia de
farmacos caracteristicos por su habilidad de interaccionar con los AN son las
antraciclinas, los cuales se posicionan entre los agentes oncologicos mas usados
en la terapia contra el cancer. Se ha publicado previamente que el producto reducido
de Doxorubicina interacciona con los residuos de Guanina (G) en la doble hélice de
ADN para causar dafio a su estructura, entre otros, mediante la formacién de oxo-
G (21); mientras que su oxidacidbn descompone quimicamente la molécula
originando la degradacion de la misma (22). Los antibiéticos aminoglucdsidos estan
entre los mejores farmacos para combatir muchas infecciones bacterianas, incluidas
las graves, como la tuberculosis multirresistente. Muchos tipos diferentes de
moléculas de ARN son dianas de unién a los aminoglucdsidos (23). Un aspecto
importante es que solo existen pequefias diferencias en los sitios de union de los
aminoglucdsidos para las regiones de decodificacion del sitio A citoplasmico en
humanos y bacterias. Esto sugiere que la toxicidad selectiva de los aminoglucésidos
para los procariotas se explica solo parcialmente por las diferencias de unién a los
sitios de ARN y que fenbmenos como la captacidn selectiva de los procariotas

podrian explicarla (24).
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A diferencia del ADN, se sabe que el ARN no ha sido inmovilizado sobre electrodos
de carbono para ser usado como molécula de bioreconocimiento, para monitorear
su interaccion con Tinidazol y Kanamicina A. Adicionalmente, se busca conocer la
manera en la que estas interacciones ocurren, ya que podria ser una manera de
explicar la neurotoxicidad inducida por estos farmacos cuando se ingieren altas
dosis. Finalmente, la afinidad del rGO por los AN nos permitié inmovilizar por
adsorcion, diferentes estructuras las cuales fueron seleccionadas basados en el
parecido a algunas estructuras encontradas en el ADN y ARN. La posibilidad de
inmovilizar ARN y ADN en un electrodo y la deteccion sin marcador abre la
posibilidad para que estos métodos sean usados para la seleccidén de farmacos y
como herramientas para explicar los mecanismos biolégicos de una forma barata,

rapida y facil de analizar.

2. Antecedentes
Actualmente, existe una amplia variedad de estrategias dedicadas a describir las
interacciones entre farmacos y ADN; las cuales se espera que continuen creciendo.
Las técnicas van desde la clasica espectrofotometria UV-Vis hasta la potente
Cromatografia de Liquidos de Alta Resolucién acoplada a Espectrometria de Masas
(HPLC-MS) en tandem(25). No obstante, hay una necesidad urgente de técnicas
rapidas, de alto rendimiento, continuas y rentables para el analisis de la interaccion
entre genes, proteinas y farmacos para acelerar el descubrimiento y los procesos
de aprobacién de los medicamentos. La electroquimica es una de las técnicas mas
asequibles que ha ganado popularidad en las ultimas décadas, ya que proporciona

un complemento util a los métodos estandar de investigacion (26-28).

En los ultimos anos, se ha logrado un gran progreso en la comprension de los
comportamientos electroquimicos e interfaciales de los AN en los electrodos de
carbono, en tal medida que los investigadores ahora pueden ajustar el estado de la
superficie del AN en el electrodo y las propiedades eléctricas a un nivel casi atbmico
(29). Los métodos electroquimicos son muy adecuados para el analisis 6

diagnostico de ADN porque las reacciones electroquimicas dan una sefal
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electroquimica directamente proporcional a la concentracién del analito, por lo que
no hay necesidad de equipos costosos para la transduccion de sefales. Ademas,
debido a que las secuencias de las sondas inmovilizadas pueden confinarse
facilmente a una variedad de sustratos de electrodos, la deteccidn se puede realizar
con un analizador electroquimico econdémico. A la fecha se han demostrado
estrategias sensibles de sefializacion electroquimica basadas en la oxidacién
directa o catalizada de bases de ADN, asi como las reacciones redox de moléculas
senalizadoras o enzimas reclutadas en la superficie del electrodo por interacciones
especificas con sondas de ADN y por reacciones de transporte de carga mediadas

por el apilamiento de los electrones de los enlaces 1 en las bases del ADN (30).

Se pueden utilizar métodos electroquimicos para la deteccién de: 1) rupturas de la
cadena de ADN y dafo de la base; asi como de 2) sustancias electroactivas que
interactuan especificamente con el ADN (covalentemente y / 0 no covalentemente)
(31).

Desde el descubrimiento de la electroactividad de las bases puricas y pirimidicas
por Emil PaleCek en 1958, los procedimientos de analisis utilizan este principio de
deteccidon. Las bases puricas tienen propiedades electroactivas, es decir pueden
oxidarse o reducirse, pero otros componentes de los AN como los azucares o los
grupos fosfatos no son electroactivos. Se ha reportado que todas las nucleobases
pueden sufrir oxidacion electroquimica en electrodos de carbono, y que
simultaneamente se lleva a cabo la protonacion de los residuos de la base, por lo
que el analisis se puede llevar a cabo sin introducir un marcador (técnicas libres de
marcador) 6 reactivo adicional (técnicas con menos reactivos). Sin embargo, la
reduccion y oxidacién de las nucleobases es irreversible y debido a la destruccion
de la muestra la reutilizacién del biosensor es imposible (32). La mayoria de los
electrodos de ADN utilizan la sefial de oxidacién de G. Esta eleccion es debida a 1)
el potencial redox de G, el cual es el mas bajo de todas las bases, y b) el hecho de
que G funge muy frecuentemente como blanco de varias especies que dafan al

ADN y su modificacion quimica supone la pérdida del pico de G (33).
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Las estrategias para llevar a cabo el analisis de los AN incluyen su oxidacién o
reduccion directa, la oxidacion o reduccion de moléculas redox una vez que ha
ocurrido un cambio en el AN, amplificaciones electroquimicas usando
nanomateriales, etc. La habilidad de ciertas moléculas para reconocer
especificamente pares de bases se ha aplicado para el disefio de varios sistemas
de deteccion de AN(34,35). Existen tres maneras principales en las que se realizan
los estudios de interaccién entre farmacos y ADN: 1) en solucion, 2) el AN adsorbido
sobre la superficie del electrodo de trabajo (biosensor) y 3) el farmaco adsorbido
sobre la superficie del electrodo de trabajo (farmacosensor). En el caso de la
deteccion en solucidn, el farmaco y ADN se colocan en la misma solucién, y después
de un tiempo de interaccion se comparan los cambios de las sehales
electroquimicas del farmaco y ADN contra la sefial obtenida del farmaco o ADN solo
(36). La inmovilizacion de biomoléculas via interacciones supramoleculares o
interacciones de coordinacion sobre superficies ha alcanzado mucha aceptacion en
afos recientes. Ambos enfoques, relacionados a las interacciones electrostaticas,
apilamiento de los electrones 11—, 0 fuerzas de van der Waals entre el material y la
entidad bioldgica, preservan las propiedades especificas de ambos(35). En un
biosensor de ADN (o genosensor) que contiene sondas de ADN inmovilizadas como
elemento de reconocimiento, se miden los procesos de union especificos como la
formacion de hibridos ADN-ADN y ADN-ARN, y las interacciones entre proteinas o
ligandos con las moléculas con ADN en la superficie del sensor. El disefio de un
genosensor incluye tres pasos principales: 1) modificacion de la superficie del
electrodo para crear una capa activada para la unién del ADN; 2) inmovilizacién de
las moléculas de la sonda de ADN en la superficie y 3) deteccién de la interaccion

de la molécula o ligando que interactua con ADN (28).

Los nanomateriales se han explotado con el fin de obtener aplicaciones utiles en
diferentes disciplinas incluyendo fisica, medicina, biomedicina, y quimica, con el
objetivo de desarrollar dispositivos miniaturizados (37—41). Tomando en

consideracion las propiedades extraordinarias de los nanomateriales, tales como su
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area superficial, propiedades opticas, eléctricas y magnéticas, se pueden aplicar en
distintas areas que van desde la liberacion de farmacos hasta los biosensores
(39,42,43). El uso de estos nanoobjetos ha mejorado los analisis, incrementando
las sensibilidades y bajado los limites de deteccion en varios ordenes de magnitud.
En afios recientes, los AN se han usado en una gran variedad de biosensores y
ensayos analiticos, debido a sus propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas, sin

olvidar la facilidad con la que diversos ligandos pueden reconocerlos (44,45).

A la fecha existen muchos estudios dedicados al analisis de la interaccién entre
farmacos y ADN, los cuales estan basados en el uso de nanomateriales. Entre las
distintas moléculas estudiadas figuran desde los aditivos alimenticios, analgésicos,
antibidticos, hasta terapias contra cancer (46—49). Después del descubrimiento de
las ventajas que trajo consigo el advenimiento de los nanomateriales, los primeros
estudios se realizaron en solucion, posteriormente se usaron meétodos mas
sofisticados que hacen uso de arquitecturas y técnicas de inmovilizaciéon complejas
para la construccion de biosensores. Cabe mencionar que, los biosensores han
mostrado aplicacion clinica para usarse en la deteccion directa de farmacos en
muestra bioldgicas (11,12,50-54).

3. Marco teérico
3.1 Interaccién farmaco-ADN
El ADN representa una de las biomoléculas mas importantes porque contiene todo
el material genético que codifica la informacién necesaria para el desarrollo de los
organismos en tan solo cuatro bases: Adenina (A), Guanina (G), Citosina (C) y
Timina (T), ver Figura 1A-1E. La estructura del ADN esta dispuesta de tal manera
que las bases estan protegidas de las posibles modificaciones quimicas causadas
por el medio ambiente. El enlace de hidrégeno resultante del apareamiento de las
bases se origina en el centro de la doble hélice, mientras que la cadena
caracteristica de grupos fosfato cargada negativamente se localiza en el exterior de
la hélice. En la parte exterior del ADN, los espacios entre las hebras entrelazadas
presentan diferente anchura y se denominan zurco mayor y zurco menor. Por tanto,
70
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la deteccion de secuencias especificas y la composicidon de los pares de bases o el

dafio del ADN representa un tema importante.

El mecanismo de interaccion de farmacos con el ADN ha sido estudiado durante
varias décadas porque que es la diana terapéutica de muchos farmacos que
actualmente son comercializados y usados en estudios clinicos de fases avanzadas
(2—4). Estos estudios son importantes ya que los resultados obtenidos pueden dar
indicios para identificar sustancias dafinas, para explicar varios mecanismos
bioldégicos, o bien, podrian ser considerados como informacion valiosa en el
desarrollo de nuevos farmacos (27,55). El proceso de interaccion involucra
moléculas pequefias o grandes que reconocen selectivamente el ADN a través de
diferentes tipos de interacciones moleculares, tales como, electrostaticas, dipolo-
dipolo, enlaces de hidrogeno, 11-11, € interacciones de van der Waals. La fuerza de
estas interacciones determina la estabilidad de los complejos supramoleculares
resultantes. Las principales fuerzas quimicas impulsoras, tanto para la estabilidad
del ADN de doble cadena (dsADN) como para la formacién del complejo ADN-
farmaco, son los enlaces de hidrégeno, interacciones electrostaticas y -1 que
ocurren entre los anillos aromaticos de los pares de bases (3,56). Ademas, la
existencia de algunos farmacos que inducen dafio oxidativo es un punto de
preocupacion creciente ya que pueden causar la muerte celular, el envejecimiento
y estan estrechamente relacionados con el desarrollo de muchas enfermedades
(57-60). Como resultado de estas interacciones se originan cambios estructurales

en el ADN y en los farmacos (3).

El ARN tiene la misma estructura que el ADN, la cual esta compuesta de bases
nitrogenadas unidas covalentemente a una cadena fosfatada y que a su vez se
enlaza a azucares. Sin embargo, a diferencia del ADN, el ARN se presenta en forma
de hebra simple. Ademas, el azucar en el ARN es una ribosa, la cual contiene un
grupo hidroxilo adicional en el segundo carbono del azucar. El ARN se compone de
cuatro bases nitrogenadas: Adenina, Citosina, Uracilo (U) y Guanina, ver Figura 1A-

1E. Uracilo es una pirimidina que es estructuralmente similar a Timina, en el ADN,
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y ambas se aparean con la Adenina. A pesar de que el ARN es una molécula de
hebra simple, se sabe que puede formar estructuras de doble cadena cuando se
aparea con si misma, adicionalmente, puede doblarse en numerosas estructuras
primarias y secundarias que refleja la diversidad de sus funciones, estas estructuras
incluyen: bucles, pseudonudos, protuberancias y giros, los cuales pueden llegar a
ser sitios especificos de enlace para moléculas pequenas. Po otro lado, el ARN, no
solo es mas flexible, sino que carece de mecanismos de reparacion los cuales
mejoran la susceptibilidad a la accidon de quimioterapéuticos. Estas incluyen,
compuestos sintéticos y naturales que pueden influenciar la actividad bioldgica del
ARN ya sea cambiando su configuracién o inhibiendo su funcion catalitica (5).
Funcionalmente hablando, el ARN sirve como material genético en algunos virus,
como mediador de informacién genética de ADN a proteina, como un componente
estructural de varias ribonucleoproteinas, y en algunos casos como catalizador. El
ARN también esta asociado a las proteinas de enlace (RBPS) que sirven ya sea
para proteger, estabilizar o transportarlo y regular su interaccién con otras
moléculas, juega varios papeles cruciales en la sintesis de proteinas, regulacion
transcripcional y replicacion retroviral que lo hace una diana principal de los

farmacos.

Diversas técnicas como espectroscopia UV-Vis, fluorescencia, RMN, foot printing
assay, entre otras han sido usadas para estudiar las interacciones entre AN y
farmacos (6).Sin embargo, para probar dichas interacciones se hacen necesarios
nuevos metodos que sean rapidos, precisos, y sensibles puesto que podrian
mejorar el descubrimiento de nuevos farmacos dirigidos a enfermedades mediadas
por AN (25). Esto es particularmente importante cuando se trata de analizar
moléculas en cantidades traza y productos naturales, donde la cantidad de molécula
modelo o farmaco puede ser baja o estar limitada a su espectro de absorcion, al
traslape de transicion electronicas con el ADN o a la ausencia de espectro de

absorcion (25).
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Entre las técnicas fisicoquimicas, existe un interés creciente en las investigaciones
electroquimicas que estan basadas principalmente en las diferencias en el
comportamiento redox de los AN en ausencia y presencia del farmaco, es decir
desplazamientos en la corriente (i) y en el potencial de pico (E) en un
voltamperograma (como resultado del cambio en el potencial formal o de la
velocidad de transferencia electronica) que pueden ser atribuidos a la interaccion
entre las especies (farmaco y ADN) en la superficie del electrodo (2,27,28). El
fundamento de la deteccion mediante técnicas electroquimicas esta basado en la
capacidad del electrodo para detectar cambios en la estructura de la molécula de
ADN. Cuando ocurre una interaccion con el farmaco, ocurren también cambios en
la intensidad y posicién de las sefiales voltamperométricas de ambos, del farmaco
y del ADN. En las sefiales del ADN se observan desplazamientos positivos en el
potencial de pico cuando ocurre un enlace via interacciones hidrofébicas
(intercalacién), mientras que las interacciones electrostaticas originan
desplazamientos de potencial hacia valores negativos. Comparadas con otros
meétodos, las técnicas electroquimicas se caracterizan por su simplicidad y
veracidad, requieren cantidades de muestra pequefias y ofrecen ventajas sobre los

ensayos bioldgicos y quimicos (55).

3.2 Herramientas electroquimicas para el analisis: Biosensores

De las diferentes estrategias electroquimicas, los biosensores pueden mejorar los
limites de deteccion, cuantificacion y la sensibilidad analitica, aumentan la
selectividad e incluso pueden ser especificos. Ademas se pueden construir en
tamafo miniatura (lo que favorece su portabilidad y su producciéon en masa a bajo
costo), se utilizan pequefias cantidades reactivos y se sustituye el uso de equipos
costosos. Por estas caracteristicas la deteccion puede ser en linea e in situ (61-64).
Los biosensores ofrecen mediciones en tiempo real, son portatiles y simples de
operar. Estos dispositivos poseen excelentes limites de deteccion, y también

reducen el lapso entre la preparacion de la muestra y el analisis (65).

77

// - '?’/ . (//Z’ s
//,ﬂﬂ&//‘éﬂl/ erz (Oterzcectd Trssnscrcenlicas



g
%

2

;P
A *
[=]
=
=
§

Casa ahierta al tiempo

W EHS,:'@

Los biosensores se conforman de un componente de reconocimiento biolégico
(enzima, anticuerpo, célula o tejido) que se enlaza directamente a un transductor
fisico (voltamperométrico, amperométrico, conductimétrico, espectrofotométrico).
En un biosensor electroquimico el principal elemento de transduccién es el
electrodo, que funge como soporte, y que esta hecho de metales nobles y materiales
derivados de carbdn, como carbén vitreo o pasta de carbono (66). La interaccion
redox entre el analito y el agente de bioreconocimiento esta monitoreado por el

transductor.

Durante un estudio electroquimico se utiliza un sistema de tres electrodos: un
electrodo de referencia (de Ag/AgCl o calomel saturado), un electrodo de trabajo
(biosensor) y un contra-electrodo (alambre de Pt,). La interacciéon entre farmacos y
ADN se puede estudiar utilizando diferentes técnicas electroquimicas, como
ejemplo la voltamperometria ciclica (VC), o voltamperometria diferencial de pulsos
(VDP) (67). En la VC se varia el potencial aplicado al electrodo de trabajo hacia
potenciales positivos y negativos cerrando un ciclo (a cierta velocidad de barrido),
mientras se monitorea la corriente, obteniendo asi el voltamperograma. La VDP se
desarroll6 con el objetivo de incrementar la velocidad y la sensibilidad de la técnica.
En esta técnica el potencial se escanea con una serie de pulsos, cada pulso de
potencial se va cambiando en amplitudes pequefas de 10 a 100 mV. La corriente
se mide en dos puntos, al inicio y final de cada pulso, la diferencia entre estas
corrientes medidas se determina y se grafica contra el potencial electroquimico
aplicado (68).

En las técnicas electroquimicas, el compuesto o molécula se somete a un voltaje
electroquimico. Cuando el electrodo de trabajo tiene un valor de potencial al cual se
favorece termodinamicamente la transferencia de electrones desde o hacia la
molécula, entonces se produce una interaccién con el electrodo ocurriendo un
proceso electroquimico de oxidacion o reduccion. El proceso electroquimico origina
un incremento en la corriente (positiva si es oxidacion o negativa si es de reduccion),
la corriente medida se puede correlacionar con la concentracion o cantidad de la
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especie electroquimica presente en la interface entre el electrodo

—

biosensor) y la
disolucion (67).

3.3 Farmacos

Entre los farmacos que tienen como diana farmacoldgica a los AN, figuran el
Tinidazol, un farmaco antiparasitario genotoxico de la familia de los 5-
nitroimidazoles (69), la Doxorubicina, que es un antibiético de la familia de las
antraciclinas, usado en varios regimenes de quimioterapia, y la Kanamicina A que
es un antibidtico aminoglucdsido, que interactua con el sitio A en el ARN ribosomal
causando una traduccion erronea del ARN mensajero, asi como la terminacién

prematura de la lectura del mensaje(24).

A diferencia del Tinidazol y la Doxorubicina, la Kanamicina A no presentd
electroactividad en la ventana de potencial de trabajo, por lo tanto, los estudios de

su comportamiento electroquimico individual se omitieron en este informe.

H | I I
OH
OH
(o]
HO! OH
OH HO
o ° NH,
HoN HN,

Figura 1. Estructura quimica de A. Guanina (G), B. Adenina (A), C. Citosina (C), D.
Timina (Tim), E. Uracilo (U), F Tinidazol (T), G. Doxorubicina (D) y H. Kanamicina A
(KA).
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3.3.1 Tinidazol

Los nitroimidazoles pertenecen al grupo de compuestos nitroheterociclicos con
amplio espectro de actividad contra parasitos, micobacterias, bacterias
grampositivas y gramnegativas(15-17). El Tinidazol es un derivado estructural del
metronidazol, (una molécula de 2-(etilsulfonil) etil reemplaza al grupo 2-(hidroxi) etil
en el esqueleto del 5-nitroimidazol), ver Figura 1F. Tinidazol y Metronidazol son
profarmacos que se deben convertir a su forma citotoxica in vivo para ejercer su
accion farmacolégica. El proceso por medio del cual se lleva a cabo puede dividirse
en cuatro etapas: 1) la entrada a la célula diana: puesto que tiene un peso molecular
bajo, penetra facilmente las membranas celulares de organismos aerobios y
anaerobios, siendo los ultimos los mas susceptibles al farmaco, aunque
recientemente se encontré que la entrada del farmaco es dependiente de un
gradiente de protones y dependiente del transporte de electrones (70); 2) la
activacion reductiva a sus intermediarios reactivos: los cuales son responsables de
su actividad microbiana; 3) interaccion de las especies activas con dianas
intracelulares y 4) la inactivacion de las especies activas (71). Después de entrar en
las células de organismos susceptibles, el grupo nitro en la posicion 5, se reduce a
un radical toxico de vida corta o continua la reduccion hasta la fragmentacion del
anillo de imidazol. La inactivacion reductiva del metronidazol ocurre cuando se

forma el derivado amino (70).

En microorganismos anaerobios, la proteina ferredoxina transportadora de
electrones, flavodoxinas o hidrogenasas (72), donan electrones al grupo nitro del
farmaco, fungiendo éste como aceptor final de electrones (73). Con la reduccion, el
nitroimidazol se activa y se establece un gradiente que favorece la entrada de mas
moléculas de farmaco hacia dentro de la célula. Bajo condiciones aerobias se lleva
a cabo un proceso llamado reciclamiento redox el cual se refiere a la reoxidacion de
los productos de reduccion del grupo nitro, reestableciendo las concentraciones
iniciales del nitroimidazol. En este proceso el oxigeno puede reaccionar con el anion

radical derivado del metronidazol para formar superéxido (O,—) y los iones hidroxilo
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(OH?¢), que son especies reactivas de oxigeno (59), regenerandose el compuesto
inicial (grupo nitro). La reoxidacion del nitroimidazol en presencia de oxigeno ha sido
llamada como una reaccion inefectiva o furtil, ya que la presencia de oxigeno
bloquea la subsecuente reduccion del compuesto, es decir el oxigeno compite con
el nitroimidazol dado que el primero es mas electronegativo o afin a los electrones.
(74,75).

El mecanismo de accion de como estos intermediarios citotoxicos destruyen a
organismos susceptibles no ha sido elucidado completamente. Sin embargo, se
tiene evidencia experimental que sustenta que los intermediarios citotdxicos se
enlazan al ADN, lo que provoca perdida de la estructura helicoidal, rompimiento de
la hebra y finalmente la muerte celular. Multiples estudios han demostrado que en
microorganismos microaerdfilos y anaerobios, los productos de reduccion de los
nitroimidazoles (derivado nitroso, anién radical nitro o hidroxilamino) (76,77)
interaccionan con el ADN, ARN vy proteinas, entre otras moléculas biologicas
(70,78,79). Cuando dichas especies interaccionan con el ADN, desestabilizan y
rompen la doble hélice, es por ello que se piensa que es un agente citotdxico,
genotoxico y mutagénico (80). Se ha publicado previamente que los metabolitos
reducidos de metronidazol causan transversiones GC a CG asi como degradacién
de ADN (70). Un mecanismo propuesto por medio del cual los 5-nitroimidazoles
interactuan con el ADN es mediante la formacion de un enlace covalente, mediante

el ataque nucleofilico al carbono C7 (81), tal como se observa en la Figura 1y 7.

A menudo los compuestos nitro, son considerados como “indeseables” debido a su
posible toxicidad como mutagenicidad y hepatotoxicidad. Sin embargo, el grupo
nitro es imprescindible para el mecanismo de accion y subsecuente efectividad de
los farmacos antibacterianos. (18-20). De acuerdo con la literatura los compuestos
de la familia de los 5-nitroimidazoles pueden inducir neurotoxicidad después de la
ingesta de dosis altas de estos compuestos, pero el mecanismo por el cual los
nitroimidazoles pueden inducir neurotoxicidad no esta bien establecido. Los
mecanismos propuestos incluyen el enlace de los productos reducidos de los
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nitroimidazoles al ARN, ADN y neurotransmisores inhibitorios asi como la induccién
de edemas vasogénicos y citotoxicos (25,82,82—85). Ademas, la reduccion de los
nitroimidazoles por algunos neurotransmisores en experimentos in vitro ha sido
propuesto como un posible mecanismo por medio del cual los metabolitos de los

nitroimidazoles son reducidos y ejercen neurotoxicidad (86,87).

3.3.2 Doxorubicina

Los farmacos anticancerigenos derivados de las antraciclinas, tal como la
Doxorubicina, estan entre los agentes oncolégicos mas usados para algunas
leucemias, linfomas de Hodgkin, asi como canceres de vejiga, mama, estomago,
pulmon, ovarios, tiroides, sarcomas de tejido blando y de hueso, melanoma multiple
entre otros (88). La Doxorubicina es un antibidtico que fue descubierto de un
pigmento de una cepa mutada de Streptomyces peucetius, ejerce sus efectos
citostaticos sobre células normales y neoplasicas a través de la inhibicion de la
sintesis de ADN vy la intercalacion entre éste, los efectos citotdxicos son producto
de la acumulacion de especies reactivas de oxigeno (ROS) debido a la alta actividad
del citocromo C reductasa-NADH (22,89).

Se ha publicado previamente que el producto reducido de la Doxorubicina
interacciona con los residuos de G en la doble hélice de ADN para causar dano a
su estructura, entre otros, mediante la formacién de oxo-G (21); mientras que su
oxidacion descompone quimicamente la molécula originando la degradacion de la
misma (22). Las antraciclinas contienen un anillo planar de aglicona acoplado con
un aminoazucar, ver Figura 1G. La antraquinona planar se intercala entre las pares
de bases del ADN por medio de interacciones 11-1T e hidrofobicas. Su eje mas grande
esta perpendicularmente cercano a los ejes de la doble hélice. EI aminoazucar
interacciona con los grupos fosfatos cargados negativamente en el zurco mayor del
ADN. Ademas de esto, la intercalacion es estabilizada por los enlaces de hidrogeno
entre las bases del ADN y la molécula del farmaco (88). La Doxorubicina forma
enlaces covalentes estables con el ADN cuando se activa por las oxidoreductasas

de NAD(P)H y metales de transicion. Se han descrito dos tipos de enlace covalente:
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entrecruzamiento de ADN que es mas estable y los aductos de ADN-farmaco, que

son menos estables (90).

A pesar de ello y dado que la Doxorubicina tiene una molécula de p-quinona y p-
hidroquinona la generacion de radicales libres puede ser iniciada tanto por su
reduccion u oxidacion. Por un lado, la generacion de un radical semiquinona
ocasiona la generaciéon del radical libre OHe, agente altamente oxidante, el cual
causa dafno al ADN. Dicho dafo puede ser causado también por la activacion

oxidativa de su residuo p-OH (91).

La Doxorubicina se puede reducir intracelularmente a doxorubicinol y este tiene
actividad bioldgica. Asi mismo puede reducirse a un radical semiquinona por varias
oxidoreductasas intracelulares. La reoxidacion de este radical origina la produccion
de ROS. La generacion de ROS recae como un mecanismo de su actividad

antineoplasica y antibidtica.

3.3.3 Kanamicina A

Los antibiéticos aminoglucosidos estan entre los mejores medicamentos para
combatir muchas infecciones bacterianas, incluidas las graves, como la tuberculosis
multirresistente. Los antibiéticos aminoglucésidos son oligosacaridos que contienen
numeros variables de anillos de azucar y grupos de amonio. Todos contienen una
2-desoxistreptamina central (2-DOS o anillo Il) con un grupo de amonio a cada lado
del carbono desoxi y se unen en la posicién 4 al anillo |, formando la molécula de
neamina, ver figura 1H (92). Diferentes tipos de moléculas de ARN son dianas para
la unidon a aminoglucésidos (23). Un aspecto importante es que sélo existen
pequefas diferencias en los sitios de union de estos farmacos con las regiones de
decodificacion del sitio A (ARN) citoplasmico en el humano y bacterias. Esto sugiere
que la toxicidad selectiva de los aminoglucésidos para los procariotas se explica
solo parcialmente por las diferencias de union a los sitios de ARN y que fenémenos
tales como la captacion selectiva por los procariotas podrian explicarla. Sin
embargo, se han reportado casos de toxicidad debidas a este farmaco (24).
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La Kanamicina A es un farmaco comercial que se ha estudiado ampliamente y se
sabe que interactua con el ARN. Se ha sugerido que la union de Kanamicina al ARN
ribosomal mitocondrial humano es una pista importante para entender la toxicidad
de estos farmacos (5). Recientemente se ha publicado un articulo en el que se
realiza un analisis del reconocimiento molecular y los mecanismos de accion
realizados por medio de cristalografia de alta resolucion para la decodificacion del
sitio aminoacil (sitio A):El anillo del azucar | se inserta en la hélice del sitio A
mediante el apilamiento con los residuos de Guanina (G1491) y formando un par
con dos enlaces de H en los sitios de Watson— Crick en una Adenina (A) conservada
universalmente (A1408). Esta interaccion ayuda a mantener las Adeninas A1492 y
A1493 en una conformacion abultada la cual les permite hacer contacto con dos
pares de bases de Watson—Crick (en el ADN). El anillo conservado de 2-
desoxistreptamina (anillo 1) forma enlaces de H similares y su enlace es posible por
la adaptabilidad creada por el par U1406-U1495, que esta conservado
universalmente. El anillo adicional contacta diferentes nucleétidos del sitio A. De
esta manera, el empaquetamiento de los atomos en contacto mediante contacto por
fuerzas de van der Waals es un requisito importante para el reconocimiento
especifico. Las moléculas de agua participan en el ensamblaje mediante el enlace

de grupos hidrofilicos que pertenecen a ambos componentes (92).

3.4 Produccién de metabolitos mediante electroquimica

La generacion in situ o in vitro de los metabolitos de farmacos activos, es una parte
importante en el descubrimiento de farmacos y del estudio de mecanismo de accion
de los agentes farmacéuticos cuando deseamos conocer la diana terapéutica de los

mismos.

En este sentido, las reacciones electroquimicas que conllevan procesos de
oxidacion y reduccion con reacciones acido-base acopladas, involucran la
transferencia de electrones y protones. En particular, las reacciones electroquimicas
pueden generar productos similares a los que se producen en las reacciones
metabodlicas de fase | en farmacos y, por tanto, son complementarias a las
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reacciones cataliticas y a las que involucran biotransformaciones moleculares. A
diferencia de otras técnicas, la electroquimica tiene capacidad de generar mayores
cantidades de metabolitos y diversas moléculas, asi como evitar los procesos de
aislamiento de los mismo de mezclas biolégicas complejas. Ademas, la generacion
de metabolitos electrofilicos en ausencia de nucledfilos biolégicos permite el acceso
a intermediarios reactivos y se pueden generar metabolitos de fase Il. Los
metabolitos fase | y fase Il se producen de forma natural en el organismo durante el
proceso farmacocinético de los principios activos (93). La produccion in vitro de los
metabolitos de farmacos se puede realizar modulando el potencial electroquimico
aplicado al electrodo de trabajo, se debe optimizar la composicidén quimica del medio
electrolitico para que las reacciones de oxido-reduccion se lleven a cabo en las

mejores condiciones (94).

Debido a que los procesos de generacion de metabolitos (bioactivacion) o de ROS
estan basados en reacciones quimicas redox, que involucran multiples pasos
enzimaticos, se considera que los meétodos de analisis electroquimico son
herramientas poderosas para la generacién de esas ROS y para el analisis
cuantitativo y cualitativo de los productos de oxidacion de las bases puricas y
pirimidicas. Estos estudios contribuyen con informacion relevante sobre las
reacciones redox y mecanismos de accion, que son importantes para el desarrollo

de nuevos agentes terapéuticos (66).

A diferencia de otras técnicas, por medio de un enfoque puramente instrumental, la
electroquimica permite producir metabolitos de farmacos imitando la funciéon de

algunas enzimas en sistemas bioldgicos.

3.5 Materiales de carbono para la detecciéon de acidos nucléicos

Los electrodos con dimensiones milimétricas, como el electrodo de oro (Au), el
electrodo de carbono vitreo (GCE) y el electrodo de pasta de carbono, se utilizaron
inicialmente para la implementacion en el bioanalisis, hasta la fecha todavia se usan

ampliamente para el desarrollo inicial de ensayos, incluida la interaccion entre
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farmacos y ADN, debido a su facilidad de preparacion y funcionalizacién (26,95,96).
A lo largo del tiempo, se desarrollaron electrodos a microescala, y se observo que
estos dispositivos mostraban un comportamiento cinético inusual cuando las
reacciones redox se llevaban a cabo en solucidn. Posteriormente, se descubrié que
los ultramicroelectrodos, se beneficiaban enormemente de la difusion radial de la
especie quimica y, de este modo aumentaban la cinética de reaccidn
electroquimica. Alentados por estos resultados, el ritmo de la investigacion en
nuevos materiales para la construccién de nuevos electrodos aumentoé rapidamente
y el uso de microelectrodos se reconoce como un avance importante (95). Hoy en
dia se sabe que los nanomateriales han sido producidos y utilizados por los
humanos durante cientos de afos (97). Sin embargo, la comprension de ciertos
materiales como los nanoestructurados es relativamente reciente. La naturaleza
multidisciplinaria de la nanotecnologia es su caracteristica distintiva, tan es asi que
tiene un impacto notable en diferentes areas como la industria, la economia, la salud
y la higiene de la sociedad. La publicacion de articulos de investigacion y revision
sobre nanotecnologia ha incrementado a través de los afos, el numero de grupos y
laboratorios dedicados al estudio de la ciencia fundamental, la ingenieria y las
aplicaciones de materiales nanoestructurados ha crecido de manera casi
exponencial (97-101).

Los nanomateriales se estan explorando para aplicarlos en diferentes disciplinas
que incluyen fisica, medicina, biomédica y quimica con el objetivo de desarrollar
dispositivos miniaturizados. Al tomar ventaja de las extraordinarias propiedades de
los nanomateriales (como su gran area de superficie, emision Optica, las
propiedades eléctricas y magnéticas, etc.) se pueden explotar en bioingenieria
desde la administracion de farmacos hasta los biosensores (42,102). El uso
adecuado de tales nanomateriales incrementa la sensibilidad analitica y disminuye
los limites de deteccion en varios érdenes de magnitud.

En los ultimos afos, los AN se han utilizado en los biosensores y ensayos
bioanaliticos, debido a sus propiedades fisicas, quimicas y bioldgicas, y a la facilidad
con la que diferentes ligandos se unen a este, entre otros (44,45). Los AN con
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nanoparticulas en todas sus diferentes formas fisico-quimicas han producido una
rica variedad de bio-nanocompuestos hibridos, que en muchos casos muestran

propiedades unicas o aumentadas debido a la actividad sinérgica de ambos

componentes (103).

3.6 Interaccion ADN-nanomateriales

El carbono se ha aplicado, durante mucho tiempo, como una interfaz de deteccion
electroquimica debido a su versatilidad y propiedades electroquimicas unicas. Los
procedimientos en el electroandlisis dependen en gran medida de aspectos
materiales tales como las propiedades quimicas y fisicas de las superficies de los
electrodos, los efectos del potencial aplicado, la adsorcién y los recubrimientos
aplicados a la superficie del electrodo para mejorar la deteccion (104,105).

El grafeno ha atraido interés en la investigacion debido a su conductividad eléctrica
y excelente resistencia mecanica (7,106). Desde su descubrimiento, el 6xido de
grafeno (GO) se ha utilizado para adsorber muchas biomoléculas debido a que su
relacion superficie-volumen es extremadamente grande para interactuar con las
biomoléculas, especialmente el ADN (107). GO es un material poco definido, y el
contenido de oxigeno puede variar bastante dependiendo de la condicion de
preparacion (108). Es probable que la afinidad de adsorcion del ADN dependa del
contenido de oxigeno. El 6xido de grafeno reducido, rGO, se prepara reduciendo
quimicamente el GO para disminuir su contenido de oxigeno. EI GO tiene una
conductividad eléctrica deficiente debido a su sistema de conjugacion 1T
ampliamente interrumpido; mientras que el rGO tiene una conductividad intermedia

y aun conserva la capacidad de dispersarse en el agua (109,110).

4. Planteamiento del problema
Existen investigaciones que se han enfocado en caracterizar el proceso del dafio
que sufre el ADN, que esta fuertemente implicado en el desarrollo de varias
enfermedades cronico-degenerativas y desérdenes fisioldgicos (111). En contraste,

el dafio al ARN es un fendmeno poco examinado en la investigacion biomédica, y
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hasta la década pasada se le daba poco interés a pesar de que se ha reportado que
esta molécula puede ser blanco de diferentes agentes citotdxicos, y que es muy
vulnerable a sufrir el dafio oxidativo (por enzimas y por ROS) en comparacién otros
componentes celulares (111,112). Publicaciones cientificas han propuesto con
evidencias que el estrés oxidativo inducido por farmacos es un mecanismo de
toxicidad en numerosos tejidos y sistemas, ademas se han realizado observaciones
que sugieren que un dano oxidativo del ARN podria estar relacionado con el

desarrollo del cancer (113).

Con base en la informacion cientifica ya publicada, en este proyecto se plantea la
construccion de un biosensor a partir de la inmovilizacion de oligomeros de ADN y
ARN sobre la superficie de un electrodo de carbono con el objetivo de estudiar la
interaccién entre los farmacos Tinidazol, Doxorubicina, sus metabolitos vy
Kanamicina A. El biosensor propuesto permitira monitorear la interaccion quimica
entre las moléculas (ARN 6 ADN, Tinidazol, Doxorubicina y Kanamicina A) utilizando
la técnica electroquimica VDP; esta interaccion originara una variacion en las
sefales analiticas de oxidacion de Guanina y Adenina, ya sea el incremento o
disminucién de la corriente, asi como el desplazamiento del potencial de pico de las

bases puricas.

Dado que es posible la preparacion de metabolitos de farmacos mediante técnicas
electroquimicas, se busca producirlos mediante la aplicacion de un potencial
electroquimico durante un tiempo (in situ), y se evaluara simultdneamente la
interaccion de las nuevas moléculas con cada una de las bases puricas del ADN y

ARN en la misma celda electroquimica.

5. Hipoétesis
La produccion electroquimica de los metabolitos de Tinidazol y Doxorubicina
mediante la modulacion de un voltaje y del tiempo generara la reduccion/oxidaciéon
de las moléculas de farmacos produciendo especies reactivas (activacion) que

interaccionaran con oligémeros de ADN 6 ARN originando cambios en su estructura,
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estos cambios se pueden medir electroquimicamente evaluando las sefales de
oxidacion de la Adenina y la Guanina. Por lo tanto, un biosensor electroquimico de
ADN 6 ARN permitira analizar y medir la interaccion entre las especies quimicas

con las bases puricas presentes en el ADN y ARN.

6. Objetivos

6.1. Objetivo general
Desarrollar un biosensor electroquimico mediante la adsorcion de oligobmeros de
ADN 6 ARN sobre un electrodo de carbono, que por VDP permita determinar el
efecto de los farmacos sobre las bases puricas de Tinidazol, Doxorubicina, sus

metabolitos producidos electroquimicamente y Kanamicina A.

6.2. Objetivos particulares

1. Caracterizar y evaluar el comportamiento electroquimico del Tinidazol y
Doxorubicina mediante estudios de efecto del pH y la velocidad de
barrido.

2. Producir metabolitos de Tinidazol y Doxorubicina mediante VDP vy
citocromo p450 reductasa.

3. Optimizar la concentracion de enzima y tiempo de reaccién, asi como la
concentracion de farmacos (Tinidazol y Doxorubicina) utilizado para
producir cantidades medibles de metabolitos

4. Cuantificar la concentracién de Tinidazol y Doxorrubicina reducido
mediante la interpolacion en curvas de calibracion.

5. Establecer las condiciones experimentales que favorezcan la interaccion
de las bases puricas de ARN/ADN, los metabolitos de Tinidazol y
Doxorubicina producidos y Kanamicina A.

6. Inmovilizar ARN/ADN mediante adsorcion en la superficie de electrodos
de carbon.

7. Optimizar la concentracion de ARN/ADN, electrolito soporte y técnica de

adsorcion.

N
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7. Metodologia

7.1. Reactivos y aparatos

Tinidazol, Guanina, Adenina, Doxorubicina, Kanamicina A, agua libre de
RNAsas, RNAsa away (reactivo descontaminante) se obtuvieron de Sigma-
Aldrich (St. Louis, MO, USA), los oligonucleétidos sintéticos de ARN se
adquirieron de bio.mers GmbH (Uml, Baden-Wurttemberg, Germany) mientras
que el ADN se obtuvo de Sigma-Aldrich, el cual corresponde a una regién
caracteristica del virus ECHO (Coxsackie virus B3). Las secuencias usadas

fueron las siguientes:
ADN

Oligonucleétido O1. 5-TAGGATTAGCCGCATTCA-3’
ARN

Oligonucledtido O2. 5-CCCCCCCCCCCCCCC-3
Oligonucledtido O3. 5-AUAUAUAUAUAUAUA-3’
Oligonucledtido 0O4. 5-GCGCGCGCGCGCGCG-3’
Oligonucledtido 05. 5-GGCCC-UAAAAAU-GGGCC-3
Oligonucledtido 06. 5’-GUG AAG UCG-3’
Oligonucledtido O7. 5-CGU CAC AC-3’

Las principales caracteristicas de cada oligonucleétido enlistado anteriormente son

los siguientes:

El oligonucledtido O1 es un oligonucleétido de ADN de cadena simple que contenia
todas las bases puricas y pirimidicas. El oligonucleétido O2 es una cadena simple
de ARN que contiene unicamente citosina (C), O3 y O4 son oligonucledtidos
apareados compuestos por una purina y una pirimidina de tal manera que puedan
aparearse para formar la doble hebra. EI O5 es un oligonucleétido que contenia dos

estructuras diferentes las cuales son, una region de doble hélice (que contenia Gy
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C) y una hebra simple de A (poli A) que esta situada en medio del oligonucleétido

formando un bucle.

Para la construccion del sitio procariota A en el ARN, el oligonucleétido O6 y O7 se

alinearon de acuerdo a las especificaciones del fabricante.

7.2. Parametros voltamperométricos
Los experimentos se llevaron a cabo usando un potenciostato-galvanostato Autolab
con software Nova 1.7. Se probaron tres diferentes materiales de carbono como
electrodo de trabajo, en una celda electroquimica de tres electrodos con las
siguientes configuraciones, 1) electrodo de trabajo de carbon vitreo (GCE, por sus
siglas en inglés), como referencia un electrodo de plata/cloruro de plata (Ag/AgCl),
y como contraelectrodo un alambre de platino (Pt); 2) un electrodo serigrafiado de
carbono CSPE (por sus siglas en inglés Carbon Screen Printed Electrode) en el que
estan contenidos un electrodo de trabajo y contraelectrodo de grafito y plata como
electrodo de pseudoreferencia; y 3) un electrodo de trabajo y contraelectrodo de

oxido de grafeno reducido (rGO), y plata como pseudoreferencia.

7.3. Caracterizacion electroquimica de Guanina, Adenina, Tinidazol y
Doxorubicina mediante VC y VDP

El proceso electroquimico de reduccion de Tinidazol, Doxorubicina y de oxidacion

de la Adenina y la Guanina se analizé usando las técnicas VC y VDP. Las

mediciones de VC se llevaron a cabo con una solucion de T, Ay G 100 uM, a una

velocidad de barrido de potencial de 100 mVs™' en solucién amortiguadora (SA)

Britton-Robinson (BR) pH 7.5+0.1, mientras que el analisis de D se realiz6 a pH

6.5+0.1. Las mediciones de VDP se realizaron a una velocidad de 12 mVs™".

7.3.1. Estudio de pH de Tinidazol y Doxorrubicina mediante VDP
Se utilizé una SA BR para evaluar el efecto del pH sobre la respuesta anddica de
una solucion de T y D 100 pM, en un intervalo de 2 a 12 unidades de pH, con una
velocidad de barrido de 12 mVs-!, amplitud de pulso 49.95 mV e intervalo de tiempo
de 500 ms.
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7.3.2. Estudio de velocidad de Tinidazol y Doxorubicina por VC
La naturaleza del proceso de reduccion de T sobre sobre GCE se estudiéo mediante
el efecto de la velocidad de barrido sobre el potencial de pico (Epc) para una
solucion de T 100 yM en SA RB pH 7.51£0.1. Las condiciones voltamperométricas
fueron las siguientes: ventana de potencial: potencial de corriente nula (Ecn) a -1.3

V, intervalo de velocidades de barrido analizadas: 10-1000 mVs™".

7.4. Cuantificacion
7.4.1. Curva de calibracion de Guanina

Se realizd una curva de calibracion de G en SA RB pH 6.5+0.1. El intervalo de
concentraciones analizado fue de 0.099 a 11.5 yM con las siguientes condiciones:

ventana de potencial: Ecn a 1.1 V; y velocidad de barrido 12 mVs™.

7.4.2. Curva de calibracion de Adenina

Se realiz6 una curva de calibraciéon de A en SA RB pH 6.5+0.1. El intervalo de
concentraciones analizado fue de 0.99 a 48 yM con las siguientes condiciones:

ventana de potencial: Ecn a 1.3 V; y velocidad de barrido 12 mVs'.

7.4.3. Curva de calibracion de Tinidazol

Se realiz6 una curva de calibracion de T en SA RB pH 7.5+0.1. El intervalo de
concentraciones analizado fue de 0.99 a 330 uM con las siguientes condiciones:

ventana de potencial: Ecn a -1.3 V; y velocidad de barrido 12 mVs-'.
7.4.4. Curva de calibracion de Doxorubicina

Se realizé una curva de calibracién de D en SA RB pH 6.5+0.1. El intervalo de
concentraciones analizado fue de 20 a 260 nM con las siguientes condiciones:

ventana de potencial: Ecn a -1 V; y velocidad de barrido 12 mVs™.
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7.5. Produccion de metabolitos

7.5.1. Tinidazol
7.5.1.1 Enzimatica

El medio de reaccion consistio en una mezcla de T 1 mM, Citocromo C reductasa
(CYC) (concentracion varible) en SA BR 0.1 M pH 7.5 en presencia y ausencia de
O2 por diferentes tiempos (h). La atmdsfera inerte se logré burbujeando N2 (1
min/mL). La reaccion se inicié mediante la adicién de NADH (concentracion variable)

y se termind anadiendo acido tricloroacético.

Una vez terminada la reaccién, se procedio a la dilucion y lectura de las soluciones
mediante VDP a 12 mVs™'. Las lecturas se realizaron barriendo hacia potenciales

de reduccién y oxidacion para seguir las sefiales de oxido-reduccion del farmaco.
7.5.1.2 Electroquimica

El medio de reaccion consistio en una mezcla de T 100 yMy 1 mM, en SA BR 0.1
M pH 7.5 en ausencia de Og2, aplicando potenciales antes, en y después del
potencial de reduccion del T por diferentes tiempos (seg) para identificar el tiempo
optimo de reduccion. Las lecturas se realizaron barriendo hacia potenciales de

reduccion y oxidacién para seguir las sefales de oxido-reduccion del farmaco.
7.5.2 Doxorubicina
7.5.2.1 Electroquimica

El medio de reaccion consistiéo en una mezcla de D 100 nM y, en SA BR 0.1 M pH
6.5 en ausencia de Oz, aplicando potenciales antes, en y después del potencial de
reduccion de D por diferentes tiempos (seg) para identificar el tiempo 6ptimo de
reduccion. Las lecturas se realizaron barriendo hacia potenciales de reduccion y

oxidacion para seguir las sefales de oxido-reduccién del farmaco.

// - '?’/ . (//Z’ s
//,ﬂﬂ&//‘éﬂl/ erz (Oterzcectd Trssnscrcenlicas



g
%

2

;P
A *
[=]
=
=
§

Casa ahierta al tiempo

W EHS,:'@

7.6 Evaluacion de la interaccion metabolitos de farmacos con las bases
puricas

7.6.1 Tinidazol y Doxorubicina

Una vez identificados los potenciales y tiempos de electrdlisis 6ptimos, se realizaron
mezclas de las bases puricas y T, asi como la mezcla de las bases puricas y D en
solucién acuosa, seguida de una microelectrdlisis. Los cambios en las sefales de
oxidacion de las bases puricas se siguieron mediante VDP. Como resultado se
espera que la interaccion quimica entre las moléculas origine una variacién en las
sefales de oxidacion de G y A, la disminucion de las sefiales de oxidacion o la

aparicion de nuevas sefales asociadas a la generacion de nuevas especies.

7.7 Preparacion del biosensor
El electrodo utilizado para inmovilizar los oligomeros de los AN se eligio tomando

en cuenta la mejora en las sefales electroquimicas de las bases puricas.

Todas las soluciones se prepararon en agua libre de ARNasas y el material usado
fue descontaminado previo a su uso. Las mediciones electroquimicas fueron
realizadas mediante VDP con un potenciostato/galvanostato Metrohm pAutolab tipo
[Il'y el programa NOVA 2.1.3 Metrohm Autolab B.V. El sistema de tres electrodos:
rGO como electrodo de trabajo y contraelectrodo, plata como referencia estuvieron
integrados en el electrodo serigrafiado. Todos los experimentos se realizaron a

temperatura ambiente.

7.7.1 Inmovilizacién de oligédmeros de ADN y ARN

La inmovilizacion de los AN sobre el electrodo de trabajo se realizé mediante el
goteo de 2 pyL de 100 uyM ADN 6 ARN (100 ng) y secado a temperatura ambiente
para evaporar el solvente. El electrodo con la capa de ADN 6 ARN se enjuagd con

agua libre de ARNasas para eliminar el ARN 6 ADN no adsorbido.

4
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7.7.2 Procedimiento de deteccion de la interaccion entre farmaco y ADN/ARN
mediante el uso del biosensor

Una vez construido el biosensor de ADN 6 ARN se realizé una VDP para identificar
las sefales de oxidacion de las bases puricas. Posteriormente, se realizé un nuevo
biosensor al cual se afadio el farmaco, y este ultimo se activod in situ cuando fue
necesario. Todas las mediciones electroquimicas se realizaron en solucion
amortiguadora de acetatos (SAA) pH 4.5 debido a que este valor favorecio la

oxidacion de G y A, y por lo tanto su deteccion.

7.7.2.1 Preparacion electroquimica de los metabolitos de Tinidazol

Para activar el T a sus metabolitos intermediarios, se realizd6 una electrdlisis
aplicando -0.6 V por 60 segundos para producir el derivado hidroxilamina.
Adicionalmente, se realiz otra electrolisis a -0.6 V por 60 segundos y +0.1 V por 60
segundos para producir el derivado nitroso. Las condiciones para la preparaciéon de

los metabolitos se optimizaron previamente en el apartado 8.5.1.2.

7.7.2.2 Interaccion del ADN y ARN adsorbido en la superficie del electrodo

con Tinidazol

Después de la construcciéon del electrodo, y la posterior adsorcion de ADN y ARN
(100 ng), se colocé una gota 30 yL de T 1 mM en SAA) 0.1 M, pH 4.5 sobre el
sistema de electrodos. Después de la produccion de los metabolitos de T in situ, la
interaccion de estos ultimos con ARN se determiné mediante la comparacion en los

cambios de las sefiales de oxidacion de las bases puricas.

Las condiciones usadas para la VDP fueron las siguientes: potencial inicial, 0.0 V,
potencial final potencial, +1.60 V; modulacién de la amplitud, 70 mV; step potential,
12 mV; modulacién del tiempo, 0.02 s. Las repeticiones se llevaron a cabo mediante
la adsorcion de nuevas capas de ADN y ARN siguiendo la metodologia desarrollada

en el apartado 8.7.1.

I7
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7.7.2.3 Interaccion del ARN adsorbido en la superficie del electrodo con

Kanamicina A

Una vez preparado el biosensor de ARN, se colocé una solucion de 100 uM de
Kanamicina A en pH fisiolégico (SA de fosfatos) y este sistema se evalu6é a
diferentes tiempos: 5,15,30 y 60 min. Una vez transcurrido el tiempo, la interaccion
se determiné mediante VDP en SAA como electrolito soporte. El analisis se llevo a

cabo comparando la magnitud de las sefales de oxidacion de Gy A..

8. Analisis y discusion de resultados
Con el objetivo de obtener informacion util que permita tanto la activacién de los
farmacos, asi como facilitar las etapas en el desarrollo del biosensor de ADN y ARN
se hicieron necesarios estudios previos en donde se analice el comportamiento de
las moléculas sobre un electrodo de carbono. Estos engloban 1) la identificacién de
las sefiales redox, 2) el estudio de pH y 3) el estudio de velocidad de las moléculas
en cuestién. Dada la simplicidad de uso y la reproducibilidad del GCE, se eligio este

electrodo para realizar dichas pruebas preliminares.

8.1 Caracterizacion de bases puricas

Con el objetivo de identificar las sefales redox de las moléculas analizadas, (G, A,
T y D) se realizaron los VC y VDP. La identificacion de estos permitira conocer el
potencial de electrodo al cual la molécula se oxida o reduce, proporcionando
informacion atil para la activacion de los farmacos, asi también para la comparacion

de las senales voltamperométricas en presencia y ausencia de las bases puricas.

Los VC y VDP de G y A en un GCE se muestran en la Figura 2A y 2B
respectivamente. Para VC, se muestra dos picos anddicos, Epa, correspondientes
a la oxidacion de G (Epa G=0.87 V) y A (Epa A=1.20 V), como resultado de la
transferencia de dos electrones y dos protones para cada base. Puesto que no se
observaron picos de reduccion, se infiere que el proceso es irreversible para ambas
moléculas. En VDP las sefales de G y A se presentan a potenciales de 0.8 y 1.12

V, respectivamente.
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8.2 Caracterizacion electroquimica de farmacos

8.2.1Tinidazol

EI'VC y VDP de T se muestran en la Figura 2D y 2E, respectivamente. Para VC, se
muestra un pico catédico, Epc, correspondiente a la reduccion de T para formar su
derivado hidroxilamina (Epc =-0.75 V) mediante la transferencia de cuatro
electrones y cuatro protones. Puesto que no se observaron picos de oxidacién en el
en el inicio del primer ciclo de potencial se infiere que la molécula no se oxida, sin
embargo, después de la reduccidn y al variar el potencial en direccion positiva se
observaron sefales electroquimicas que podrian estar relacionadas con la
oxidacioén de la hidroxilamina, tales como el derivado nitroso o el compuesto azoxy.

En VDP la sefal de reduccion de T se observo a -0.71 V.

8.2.2 Doxorubicina

EIVCy el VDP de D (H2Q-R-Q) se muestran en la Figura 2G y 2H, respectivamente.
Para VC, el barrido se inicia hacia potenciales negativos, muestra un pico catédico
correspondiente a la sefial de reduccion del grupo quinona de la D en un proceso
de transferencia de dos electrones y dos protones (Ep | =-0.89 V). Al invertir el
barrido del potencial se observan dos picos de oxidaciéon en donde cada uno
involucra la transferencia de un electrén (Ep Il y Ep I’ =0.57 y 0.29 V). Si se inicia
el barrido en direccion positiva, ocurre la oxidacion del grupo hidroquinona de D
mediante la transferencia de dos electrones y dos protones, esta sefial de oxidacién
de los grupos hidroxilos en D ocurre a un Ep Il =0.4 V y al invertir el sentido del
barrido en Ep IV=-0.12 V ocurre el proceso inverso para regenerar el grupo
hidroquinona. Tomando en cuenta la diferencia de potencial de los picos anddicos
y catddicos, la relacion entre las alturas de pico se puede establecer que las
reacciones de oxido-reduccién de D son procesos de transferencia electronica

cuasireversibles (114).

En cuanto ala VDP de D, se observa un pico ancho de reduccion a -0.67 V, mientras

gue cuando se barre hacia potenciales de oxidacion se observa un pico de oxidaciéon
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definido a 0.44 V, ver Figura 2F. Los picos de reduccion de la quinona en D (H2Q-
R-Q) son indicativos de la posibilidad de un proceso de reduccién en donde la
transferencia sea de un de electron, para formar la semiquinona (H2Q-R-Q*), esta
semiquinona se protona (H2Q-R-QH°) y favorece la transferencia del segundo

electréon (H2Q-R QH") y el segundo protén para formar la hidroquinona (H2Q-R-QHz2):
H2Q-R-Q + 1e- —~ H2Q-R-Q",
H2Q-R-Q" + 1H* — H2Q-R-QH’,
H2Q-R-QH’ + 1e- —~ H2Q-R-QH",

H2Q-R-Q + 2e- +2H* —~ H2Q-R-QH:2

T5
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Figura 2. A. VC y B. VDP de Gy A, 100 uM en SA BR 0.1M pH 7.5 y C. sus
respectivos procesos de oxidacion; D. VC y E. VDP de T,100 uM en SA RB 0.1 pH
7.5y F. sus respectivos procesos de reducciéon; G. VC y H. VDP de D,100 uM en

SA RB pH 6.5. SA y I. su respectiva oxidacion/reduccion. Blancos (m) y analitos (m).

8.2.2 Estudio de pH

El estudio de pH se realizd con el objetivo de conocer si la reaccion electroquimica
de reduccidn u oxidacion de las moléculas presentan reacciones quimicas
acopladas, es decir, si la concentracion de iones hidronio influye sobre la reduccion
u oxidaciéon de las moléculas estudiadas. Esta informacion permitira determinar el
mejor valor de pH (mayor corriente, menor potencial y picos definidos) para realizar

las pruebas posteriores.
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8.2.2.1 Tinidazol

Los VDP del estudio de pH se obtuvieron en un intervalo de 2 a 12 unidades. Se
observo que el potencial de reduccién esta en funcién del pH teniendo una relaciéon
indirecta puesto que existe un desplazamiento del potencial de pico anddico de T
hacia potenciales mas negativos con el aumento del pH, es decir a medida que
disminuye la concentracion de iones hidronio se requiere mayor energia para reducir
a T en solucion, por lo que la reduccion electroquimica de T presenta reacciones

quimicas acopladas, ver Figura 3A.

La pendiente de E vs pH, muestra un segmento lineal a valores bajos (acidos) con
una pendiente cercana al valor tedrico que predice la ecuacion de Nernst, por lo que
el mecanismo del proceso de reduccidon en medio acuoso involucra el mismo

numero de protones y electrones, ver figura 3C.

La ecuacion que predice la dependencia del potencial sobre el valor del pH es la

siguiente:
Epc (V)=-0.075-0.28 pH
(Ecuacién 1)

Para valores mayores a pH 6 la reduccion electroquimica de T es independiente

del pH, debido a esto se eligié pH 7.5 para las mediciones subsecuentes.

8.2.2.2 Doxorubicina

Los VDP del estudio de pH se obtuvieron en un intervalo de 2 a 11 unidades. Se
observd que existe un desplazamiento del potencial de pico catddico de D hacia
potenciales mas negativos con el aumento del pH, ver Figura 3B, es decir a medida
que disminuye la concentracién de iones hidronio se requiere mayor energia para
reducir a D en solucién, por lo que su reduccion electroquimica presenta reacciones

quimicas acopladas.
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La pendiente de E vs pH, muestra un amplio segmento lineal (2-10) con una
pendiente cercana al valor teérico que predice la ecuacidén de Nernst, por lo que el
mecanismo del proceso de reduccion en medio acuoso involucra el mismo numero

de protones y electrones, ver Figura 3D.

La ecuacion que predice la dependencia del potencial sobre el valor del pH es la

siguiente:
Epc (V)=-0.054 - 0.29 pH
(Ecuacioén 2)

Dados estos hallazgos, se asume que la reduccion electroquimica de D es
dependiente de la concentracién de iones hidronio. El valor de pH seleccionado fue

6.5, ademas de ser un valor cercano al pH fisiolégico se obtuvo una senal definida.

8.2.3 Estudio de velocidad

Con el objetivo de conocer si el proceso de oxido-reduccidon que ocurre sobre la
superficie del electrodo esta controlado por difusién o adsorcidon de las especies
electroactivas, se investigd el comportamiento electroquimico de las moléculas a
diferentes velocidades de barrido. Siguiendo los criterios establecidos por Nicholson
y Shain se determiné si el proceso esta controlado por la difusion cuando la relacién
entre la corriente (i) vs la raiz de la velocidad de barrido (V'?) es lineal y por
adsorcion cuando la corriente (i) vs la velocidad de barrido (V) es lineal.

8.2.3.1 Tinidazol

El estudio de velocidad se realizd en un intervalo de 10-1000 mVs-'. El gréafico
obtenido de corriente de pico vs la raiz cuadrada de la velocidad de barrido muestra
una relacion lineal como se observa en la Figura 3E, lo que sugiere que el proceso
asociado con la reduccion electroquimica de T esta controlado por difusion de las
especies electroactivas. De acuerdo a la ecuacion de Randles-Sevcik, para una
reaccion irreversible, la relacion lineal esta dada por la siguiente ecuacion:
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lpc=-0.90 v'2 (mVs") -2.40; R2 = 0.9975
(Ecuacién 3)
8.2.3.2 Doxorubicina

El estudio de velocidad se realizd en un intervalo de 10-1000 mVseg™'. Se empled
la relacién lineal obtenida entre las corrientes de pico y la velocidad de barrido, como
se observa en la Figura 3F, se encontrd una relacion lineal para todas las senales
de oxidacion/reduccion, lo que sugiere que todos los procesos asociados con la
reduccion y oxidacion electroquimica de D estan controlados por la adsorcion de las
especies electroactivas. Las relaciones lineales de los picos de oxidacion y

reduccion estan dadas por las siguientes ecuaciones:
lpc1=-0.044590 v'2 (mVs™) -1.489; R? = 0.9893
(Ecuacién 4)
Ipc2=-0.019490 v2 (mVs") +0.5538: R? = 0.9972
(Ecuacion 5)
Ipa1=0.0202v"2 (mVs) -0.0049; R2 = 0.9835

(Ecuacioén 6)

Ipa2=0.01840 v'2 (mVs) +1.3368; R? = 0.9931
(Ecuacién 7)

Debido a la fuerte adsorcion de D en el GCE, los experimentos subsecuentes se
realizaron sobre un electrodo serigrafiado de carbono (por sus siglas en inglés,
Carbon Screen Printed Electrode, CSPE). La ventaja de usar este electrodo es que
puede ser usado y desechado para realizar nuevos experimentos, evitando de esta
manera interferencias debidas a la contaminacion de las especies adsorbidas de D.
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,8m,9m, 10

, 11 m, 12 m; y grafica que muestra la dependencia de la intensidad de corriente (m)
y potencial de pico catédico (m) en funcién del valor de pH de C. T y D D. Graficas
que muestran la dependencia lineal de la corriente de E. T en funcién de la raiz
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funcién de la velocidad de barrido (proceso controlado por adsorcion). [n=3].
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8.3 Cuantificacion

8.3.1 Guanina

Considerando que los cambios en la corriente de oxidacibn de G podrian
relacionarse con la concentracion que interacciona con los metabolitos de los
farmacos en cuestion, se construyd una curva de calibracidon siguiendo la respuesta
analitica de oxidacion de G en funcion de la concentracién afiadida en un intervalo

de 0.099 a 11.5 pyM, como se muestra en la Figura 4A y 4B.
La ecuacion de la recta esta dada por:
lpc (WA)= 0.0663c (uM)+0.0097, R?=0.9951 (Ecuacion 8)

8.3.2 Adenina

Asimismo, los cambios en la corriente de oxidacién de A podrian relacionarse con
la concentracién que interacciona con los metabolitos de los farmacos en cuestion.
Se construyd una curva de calibracion siguiendo la respuesta analitica de oxidacién
de A en funcién de la concentracién afiadida en un intervalo de 0.99 a 48 uM, como

se muestra en la Figura 4C y 4D.
La ecuacion de la recta esta dada por:
Ipc (WA)= 0.0369c (uUM)+0.0475, R?=0.9913 (Ecuacién 9)

8.3.3 Tinidazol

Teniendo en cuenta que la reduccién electroquimica de T esta controlada por la
difusion de las especies electroactivas sobre GCE, el analisis cuantitativo se ve
favorecido por lo que construy6 una curva de calibracion en un intervalo de 0.99 a
300 upM, ver figura 4E y 4F, siguiendo la respuesta analitica de reducciéon del
farmaco en funcién de la concentracién afadida, lo cual permitira determinar la

concentracion de T inalterado después de la produccion de sus metabolitos.

La ecuacion de la recta esta dada por:
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Ipc (pA)= 0.009¢ (uM)+0.062, R2=0.998

(Ecuacién 10)
8.3.4 Doxorubicina

Para determinar la cantidad de farmaco inalterado después de la produccién de sus
metabolitos se construyd una curva de calibracion en un intervalo de 20 a 260 nM,
siguiendo la respuesta analitica de reduccion del farmaco en funcidon de la

concentracion afadida, como se muestra en la Figura 4G y 4H. La ecuacion de la
recta esta dada por:

Ipc (pA)= 0.0158¢ (nM)-0.2094, R2=0.9937 (Ecuacién 11)
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Figura 4. VDPs que muestran la corriente en funcion del potencial de electrodo a
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de calibracion, B) G, D) A, F) T y H) D. Intervalo de concentraciones de T: 0.99-300
MM; D: 20-260 nM, G: 0.099-47.6 uM y A: 0.099-11.5 uM. [n=3].
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8.4 Produccion de metabolitos

8.4.1Tinidazol
8.4.1.1 Enzimatica

La activacion de T mediante la reduccion del grupo nitro se realiz6 mediante la
reduccion enzimatica de T por citocromo C reductasa (CYC). Se realizaron mezclas
de cuatro sistemas independientes por 1.5 horas, éstas contenian relaciones
estequiométricas de NADH de 0.5, 1, 2 y 3 a 1 de CYC reductasa. Esta serie de
experimentos se llevo a cabo para conocer si la estequiometria del agente reductor
influia sobre el producto final de reduccion del T, es decir si controlando la cantidad
de agente reductor se podria obtener el derivado radical, nitroso, hidroxilamina, o
amina. En la figura 5A se observa que hubo una disminucion en la sefial de pico
anddico y un desplazamiento de potencial de pico respecto a la sefal de T inicial, lo
que indica que ocurrié una reaccién enzimatica de reduccion. Sin embargo, la
estequiometria de NADH no influyé significativamente en la reduccion de T, ya que
las sefiales en la corriente y potencial de los sistemas antes mencionados fueron

muy similares entre si.

En otro experimento se evalud la cantidad de enzima utilizada, para determinar la
cantidad 6ptima necesaria para reducir al T, los resultados se muestran en la figura
5B. Al analizar ambos tiempos (1.5 y 3 horas) se concluyé que no hubo cambio en
la posicién del pico catédico para las tres variaciones de concentracion de enzima
utilizada, tal y como se esperaba. Por otro lado, se observan diferencias en las
corrientes de pico catédico de T reducido, para las distintas concentraciones de
enzima en cuestion (2.1 yg/mL, 300 pg/mL y 1 mg/mL), sin embargo, la diferencia
de T reducido entre 300 pg/ mL (1.5 h, 50.3% y 3 h, 37.6%) y 1 mg/mL (1.5 h, 45.9%
y 3 h, 32.9%) no es significativa. El efecto del tiempo de reaccién (1.5y 3 h) sobre
la reduccion enzimatica de T usando la concentracion de enzima mas baja (2.1
pg/mL), redujo la sefial de T un 88.6% y 55.7 % después de 1.5 y 3 horas

respectivamente. Con base en estos resultados, se hizo notorio que una
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concentracion de 300 pg/mL de enzima es Optima para llevar a cabo las reacciones

de reduccion eficientemente.

Es importante mencionar que no se observaron picos de oxidacion, una vez que se
llevo a cabo la reduccion del grupo nitro a hidroxilamina, cuando se realizé el VDP

hacia potenciales positivos.

8.4.1.2. Electroquimica

El medio de reaccion consistié en una solucion de T 100 uM en SABR 0.1 MpH 7.5
como electrolito soporte. Se realizé una microelectrdlisis, para generar su derivado
hidroxilamina, aplicando diferentes potenciales: antes del pico de reduccién (-0.6 V),
en el pico (-0.7 V) y después del potencial de pico catodico (-0.8,-0.9 y -1 V) durante
diferentes tiempos: 60, 120,180, 240 y 300 segundos. La sefial de reduccién mas
definida se observé al aplicar -1 V por 60 segundos y los incrementos de tiempo de
electrolisis no influyeron en la corriente de pico catédico, ver Figura 5C. Después de
realizar el barrido hacia potenciales positivos, se observé la aparicion de una nueva
sefal a 0.35 V, que podria atribuirse a la oxidacion del derivado hidroxilamina a
nitroso. Sin embargo, las corrientes de oxidacion de la nueva especie a 0.35 V
fueron menores a 0.1 YA, debido a esto se aumentod la concentracion de T a 1 mM,
siendo esta ultima la que se utilizé para evaluar su interaccion con las bases puricas.
Contrario a lo que se esperaria, incrementos en el tiempo de electrélisis mayores a
120 segundos originan una disminucion de la corriente de pico anddico, por lo que
se intuye que otras especies se podrian forman, debido a esto el intervalo de

electrolisis estuvo entre 60 y 120 s, ver Figura 5D.

Es importante mencionar que las sefales de reduccion y oxidacion de T se
asignaron con base en el comportamiento electroquimico de nitroheterociclos como

el metronidazol, su analogo estructural (115,116).
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8.4.2 Doxorubicina

8.4.2.1 Electroquimica

El medio de reaccion consistié en una soluciéon de D 100 nM en SA BR 0.1 M pH
6.5 como electrolito soporte. Se realizé una microelectrdlisis, aplicando diferentes
potenciales: antes (-0.7 V), en (-0.8 V) y después del potencial donde aparece el
pico de reduccién (-0.9 y -1 V), por diferentes tiempos: 60, 120, 180, 240, y 300
segundos mientras se siguen las sefales de reduccion de D. La condicion optima
de electrolisis se observoé al aplicar -0.8 V. Al aumentar el tiempo de electrodlisis se
observé un desplazamiento del potencial de pico catédico de D, el cual permanecio

constante después de 180 s; mientras la corriente de pico incrementd, ver Figura
5E.

Se realizé otra electrdlisis adicional aplicando 0.3 V por 60, 120, 180, 240 y 300 s,
con el objetivo de oxidar la hidroquinona de D. Como resultado se observd un
desplazamiento del potencial y la disminucion de la corriente de pico anddico;

después de 240 s la sefal desaparecio, ver Figura 5F.
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Figura 5.A. VDP de T 100 uM que muestra la corriente en funcién del potencial de
pico catédico a diferentes estequiometrias de CYC-NADH usadas para reducir T:
Tt=0 (m), Tos:1 (m), T1:1 (m), T2 (m), T34 (m). El medio de reaccién consistié de 2.1
pMg/mL de CYC, 1 mMde T en SABR 0.1 M pH 7.5 en ausencia de Oz, variando la
cantidad de NADH. B. Grafica que detalla la dependencia de la intensidad de
corriente y potencial de pico catédico de T 100 uM en funcion del tiempo de reaccién
para una estequiometria 3:1 NADH/T, usando 2.1 ug/mL(e), 300 pg/mL (m), y 1
mg/mL (') de CYC. VDPs de C T y E D a diferentes tiempos de electrolisis, los
cuales representan la reduccion electroquimica de los compuestos; asi también se
muestran los respectivos VDPs de la reoxidacion del producto de reduccion de D T
y F D. Tiempos de electrélisis: O (m), 60 (m), 120 (m), 180 (m), 240 (m), 300 ( ), 360
(m).
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8.5. Interaccion metabolitos farmacos-bases puricas

Previo a la construccion del biosensor, los estudios para probar la interaccion entre
los metabolitos de los farmacos y las bases puricas se llevaron a cabo en solucién,
en dos pasos simultaneos. Primero se realizd la microelectrélisis sobre la superficie
del electrodo de trabajo mediante la aplicacion del potencial (elegido en la seccion
9.4.1.2y9.4.2.1) y aumentando el tiempo de electrdlisis. Una vez que se ha activado
el farmaco sobre la superficie del electrodo se realiza inmediatamente una medicion
de VDP. Las diferencias entre los voltamogramas de la mezcla con el farmaco
inactivado y activado se toman como indicio de una interaccién entre las bases
puricas en solucion y los metabolitos del farmaco generados electroquimicamente

en la superficie del electrodo.

8.5.1 Tinidazol

Para la interaccion de las especies de T y las bases puricas, se analizaron dos
condiciones: la primera condicidn consistié en aplicar -1 V por 60 segundos (para
producir el derivado hidroxilamina) y la segunda en aplicar -1 V y +0.24 V por 60

segundos cada potencial (para producir el derivado nitroso).

En ausencia de farmaco, se observa que los potenciales (-1V, Anexo 2Ay 2 C o -
1V y +0.3 V, Anexo 2E y G) inducen un aumento en la sefial de ambas bases
puricas, en el caso de G es del 11% y 8% en presencia de ambos potenciales (60 y

120 s respectivamente), mientras que A tiene un aumento de 12% y 35%.

Al analizar las interacciones de G con los metabolitos de T, ver Figura 6A, el
derivado hidroxilamina disminuyd 14.25 % la sefial de G mientras que el derivado
nitroso disminuy6é 54.29 % la sefal de G en un minuto. La interaccion de la
hidroxilamina con A se observé mediante la disminucion de la sefial de A un 14.39
% y el desplazamiento de su potencial de pico anddico. Cuando se formo el derivado

nitroso la sefal de A disminuy6 69.85 % en tan solo un minuto, ver figura 6B.

Cuando ambas bases puricas estuvieron en solucion, el derivado hidroxilamina

disminuyé 36.39% la sefial de G mientras que el derivado nitroso disminuy6 34.03
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% la corriente de pico de G. Después de aumentar el tiempo de electrdlisis para
favorecer exclusivamente la produccion del derivado nitroso, la disminucion del pico
de G fue de 37.15%. Por otro lado, la produccion de hidroxilamina disminuy6 49.47%
la sefial de A, mientras que el derivado nitroso disminuy6 52.18 % la sefial de A.
Después de aumentar el tiempo de electrolisis para favorecer exclusivamente el
derivado nitroso, se observé una disminucion de 63.31% en la sefial de A en dos

minutos, ver Figura 6C.

8.5.2 Doxorubicina

Para la interaccién de D y las bases puricas, se analizaron dos condiciones: la
primera condicidn consistié en aplicar -0.8 V (para formar el derivado hidroquinona),
la segunda en aplicar +0.3 V (para producir el derivado quinona) para favorecer la
generacion de ROS mediante la oxidacion y reduccién de D. El tiempo de electrolisis

se vari6 por 60 y 120 segundos.

En ausencia de D, se observa que los potenciales (-0.8, Anexo 3A y 3A’; +0.3 V,
Anexo 3C y 3C’, 6 ambos potenciales 3C y 3 C’, Anexo 3E y 3E’; para Gy A
respectivamente) inducen un aumento en la sefal de ambas bases puricas. Para el
caso del potencial de reduccién, -0.8V, la corriente de G aumenta su intensidad un
46.22% cuando se aplica por 60 segundos, por el contrario, cuando se extiende a
120 segundos, la corriente de G aumenta 4.6%, ver Figura 6A. Después de aplicar
el potencial de oxidacion, +0.3 V, la corriente de G disminuye 13.75% y 15.7%
cuando se aplico por 60 y 120 segundos, respectivamente. Para A, el potencial de
reduccion (-0.8V) por 60 y 120 segundos indujo un incremento de la sefial de A un
53.25% y 143.26%, respectivamente. El potencial de oxidacién (+0.3V) aplicado por
60 segundos indujo una disminucién de la sefial de A un 58.57% mientras que

aplicado por 120 segundos aumento 4%.

Cuando se produjo la hidroquinona, aplicando -0.8V, por 60 segundos también se
observo un aumento de la corriente de G de 11.82% y de 19.2% cuando el tiempo
se duplicé a 120 segundos. Por otro lado, la corriente de A aumento 27% al aplicar
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el potencial de reduccién por 60 segundos y un 32.43% de la corriente de A, cuando
el tiempo se duplicd a 120 segundos. Estos valores son menores de los obtenidos
en ausencia del farmaco, por lo que podrian tomarse como un indicio de la
disminucién de la corriente de ambas bases puricas debida a los metabolitos de la

D producidos electroquimicamente.

Con respecto a las sefiales atribuidas a D en +0.3 V, se observa que al reducir la D
aplicando un potencial de -0.8 V la sefial de su oxidacion disminuye lo cual es de
esperarse puesto que gran parte de la quinona inicial esta reduciéndose para formar
la hidroquinona, como consecuencia, la quinona que no se reduce, se oxida y esta
cantidad sera menor que la cantidad inicial. Se observa un comportamiento similar
al oxidar la hidroquinona, sin embargo, la explicacion para este caso en particular
es que la oxidacion se esta llevando a cabo, y se detecta menor concentracion de

hidroquinona disponible a ser oxidada.

Los resultados de la D son mas complejos de analizar, si bien en la literatura esta
reportada la reducciéon de la quinona a una hidroquinona con la subsecuente
formacion de ROS y que estas posteriormente interactian con las bases puricas
originando la oxidacion de las guanosinas, los resultados obtenidos en el presente
estudio tienden a ser un tanto confusos. Se observa una ligera disminucioén de las
corrientes de las bases puricas en solucién, pero no aparicion de nuevas sefales
asociadas al dafio oxidativo de las bases puricas, evento que ha sido bien
documentado en la literatura. Sin embargo, el dafio oxidativo parece ser solo uno

de los varios mecanismos de toxicidad de D hacia células metastaticas y normales.

En cuanto a la deteccion de la disminucion de la sefal de las bases en presencia
de D, esto podria ser un buen acercamiento a la deteccion de la interaccion sin
embargo, el principal inconveniente es la adsorcién del farmaco en los electrodos,
lo cual dificulta la preparaciéon de los electrodos modificados para los fines antes

mencionados asi como el analisis de las sehales de oxidacion, ademas de que el
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producto de reduccion/oxidacion o incluso de la molécula original adsorbida pueden

llegar modificar la superficie y alterar los procesos electrédicos.
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Figura 6. Graficos que muestran los DPVs de mezclas de A) T-G, B) T-A, C) T-G-
A tomados antes (m) y después de la activacién electroquimica de tinidazol a sus
derivados hidroxilamina (Eapp= -1V, 60 s, m) y nitroso (Eapp= -1V, +0.3V, 60, 60 s m;
Eapp= -1V, +0.3V, 60, 120 s m). Y D) D-G-A antes y después de activar la
doxorubicina a su derivado hidroquinona (Eapp= -0.8 V), E). D-G-A antes y después
activar la D a su derivado quinona (Eapp= +0.4 V) y F) D-G-A produciendo ambos
derivados de la Doxorrubicina (Eapp= -0.8,+0.4 V); a tiempos (m) 0.0, 60 m, 120 m,
180 m s)

8.6 Preparacion del biosensor de ADN/ARN

Previo a la preparacion del biosensor, se hizo necesario encontrar un material que
favoreciera la oxidacion electroquimica de las bases puricas, de tal manera que se
tradujera en la deteccidn de una buena sefial (forma, altura, potencial). Para ello se
analizaron distintos electrodos de trabajo de materiales de carbono: carbédn vitreo
(GCE), grafito (CSPE), y 6xido de grafeno reducido (rGO).
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8.6.1 Deteccidn de bases puricas sobre diferentes materiales de carbono

La eleccion del material del electrodo de trabajo es importante debido a que las
senales oxidacion de las bases puricas (corriente y potencial) dependen del entorno
en el cual se encuentren. Las sefales electroquimicas en el ADN y el ARN sufren
un desplazamiento de los potenciales de oxidacién hacia valores mas positivos y
una disminucién de la sefal de oxidacion con respecto a las bases puricas libres.
Esta diferencia se atribuye a que en los AN la transferencia de electrones a lo largo
de la molécula del ADN 6 ARN es mas dificil debido a la presencia del esqueleto
fosfatado y a los azucares que se enlazan a las bases puricas. Por lo tanto, la
deteccién de la interaccién con los farmacos a partir de la oxidaciéon de las bases

puricas se dificulta.

La figura 7 muestra la oxidacion de las bases puricas, G y A sobre los diferentes
materiales de los electrodos de trabajo usados durante el estudio (GCE, CSPE, y
rGO). Obsérvese que en el electrodo de rGO, las bases puricas presentan mayor
sefal y potencial de oxidacion mas bajo respecto a los otros materiales. Ademas de
la mejora en la deteccidn de las bases puricas, la practicidad y su facilidad de uso

determinaron el uso de los electrodos serigrafiados de rGO.

8.6.2 Comportamiento de Tinidazol

La activacién del grupo nitro se ilustra en la figura 7E, y el VDP de la reduccion del
T 0.1 M se muestra en la figura 7C. De esta se observa a -0.6 V la reduccién del
grupo nitro. Cuando se aplic6 -0.6 V y se incrementé el tiempo de electrdlisis (5, 30,
60 and 120 s) hubo una disminucién en la corriente de pico de T lo que es atribuido
a la disminucion de la disponibilidad del grupo nitro para ser reducido. De esta
manera, se selecciond el potencial (-0.6 V) para reducir electroquimicamente el T a
su derivado hidroxilamina. El tiempo (60 s) se seleccion6 con base en el balance de
tiempo-rendimiento de la reduccion, un buen rendimiento en poco tiempo se obtuvo
en un periodo de tiempo corto (60 s), por lo que esta fue seleccionada para

experimentos posteriores.
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El voltamperograma en la figura 7D, se realizé manteniendo las mismas condiciones
(-0.6 V e incrementando el tiempo de electrolisis) pero barriendo el
voltamperograma hacia potenciales positivos. Se observa la aparicion e incremento
de la senal a +0.002 V. Esta sefal se atribuye a la oxidacion de la hidroxilamina a

un derivado nitroso.
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Figura 7. VDPs en los que estan indicadas las sefiales electroquimicas de A. G y
B. A en SAA pH 4.5. Materiales de carbono: GCE (m), SPE (m), rGO (m). C.
Reduccién electroquimica (Eapp=-0.6 V, 60 s) de T 0.1 mM en SAA pH 4.5 y D.
posterior oxidacion (Eapp=+0.1 V, 60 s) de su derivado hidroxilamina. La corriente se
muestra en funcidon del potencial de pico al incrementar los tiempos de electrdlisis:
Om5m 30 m 60 m 120 »,180 = s. E. Esquema de la produccion de metabolitos de

T sobre la superficie del electrodo de trabajo de 6xido de grafeno reducido (rGO
WE).
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8.6.3 Interaccion Tinidazol-ADN

8.6.3.1 Deteccion del ADN en cadena simple (ssADN)

Como se menciono anteriormente, la deteccidn de las sefiales de las bases puricas
en el ADN en este electrodo es importante para obtener informacion acerca de la
posicion de pico de cada base, asi como la intensidad de las sefales
electroquimicas. En la figura 8A, el VDP de 100 ng del oligonucledétido 1 muestra la
oxidacion de la guanina y adenina a 0.9 Vy 1.2 V, respectivamente. La figura 8B,
ilustra la reaccion electroquimica, donde se transfieren dos electrones desde las

bases puricas al electrodo.

8.6.3.2 Interaccion del tinidazol con oligonucleétido 1 (ssDNA)
Se realiz6é la comparacion entre el farmaco inactivado y el metabolito producido
electroquimicamente (hidroxilamina) para observar cambios en las sefiales de las

bases puricas.

La figura 8C muestra el voltamperograma DP cuando T no esta activado (linea
negra) y después de la produccion del derivado hidroxilamina (linea roja). Se
observan desplazamientos hacia potenciales negativos y disminucion en ambas
corrientes de G y A, este comportamiento podria atribuirse a la interaccién entre la
hidroxilamina con el carbono 8 (C8) en ambas bases puricas (117), ver figura 8E. El
nuevo complejo podria carecer de electroactividad, o disminuir su coeficiente de
difusién, como resultado se observa una disminucion del 21% de la corriente de pico
de guanina y completa desaparicion del pico de adenina, ver figura 8D. Los
desplazamientos adicionales en el potencial de pico de las bases hacia valores
negativos se podrian atribuir a interacciones electrostaticas (55).

Cuando el compuesto nitroso se produce (aplicando -0.6 V y +0.1 V por 60 s para
cada condicion, linea roja) se observa una disminucion del 48.42 % del picode Gy
A y a la desaparicion de A. Interesantemente, A desaparece después de la
interaccién con ambos metabolitos y se observa la aparicion de una nueva sefal a

I
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+0.2 V. Se sugiere que la A en la hebra simple de ARN/ADN es mas facil de

interaccionar con ambos metabolitos que G (A>G).
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Fig. 8 A. VDP de f 100 ng del oligonucleétido 1. La corriente se muestra como una
funcién del potencial de pico anddico. B. Mecanismo de oxidacion electroquimico
de Gy A. C. VDP de 100 ng de oligonucleétido 1 que muestra cambios en la
corriente de G y A antes (NO2 m) y después de la activacion (hidroxilamina, NHOHm,
Eapp=-0.6 V, 60 s; derivado nitroso, NO m, Eapp=-0.6 V, 60 s; +0.1V, 60 s)de T 1
mM. D. La corriente y el potencial de pico de A % y G m en funcién del metabolito.

E. Enlace electrofilico a los sitios nucleofilicos de la desoxiguanosina dG.
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8.6.4 Interaccién Tinidazol-ARN

8.6.4.1 Deteccidn de las bases pirimidicas del ARN

Debido a la baja transferencia de electrones y el alto potencial necesario para oxidar
las bases pirimidicas es mucho mas dificil su deteccién cuando interactuan con los
farmacos (118,119), sin embargo, como se puede observar en la figura 9A, en los
electrodos de rGO se observé la oxidacion de la Citosina (C), lo que nos permitio
seguir su senal cuando interactué con T. La figura 9B, ilustra la reaccion
electroquimica, donde la transferencia de dos electrones desde las bases
pirimidicas al electrodo. Uracilo no mostro sefal electroquimica en el electrodo, y

por esta razon los estudios de interaction con T solo se realizaron con C.

8.6.4.2 Interaccion de Tinidazol con oligonucleétidos de ARN

8.6.4.2.1 Tinidazol - oligonucleétido 2

En vista de que la concentracion inicial del farmaco esta relacionado con la
produccion de los metabolitos, la voltamperometria DP se realizé después de la
interaccion de citosina e hidroxilamina con diferentes concentraciones del farmaco,
ver figura 9. Se observé que a altas concentraciones del farmaco (linea fuchsia, 1
mM) hubo una disminucion del 50% en la corriente, mientras que bajas
concentraciones (linea azul, 0.1mM y linea roja, 0.01), disminuyeron 23% y 20.45%
la corriente de pico. Se observé un desplazamiento de potencial hacia valores mas

negativos para todas las concentraciones, ver figura 9C.

La produccién y subsecuente interaccién del compuesto nitroso, ver figura 9D,
originé un aumento en la senal de citosina en un 80% con respecto a la corriente

inicial, sin embargo, no se observaron cambios en el potencial.
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Fig. 9. A. VDP de 100 ng de oligonucleétido 2 en SAA pH 4.5. B. Mecanismo de
oxidacion electroquimica de C. C. VDP de 100 ng de oligonucledtido 2 que muestra
cambios en la corriente de pico antes, NO2 m y después de la activacion de 0.01 mM
m 0.1 mM m, 1 MM = de T al derivado hidroxilamina: Eapp= -0.6 V por 60 s. D.
Corriente y potencial de pico de C en funcién de la concentracion de T analizado. E.
VDP de 100 ng de oligonucledétido 2 que muestra cambios en la corriente de pico
antes m y después m de la activacion de T 1 mM a el derivado nitroso. Eapp=0.6 V,
+0.1, 60 s para cada potencial analizado. F. Corriente y potencial de pico de C en
funcion del metabolito analizado.
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8.6.4.2.2 Interaccién de los metabolitos de Tinidazol y el oligonucleétido 3

De acuerdo a la literatura, mas del 50% del ARN tiene regiones donde las bases se
encuentran apareadas (120,121), por esta razén se analizaron oligonucleétidos de
doble hebra de ARN que contenia residuos de Adenina-Uracilo (AU) y Guanina-
Citosina (GC). Contrario al comportamiento de la hebra simple de ADN (Figura 7),
el derivado hidroxilamina ni el derivado nitroso interaccionaron el oligonucledétido 3,
(doble hebra de ARN con residuos de AU, dsAU), por lo que no se observaron
cambios significativos en la corriente de pico ni el potencial de la base, ver figura
10A y 10C. Estas diferencias pueden ser atribuidas a el hecho de que, en la hebra
simple de ADN, A esta mas expuesta y disponible para interaccionar con ambos
metabolitos. Cuando el ARN se encuentra en esta forma, ambos metabolitos no
interaccionan con A debido al impedimento estérico resultado del apareamiento de

las bases.

Ademas, la repulsion electrostatica entre el electrodo y los grupos fosfatos podria

tener un papel en este comportamiento.

Al anadir cloruro de sodio a la solucion, podria reducir la repulsidn electrostatica de
los grupos fosfatos del RNA (27). Como resultado, después de la interaccion del
ARN con ambos metabolitos, se observa un incremento en la sefial electroquimica
de A (99.2% y 89.5% cuando la hidroxilamina y el compuesto nitroso se produjeron,
respectivamente) asi como el desplazamiento del potencial de pico, ver figura 10C
y 10D. Basados en los cambios de las sefales de A, el derivado hidroxilamina y
nitroso interaccionaron con la misma proporcion que A. Estos resultados indican
que la interaccibn de ambas moléculas (derivado hidroxilamina y nitroso) es
dependiente de la fuerza iénica y podria sugerir que el principal tipo de interaccion
es electrostatica. Esta interaccion podria originar la desestabilizaciéon de la doble
hebra y exposicion de las secuencias de adenina que, en este estado, estan mas

disponible para ser oxidadas.
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Fig. 10.A VDP de 100 ng del oligonucleétido 3 que muestra cambios en la corriente
de pico antes m y después de la activacion de T 1 mM a el derivado hidroxilamina m
y nitroso m. Eapp= -0.6 V por 60 s. SAA 0.1 M como electrolito soporte. B. Corriente
y potencial de pico de A en funcién del metabolito analizado. C. VDP de 100 ng del
oligonucledtido 3 que muestra cambios en la corriente de pico antes m y después de
la activacion de T 1 mM al derivado hidroxilamina m y nitroso m. Eapp= -0.6 V por 60
s. SAA 0.1 M como electrolito soporte y NaCl 0.1 M para incrementar la fuerza

ionica. D. Corriente y potencial de pico de A en funcién del metabolito analizado.

8.6.4.2.3 Interaccion de los metabolitos de Tinidazol y oligonucleétido 4

En presencia de la doble hebra de GC en el ARN, se observd una disminucion

significativa en la corriente de G de 35.1% y 49.5% en presencia de ambos

metabolitos, hidroxilamina (linea roja) y el derivado nitroso (linea cyan)

respectivamente, ver figura 11A. Debido a que la disminucion de la corriente de G

fue mayor con el derivado nitroso que la hidroxilamina se sugiere que el primero es
I8
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mas reactivo. Se observd un ligero desplazamiento hacia valores negativos, ver
figura 11B. Reportes previos respaldan el hecho de que las moléculas que contienen
grupos funcionales nitro interaccionan con el ADN en la posicion C8 del anillo de
purina. Esta posicidén (C8) esta asociada a la electroactividad de las bases y la
interaccion del metabolito en esta posicion podria dar lugar a la perdida de

electroactividad del compuesto (117).

La adicion de cloruro de sodio originé un incremento en la sefial del 37% y 62.03%
cuando el derivado hidroxilamina y nitroso estuvieron presentes, respectivamente,
asi como un ligero cambio en el potencial de pico de G, ver figura 11A.
Curiosamente, el incremento en la corriente es mayor con hidroxilamina, ver figura
11D. La desestabilizacion y exposicion de los residuos de A podria ser una posible

explicacion a tal incremento.
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Figura 11 A) VDP de 100 ng del oligonucleétido 4 (m), en SAA 0.1 M como electrolito
soporte, y presencia de T 1 mM reducido a hidroxilamina (m) y nitroso (m). Eapp=-0.6
V durante 60 s. B) Variacion de la corriente y potencial de pico de G en funcién del
metabolito analizado en 8A. C) VDP de 100 ng del oligonucleétido 4 (m), en SAA 0.1
M como electrolito soporte + NaCl 0.1 M para incrementar la fuerza ionica, y
presencia de T 1 mM reducido a hidroxilamina (m) y nitroso (m). Eapp=-0.6 V durante
60 s. D) Variacion de la corriente y potencial de pico de G en funcién del metabolito

de T analizado en 8C.

8.6.4.2.4 Interaccidn de los metabolitos de Tinidazol y el Oligonucleétido 5

Analizando la interaccion de los metabolitos con el oligonucledtido 5, se observo
una disminucién en la corriente de pico de G del 26.74% y 23.93% en presencia de
hidroxilamina (linea roja) y nitroso (linea cyano) respectivamente, ver figura 12A 'y

12B. La A también sufrié una disminucion en la corriente del 30.03 % y 30.09% para
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el derivado hidroxilamina y nitroso, respectivamente. Se observaron
desplazamientos ligeros hacia potenciales positivos para ambas bases. Este
comportamiento en la corriente y en el potencial podria indicar que no existe

selectividad para la interaccion del derivado hidroxilamina y nitroso con las bases
puricas.

La adicién de cloruro de sodio, figura 12C, durante la interaccion origina que las
senales de Gy la desaparicion de la corriente de A. Ademas, no se observa cambio
significativo en el potencial de G. Como se ha mencionado anteriormente, la
estabilizacién de la region apareada del oligonucleétido debido a los cationes de
sodio bloquea esta area y ambos metabolitos se enlazan selectivamente a los

residuos de A en la estructura de bucle.
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Fig.12. A) VDP de 100 ng de oligonucleétido 5, SAA 0.1 M como electrolito soporte,
antes (m) y después de la activaciéon de T 1 mM al derivado hidroxilamina (m) y
nitroso (m), Eapp=-0.6 V por 60 s. B) Variacion de la corriente y potencial de pico de
las bases (G m, A %) en funcién del metabolito analizado. C) VDP de 100 ng de
oligonucledtido 5, SAA y 0.1 M como electrolito soporte NaCl 0.1 M para incrementar
la fuerza idnica, antes (m) y después de la activacion de T 1 mM al derivado
hidroxilamina (m) y nitroso (m), Eapp=-0.6 V por 60 s. D) Variacion de la corriente y
potencial de pico de las bases (G m, A %) en funcion del metabolito analizado en
9C.

8.6.5 Interaccion del sitio A en el ARN con Kanamicina A
El electrodo de 6xido de grafeno reducido (rGO) permitié monitorear la interaccion
de la Kanamicina A con el sitio procariota A de E. coli por diferentes periodos de

tiempo (0, 5, 15, 30 y 60 min). Los resultados se representan en la figura 13A. De
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esta se puede observar una disminucién del 70 % de G y la desaparicion del pico
de A después de una hora de interaccion, sin embargo, no se observaron cambios
en el potencial de pico, ver figura 13B. Esta prueba confirmo que este método de
analisis fue util para monitorear la interaccion de la Kanamicina A con el sitio A en
el ARN, como se ha reportado previamente en la literatura por medio de otras
técnicas, por ejemplo, recientemente se ha analizado y explicado esta interaccion
de la siguiente manera: El anillo del azucar | se inserta en la hélice del sitio A
mediante el apilamiento con los residuos de guanina (G1491) y formando un par
con dos enlaces de H en los sitios de Watson— Crick en una Adenina conservada
universalmente (A1408). Esta interaccion ayuda a mantener las adeninas A1492 y
A1493 en una conformacion abultada la cual les permite hacer contacto con dos
pares de bases de Watson—Crick. El anillo conservado de 2-desoxistreptamina
(anillo Il) forma enlaces de H similares y su enlace es posible por la adaptabilidad
creada por el par U1406-U1495, que esta conservado universalmente. El anillo
adicional contacta diferentes nucleétidos del sitio A. De esta manera, el
empaquetamiento de los atomos en contacto mediante contacto por fuerzas de van
der Waals es un requisito importante para el reconocimiento especifico. Las
moléculas de agua participan en el ensamblaje mediante el enlace de grupos

hidrofilicos que pertenecen a ambos componentes (92).
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Fig. 13 A. VDP de 100 ng del sitio A que muestra cambios en la corriente de pico a
diferentes tiempos de interaccion: O m ,5 m, 15 m, 30 =, y 60 = min. B. Corriente y
potencial de pico de las bases puricas (G m, A %) en funcién del tiempo de
interaccion analizado. La evaluacion de las bases del ARN en el biosensor se realizd
usando 100 uM de Kanamicina A en SA de fosfatos y la medicion se realizé6 en SAA

como electrolito soporte.

8.7 Posible modo de interaccion entre los metabolitos del Tinidazol y las
bases puricas

Se ha demostrado que por microelectrdlisis se pueden generar especies mas
reactivas de farmacos, tal es el caso de especies de tipo semiquinona, hidroxilamina
y nitroso. Los experimentos electroquimicos también nos muestran que las senales
de oxidacion de guanina; adenina y citosina se ven modificadas por la presencia de
las especies reducidas de Tinidazol, de Doxorrubicina y por la presencia de
Kamamicina A. En particular, las sefales de oxidacion se ven afectadas tanto para

las bases libres como cuando estan formando el ADN y el ARN.

La figura 14 presenta una propuesta para una interaccion posible del derivado
nitroso el cual se encontré mas reactivo que la hidroxilamina, sin embargo, dada la
naturaleza electrofilica de estos compuestos, el mecanismo podria ser similar para
ambos.

24

Wovston: Loorrerns T .
/cafw//‘z/m/ erz (Oterzcectd Trssnscrcenlicas



o] c
L—’:—,_ Casa abierta al tismpo g

La interaccion del derivado nitroso con el oligonucledétido 3 (con Ay U), ver figura14A
sblo se lleva a cabo unicamente cuando el cloruro de sodio esta presente en la
solucion, por el incremento en la corriente de A se podria sugerir que el derivado
nitroso desestabiliza la doble hélice dejando expuestos los residuos de A. La figura
14B esquematiza la interaccién entre el oligonucleotido 4 (con C y G) con el derivado
nitroso; de este se observa que la interaccién con G se lleva acabo y que la adicién

de cloruro de sodio podria dejar expuestos los residuos de G.

Para el oligonucledtido 5 que contiene residuos de GC y una estructura de bucle de
A (ambas secuencias interaccionan con los metabolitos de Tinidazol), la interaccion
con el derivado nitroso parece llevarse a cabo en la parte electroactiva de las
moléculas de las bases puricas, ver figura 14C. Cuando el cloruro de sodio esta
presente, la estabilizacién de la doble hebra favorece la interaccion unicamente en
los residuos de A, como resultado, la parte electroactiva (C8) de la molécula se ve
afectada. Se propone que la interaccion del oligonucleétido 1 (ssADN) con los

metabolitos del T podria ocurrir de la misma manera que con el oligonucledtido 5.
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Fig. 14. Posible modo de interaccion del derivado nitroso en el Tinidazol con las
bases puricas en diferentes estructuras de ARN. Oligonucleétidos: 3 (A), 4(B) y 5

(C).

9. Conclusiones

De los resultados obtenidos se concluye que cuando se reduce
electroquimicamente el tinidazol (T = R-NO2) en cualquier electrodo carbonaceo, se
favorece la formacion de su derivado hidroxilamina (R-NHOH) y su producto de
oxidacion, el derivado nitroso (R-NO) se genera al reoxidar la hidroxilamina hacia

potenciales de oxidacion.

Se desarroll6 un método electroquimico para producir dos metabolitos principales
del T in situ (derivado hidroxilamina y nitroso) via electroquimica, y la deteccién de
la interaccion de estos compuestos con oligonucleétidos de ARN y ADN, que se
realizd simultdneamente mediante la misma técnica, VDP. Este estudio muestra la
viabilidad de generar metabolitos de farmacos in situ a escalas pequefias, en menor
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tiempo y a bajo costo, en comparacion con técnicas enzimaticas que requieren

ademas reactivos costosos una manipulacion adecuada de los mismos.

La electrocatalisis de la oxidacion de los nucletdtidos de ARN se mejoré usando
electrodos de rGO, material que fue utilizado para el analisis de las interacciones
farmaco-acidos nucleicos. Las desoxipurinas, desoxiadenosina y desoxiguanosina
tienen picos caracteristicos a 0.9 y 1.2 V (vs. Ag), los cuales se usaron para
monitorear su interaccion con los metabolitos del T. Experimentalmente el estudio
se llevd a cabo mediante la adsorcién del ARN/ADN sobre el electrodo de trabajo
dada la afinidad existente entre el 6xido de grafeno reducido y las bases de los
acidos nucleicos misma que mejoré la senal analitica (potencial y corriente). Es
importante mencionar que la preparacion de los electrodos modificados y se realizoé

de una manera simple, barata y ambientalmente amigable.

Después de la produccion de los metabolitos de T, los oligonucledtidos de ARN
sufrieron cambios en las sefales electroquimicas los cuales pueden ser atribuidos
a la interaccién con los metabolitos del farmaco. Se sugiere que estos interactuan
de diferente manera con las estructuras de los acidos nucléicos, una posible
explicacion podria ser que la interaccion entre T y ADN de hebra simple se lleva a
cabo en la posicion C8 de adenina, para ARN que contiene residuos de Adenina y
Uracilo (AU) de cadena doble, la interaccion es dependiente de la fuerza idnica;
mientras que para el oligonucleétido con residuos de Guanina y Citosina (GC) fue
una combinacion de interaccion electrostatica y enlace a los metabolitos en la

posicion C8 de guanina.

Los resultados obtenidos con Kanamicina A muestran que la interaccion entre el
sitio procariota A del ARN ocurre principalmente con los residuos de A y que estan
en funcion del tiempo de exposicidén al farmaco. Estos resultados concuerdan con
estudios previos y se sugiere que el enfoque de nuestro analisis es util para estudiar
la interaccion de acidos nucléicos en presencia de farmacos que no necesitan

activarse como Kanamicina A.
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Anexo 1. Graficas que muestran la dependencia no lineal A. de la corriente de
Tinidazol en funcion de la velocidad de barrido y B. de la corriente de Doxorubicina

en funcién de la raiz cuadrada de la velocidad de barrido.
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Anexo 2. Voltamperogramas DP y dependencia de la corriente de pico de las bases
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V a Guanina (E y F) y Adenina (G y H) en GCE pH 7.5.
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Anexo 3. Voltamperogramas DP y dependencia de la corriente de pico de las bases
puricas Guanina | y Adenina (ll) en funcion del tiempo de electrdlisis de la solucién
aplicando un potencial de -0.8 V a Guanina (A y B) y Adenina (A’ y B’); y +0.3 V a
Guanina (C y D) y Adenina (C’ y D’) y aplicando ambos potenciales de -0.8 y +0.3 V
a Guanina (E y F) y Adenina (E’ y F’) en CSPE pH 6.5.
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EVENTOS DE DIFUSION

Interaccion entre los metabolitos del tinidazol generados in situ y las bases puricas del ADN

mediante técnicas electroquimicas.
Introduccion

Los estudios de activacion in vitro de farmacos generan propuestas de mecanismos de accion lo que conduce a la mejora o
al disefio de nuevas moléculas. Entre las técnicas que imitan el metabolismo y /o activacion de farmacos se tiene la
electroquimica (122). Un farmaco modelo es el tinidazol que actiia selectivamente contra bacterias y protozoarios
anaerobicos y microaer6filos (123)). El objetivo de este trabajo es producir metabolitos electroquimicamente y analizar su
interaccion con las bases puricas del ADN.

Metodologia

La interaccion se analiz6 en una mezcla de tinidazol (T) 1mM; adenina (A) y guanina (G) 0.1m M. Se realiz6 una electrdlisis
(la reduccion del T se hizo aplicando potenciales de -1V durante 60 segundos, y una reoxidacion a +0.3 V durante 60 y 120
segundos) en un GCE.

Resultados

Cuando se reduce T (Ec =-1 V, t=60 seg), se favorece la formacion de la hidroxilamina (metabolito reactivo), su producto
de oxidacion se observa en 0.3 V (fig.1A). La interaccion entre T y las bases puricas (A y G) se observa cuando T es
reducido, favoreciendo la electrogeneracion de nuevas moléculas, como resultado la corriente de A y G disminuyen y se
presenta un ligero desplazamiento hacia potenciales mas positivos. A medida que el tiempo Eap crece, la interaccion afecta
la concentracion de G en un 40%, mientras que la concentracion de A se ve reducida en mas del 60%, en tan solo 3 min

(fig. 1B).
6 A il B
5 4 —
34 4% 1
E’ —E=1V ez 5:7 §0 -
£’ g
B P = i .
E o N _f';_l\scﬂsai;: E 40 B rmai
1- 20 - mzdeninz
~E=1V & sez; 0.3
0 4 A 1 0 - y - = -
02 07 12 a 60.0 60,60 60,120

potencial (V) electrilisis (tiempo Ec.Ea)

Fig. 1A) Comportamiento voltamperométrico de una mezcla de T 1mM, A y G 0.1 mM, que muestra la ip vs del Ep a
diferentes condiciones de electrolisis. B) Porcentaje de concentracion para A 'y G. I(T) =-0.35V; II(G) =0.81V. III(A)

=1.14V.
Conclusiones

Se generaron los metabolitos reactivos del T in situ, y se analizo su interaccion con las bases puricas. El analisis se llevo a
cabo mediante la disminucion de las sefiales de oxidacion y el cambio en la posicion de pico. Este estudio muestra la

viabilidad de generar metabolitos de farmacos para analizar su interaccion con dianas farmacologicas mediante
electroquimica.
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Analysis of purine bases damage caused by activated tinidazole metabolites produced in situ by
electrochemical techniques

De la Cruz Morales, K'., Alarcon Angeles*, GL., Gomez Hernandez ML. Merkogi A2, De la Pefia Hurtado, ML,

1 Metropolitan Autonomous University Campus Xochimilco
04960, Mexico, Mexico City
2Catalan Institute of Nanoscience and Nanotechnology
08193, Bellaterra (Barcelona), Esparia
*E-mail: galacon(@correo.xoc.uam.mx

Abstract

In vitro drugs activation are important studies to elucidate reaction mechanisms, which can lead to improve the new
molecules design. Among the techniques currently used to mimic drug metabolism features electrochemistry. (122,124).
Tinidazole is a prototype drug that is widely known to be effective against anaerobic and microaerophile bacteria and
protozoa (123)). The aim of this work is the analysis of activation and interaction of tinidazole reactive metabolites with
DNA purine bases (adenine and guanine) using differential pulse voltammetry.

Key words: DPV, damage purine bases, tinidazole, metabolite electrogeneration
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Results

We aimed to generate tinidazole reactive metabolite in situ and to study its interaction with purine bases by reducing nitro
group of tinidazole molecule (Ec = -1 V, t=60 seg) to hydroxylamine (reactive metabolite), which was oxidized at +0.3 V.
The new molecules electrogenerated interacted with adenine and guanine. As a result, the potential peaks shifted toward
more positive values (guanine: AE =30.41 mV and adenine: AE=24.4 mV). In addition, the concentration of guanine and
adenine diminished 34% and 52 % respectively in just 2 minutes. The study shows the viability of drug metabolite
electrogeneration as well as analyzing interactions with therapeutical targets using electrochemical techniques.
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An electrochemical method based on a reduced graphene oxide (rGO) electrode to produce two tinidazole
metabolites.

K. de la Cruz, J. Kudr?, A. Sena?, M. Gémez-Herndndez?, G. Alarcdn-Angeles! A. Merkogi?,
LUniversidad Auténoma Metropolitana Xochimilco. Departamento de Sistemas Bioldgicos 04960, México, México City
2Catalan Institute of Nanoscience and Nanotechnology, 08193, Bellaterra (Barcelona), Espafia
galacon@correo.xoc.uam.mx

GRAPHICAL ABSTRACT

INTRODUCTION

The electrochemical generation of metabolites is important to improve the design of new molecules or new drugs. The
ability to produce metabolites that may be unstable in vivo for different purposes is very attractive from the
pharmaceutical point of view (93). Nitro groups in compounds are often considered to be “undesirable” due to possible
toxicity issues such as mutagenicity and hepatotoxicity and recently reported neurotoxicity (82,83). However, the nitro
group is critical for the mode of action and subsequent anti-infective activity of nitro based antimicrobial drugs (18,19)

The main objective of this work was the in-situ potential-induced formation of two main Tinidazole metabolites,
hydroxylamine and nitroso derivate, by differential pulse voltammetry (DPV) on a reduced graphene oxide (rGO) screen
printed electrode (SPE).

RESULTS

An electrochemical method with microelectrolysis was carried out to produce two major tinidazole metabolites in situ
(hydroxylamine, and nitroso derivate observed at -0.6V and 0.01V respectively) which are in concordance to the literature,
by modulating the time (30,60,120 and 180 s) and the potential (-0.6V) applied to the working electrode in ABS pH 4.5.
The detection of both electrochemically generated products was carried out using the same technique, DPV. The electro-
catalysis performance for the oxidation of the nitro compound in Tinidazole was improved by using rGO SPE electrodes in
comparison to other carbonaceous materials (displacement of about 200 mV towards negative potentials). The optimal
reduction of Tinidazole was performed at 60 s where the production of 33.05% hydroxylamine and 22% of nitroso
compound was achieved respectively.
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ELECTROANALYSIS

Nanomaterial-based Sensors for the Study of DNA

Interaction with drugs

K. De la Cruz Morales,””! G. Alarcén-Angeles."! and A. Merkogi*" ¢!

Abstract: The interaction of drugs with DNA has been
searched thoroughly giving rise to an endless number of
findings of undoubted importance, such as a prompt alert
to harmful substances, ability to explain most of the
biological mechanisms, or provision of important clues in
targeted development of novel chemotherapeutics. The
existence of some drugs that induce oxidative damage is
an increasing point of concern as they can cause cellular
death, aging, and are closely related to the development
of many diseases. Because of a direct correlation between
the response, strength/ nature of the interaction and the

pharmaceutical action of DNA-targeted drugs, the elec-
trochemical analysis is based on the signals of DNA
before and after the interaction with the DNA-targeted
drug. Nowadays, nanoscale materials are used extensively
for offering fascinating characteristics that can be used in
designing new strategies for drug-DNA interaction detec-
tion. This work presents a review of nanomaterials (NMs)
for the study of drug-nucleic acid interaction. We
summarize types of drug-DNA interactions, electroanalyt-
ical techniques for evidencing these interactions and
quantification of drug and/or DNA monitoring.

Keywords: Nanomaterials - drug-DNA - Biosensing - DNA-electroanalysis - drug-DNA interaction
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