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RESUMEN

En el presente trabajo se realizo caracterizacion eléctrica mediante curvas
corriente-voltaje para muestras de ADN de bacteria Escherichia coli (E coli) y ADN
Humano de personas sanas y de pacientes con VIH (Virus de Inmunodeficiencia
Humana). Asi mismo se obtuvieron curvas de resistencia en funcion de la
temperatura en muestras de ADN bacteriano. La concentraciéon usada en las
muestras de ADN Humano fue de 16 ug/ml mientras que las de ADN de E coli fue
de 160 pg/ml. Para obtener resultados reproducibles fue necesario realizar un
proceso de alineacion de las hebras de ADN previo a la obtencion de la
caracterizacion eléctrica. Para ello se disefid un proceso de alineacién de ADN
usando un campo eléctrico AC (Corriente Alterna) generado por una sefial
senoidal con una frecuencia de 60Hz y amplitud de 0.5 V. Estos parametros fueron

encontrados experimentalmente.

Los resultados obtenidos experimentalmente por medio de la caracterizacion
corriente voltaje en muestras de ADN Humano indican que la influencia del
retrovirus del VIH en la cadena de ADN de los pacientes infectados altera

directamente las caracteristicas eléctricas de este material.

La caracterizacién eléctrica desarrollada por medio de curvas corriente-voltaje y
resistencia-temperatura en muestras de ADN bacteriano indican en general un
comportamiento tipo semiconductor. Asi mismo se observan transiciones que van
de semiconductor a conductor y aislante en diversas temperaturas. Estas
transiciones observadas, el comportamiento tipo semiconductor y la dependencia
en funcién de la temperatura sugieren que este tipo de ADN se puede utilizar

como material para la creacion de sensores organicos y biotransistores



INTRODUCCION

El ADN juega un papel primordial como portador de la informacién genética de
todo ser viviente. Es una molécula Unica con impresionantes propiedades
quimicas, fisicas y biologicas. Por esta razén se ha generado gran interés en el
estudio de las propiedades fisicas, como lo son las propiedades de transporte
eléctrico. Esto ha abierto una nueva perspectiva para el desarrollo de interesantes
aplicaciones, como es el caso de los nuevos materiales aplicados hacia la

electrénica molecular y la nanotecnologia.

Debido a su peculiar estructura, el ADN puede presentar estado conductor,
semiconductor, aislante e incluso superconductor, dependiendo del tipo y la
cantidad de pares de bases (un par de bases es la combinacion de bases
nitrogenadas dada por Adenina-Timina y Guanina-Citosina) presentes en la
molécula. Ademas posee caracteristicas de alambre molecular al igual que los
nanotubos de carbono. Recientes aplicaciones en biomateriales estan en fase de
desarrollo y en ellas se crea una especie de simbiosis entre los sistemas
organicos e inorganicos. Un ejemplo de estas nuevas tecnologias son los
biosensores donde peliculas delgadas de ADN son depositadas sobre transistores
de silicio o arseniuro de galio (fundamentales en la electronica moderna), con el fin
de sensar los cambios en las propiedades eléctricas provocados por los cambios

en la estructura molecular.

Este singular efecto en el cual hay una alteracion en las propiedades fisicas,
puede ser usado también para la deteccibn de enfermedades que causen
modificacion directa en la estructura del ADN, como lo es la alteracién provocada
por el Virus de Inmuno Deficiencia Humana (VIH), perteneciente a la familia de los

retrovirus. La caracteristica principal es que el genoma del VIH (es decir, su
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material genético) esta constituido por ARN (Acido Ribonucleico) en lugar de ADN,
en contraste con las células que él infecta. Para infectar a una célula, los retrovirus
deben traducir su ARN en ADN e insertarlo dentro del ADN propio de la célula a
infectar. En este proceso de insercion, el material genético adicional es colocado
dentro de la cadena principal de ADN de las células huésped. Esta alteracion que
se realiza por adicion, es del orden de los 10000 pares de bases, la cual afectara
directamente la cadena de ADN presente en el nucleo de estas células, las cuales

son principalmente las células sanguineas conocidas como linfocitos T4.

Esta investigacion esta enmarcada en la caracterizacion eléctrica de dos tipos
diferentes de ADN, enfocada hacia una aplicacion independiente para cada uno de
ellos. La primera es la caracterizacion eléctrica obtenida por medio de curvas
corriente-voltaje y resistencia- temperatura para el ADN de la bacteria Escherichia
coli (E. coli) con el fin de ver las posibilidades de desarrollar biotransistores en un
futuro cercano. El genoma de esta bacteria es totalmente conocido y se puede

atribuir las respuestas eléctricas al orden molecular de este ADN.

El otro tipo de material genético usado es ADN humano. Esta parte de la
investigacién se centra en estudiar la modificacion en la transferencia de carga
dentro de este material, provocada por la insercibn de ADN no deseable del
retrovirus VIH dentro del ADN de las células sanguineas humanas, la cual es
posible observar a partir de la comparacion entre las curvas corriente-voltaje
obtenidas para ADN de personas entre los 20 y 40 afios con VIH en una etapa

inicial y personas sanas.

El capitulo 1 del presente trabajo es el rol biologico de la investigacion. Se
muestran las caracteristicas bioldgicas que convierten a la molécula de ADN en un
interesante material para investigar. Asi mismo se define los conceptos de

retrovirus y especificamente se enfatiza en el Virus de Inmunodeficiencia Humana
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y la enfermedad que éste puede provocar: el Sindrome de inmunodeficiencia
Adquirida (SIDA).

En el capitulo 2 se presentan los modelos fisicos tedricos que explican el
transporte de carga en moléculas organicas, asi como las actuales y futuras

aplicaciones usando directamente ADN.

El capitulo 3 muestra las técnicas experimentales usadas para el desarrollo de la
investigacién. Primero se indica la creacién del montaje experimental, el proceso
de alineacién de ADN vy finalmente la obtencion de las curvas corriente-voltaje y
resistencia- temperatura. En este capitulo también se describen las adecuaciones
y modificaciones realizadas al sistema de adquisicion de datos, es decir, la parte

ingenieril de la investigacion.

En el capitulo 4 se presentan los resultados obtenidos de las curvas corriente-
voltaje para ADN humano y de (la) bacteria E coli y las curvas de resistencia-
temperatura tomadas para ADN bacteriano. Aqui se muestra la relevancia de la
alineacion de las fiboras de ADN en la reproducibilidad de los resultados.

Finalmente el capitulo 5 contiene las conclusiones de la investigacion.

En nombre del Grupo de Bajas Temperaturas de la Universidad del Cauca es
motivo de orgullo mencionar que este trabajo de investigacion es pionero a nivel
nacional y de muchos paises latinoamericanos en el estudio experimental de las

propiedades eléctricas en biomoléculas como el ADN.
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1. BIOLOGICO

1.1Acido Desoxirribonucleico (ADN)

1.1.1 Definicion

El &cido desoxirribonucleico (ADN) constituye el principal componente del material
genético de la inmensa mayoria de los organismos, junto con el ARN (Acido
Ribonucleico), siendo el componente quimico primario de los cromosomas y el

material en el que los genes estan codificados [1].

En las bacterias, el ADN se encuentra en el citoplasma mientras que en
organismos mas complejos, tales como plantas, animales y otros organismos
multicelulares la mayoria del ADN reside en el nucleo celular. El material genético
se conoce desde hace mas de cien afios. El ADN fue identificado inicialmente en
1868 por Friedrich Miescher [2], bidlogo suizo, en los nucleos de las células del
pus obtenidas de los vendajes quirlrgicos desechados y en el esperma del
salmon. El llamo a la sustancia nucleina, aunque no fue reconocida como material
genético hasta 1943 gracias al experimento realizado por Oswald Avery y

colaboradores [3].
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Figura 1.1 Esquema general de la estructura del ADN.

Su funcién principal es codificar las instrucciones esenciales para fabricar un ser
vivo idéntico a aquel del que proviene, o similar, en el caso de mezclarse con otra
cadena como es el caso de la reproduccion sexual o de sufrir mutaciones. Para
ello, las cadenas de ADN se organizan en secuencias de pares de bases de tal
manera que crean los genes, los cuales contienen la informacién necesaria para la
sintesis de una macromolécula con funcion celular especifica como por ejemplo
las proteinas. Esta funcién puede estar vinculada al desarrollo o funcionamiento
de una funcion fisiolégica normal y especifica. Las moléculas codificadas por el
ADN pueden ser estructurales como las proteinas de los musculos, cartilagos,
pelo, etc., o bien funcionales como las de la hemoglobina o las innumerables
enzimas del organismo [1]. La funcion principal de la herencia es la especificacion
de las proteinas, siendo el ADN una especie de receta primaria para fabricar

nuestras proteinas.
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1.1.2 Composicion del ADN

Los componentes del ADN (polimero) son los nucledtidos (mondmeros); cada
nucleétido estd formado por un grupo fosfato, una desoxirribosa y una base
nitrogenada. EI ADN lo forman cuatro tipos de nucleoétidos, diferenciados por sus
bases nitrogenadas divididas en dos grupos: dos purinas (0 bases pduricas)
denominadas adenina A y guanina G y dos pirimidinas (0 bases pirimidicas)
denominadas citosina C y timina T [1]. La estructura del ADN es una pareja de
largas cadenas de nucleétidos. La estructura de doble hélice (ver figura 1) del
ADN fue descubierta en 1953 por James Watson y Francis Crick [4] y dejaba claro
el modo en que el ADN se podia "desenrollar" para que fuera posible su lectura o

copia.

PURINAS

Guanina(G)
(DNA/RNA)

Adenina(A)

PIRIMIDINAS

Timina (T}
(DNA)

Citosina (C)
(DNA/RNA)

Figura 1.2 Esquema de las 4 bases nitrogenadas presentes en el ADN.
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Una larga hebra de acido nucleico esta enrollada alrededor de otra hebra
formando un par entrelazado. Dicha hélice mide 3,4 nm de paso de rosca y 2,37
nm de diametro, y esta formada, en cada vuelta, por 10,4 pares de nucleétidos
enfrentados entre si por sus bases nitrogenadas [5]. El rasgo fundamental es que
cada base nitrogenada de una hebra se hibridiza con la base de la otra, en el
sentido de que la adenina siempre se enfrenta a la timina (lo que se denomina par
A-T) y la guanina siempre a la citosina (G-C) [1]. La adenina se une a la timina
mediante dos puentes de hidrégeno, mientras que la guanina y la citosina lo hacen
mediante tres puentes de hidrégeno; de ahi que una cadena de ADN que posea
un mayor niumero de parejas de C-G es mas estable.

; L
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Figura 1.3. Hibridacion de las bases nitrogenadas en la estructura helicoidal del
ADN.
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La adhesion de las dos hebras de acido nucleico se debe a un tipo especial de
union quimica conocido como enlace de hidrogeno o puente de hidrégeno. Los
puentes de hidrogeno son uniones mas débiles que los tipicos enlaces quimicos,
tales como enlaces covalentes y enlaces idnicos, pero son mas fuertes que las
interacciones hidréfobas, y las fuerzas de Van der Waals, etc [1]. Esto significa
que las dos hebras de la hélice pueden separarse con relativa facilidad, quedando

intactas.

Este emparejamiento corresponde a la observacion ya realizada por Erwin
Chargaff de que en todas las muestras de ADN la cantidad de adenina es siempre
la misma que la timina, e igualmente con la guanina y la citosina. EI nimero de
purinas (A+G) es siempre igual a la cantidad de pirimidinas (T+C). Asi una purina,
de mayor tamafio, est4 siempre emparejada con una pirimidina, mas pequefia,
siendo de este modo uniforme la doble hélice en el sentido que a través de toda la

estructura no hay bultos ni estrechamientos.

El modelo de doble hélice permite explicar las propiedades que se presentan en el
ADN:

e Capacidad para contener informacion: lenguaje codificado en la secuencia
de pares de nucleétidos.

o Capacidad de replicaciéon: dar origen a dos copias iguales.

o Capacidad de mutacion: justificando los cambios evolutivos.

e Capacidad de regulacion: El genoma contenido regula la expresion de los
genes prendiéndolo y apagandolos dependiendo de las necesidads

intrinsecas y extrinsecas (Epigeneticas).
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Sin embargo, el ADN también se puede presentar en forma circular en bacterias o
de manera lineal en virus, en los cuales la cantidad de pares de bases es mucho
menor [6]. Se estima que el genoma humano haploide tiene alrededor de 3.000
millones de pares de bases [7]. Dos unidades de medida muy utilizadas son la
kilobase (kb) que equivale a 1.000 pares de bases, y la megabase (Mb) que

equivale a un millén de pares de bases.

Organismo N° de genes pares de bases
Plantas <50000 <10™
Humanos 23000 3 x 10°
Moscas 12000 1,6 x 10°
Hongos 6000 1,3 x 10’
Bacterias 500-6000 5 x 10° - 10’
Mycoplasma
m 500 580.000
Virus DNA 10-300 5.000 - 800.000
Virus RNA 1-25 1.000 - 23.000
Viroides 0-1 ~500

Tabla 1.1 Numero de Genes y Pares de Bases para algunos Organismos.

La presente investigacion se enfoca principalmente en el estudio de las
propiedades de transporte eléctrico de dos tipos diferentes de ADN, a saber, ADN

bacteriano obtenido de la bacteria E. Coli y ADN humano.
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1.2 BACTERIA Escherichia coli (E. coli)

Escherichia coli (E. coli) es una bacteria que se encuentra generalmente en los
intestinos animales —incluido el humano— y por ende en las aguas negras. Fue
descrita por primera vez en 1885 por Theodor von Escherich, bacteriélogo aleman,
quién la denominé Bacterium coli [8]. Posteriormente la taxonomia le adjudico el

nombre de Escherichia coli, en honor a su descubridor.

Esta y otras bacterias son necesarias para el funcionamiento correcto del proceso
digestivo. Ademéas produce vitaminas B y K. Es un bacilo que reacciona
negativamente a la tincion de Gram, es anaerobio facultativo, movil por flagelos
peritricos (que rodean su cuerpo), no forma esporas y es capaz de fermentar la

glucosay la lactosa [9].

Figura 1.4 a) Bacteria E. coli, b) Colonia de bacterias.
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Es una bacteria utilizada frecuentemente en experimentos de genética y
biotecnologia molecular debido a que su genoma se conoce perfectamente.
Ademas, la longitud de la cadena de ADN es relativamente pequefia si se
compara con la de otros organismos (Ver tabla 1). Por esta razon, se puede
atribuir una respuesta obtenida por la caracterizacion eléctrica al orden molecular
presente en el ADN de E. coli. Todo esto con el fin de analizar posibles

aplicaciones en biomateriales utilizando ADN.

1.3 RETROVIRUS

1.3.1 Definicién

Los retrovirus son virus pertenecientes a la familia Retroviridae. Poseen dos
copias de ARN (Acido Ribonucleico) monocatenario (cadena simple), que se
replican de manera inusual a través de una forma intermedia de ADN bicatenario
(cadena doble) [10]. Este proceso se lleva a cabo mediante una enzima: la
retrotranscriptasa o transcriptasa inversa, que dirige la sintesis de ADN a través de
ARN [1]. Una vez se ha pasado de ARN monocatenario a ADN, este se inserta
dentro del ADN propio de la célula infectada [11].
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Figura 1.5. Ciclo tipico de Replicacion de los Retrovirus.

Los retrovirus pueden causar muchas enfermedades, incluyendo algunos
canceres y el SIDA. Asi mismo, la cantidad de material genético que pueden
insertar dentro de células huésped en casos como el del VIH es del orden de 10
Kb, lo cual altera significativamente las propiedades fisicoquimicas del ADN de las

células infectadas.

1.3.2 Retrovirus VIH (Virus de Inmuno Deficiencia Humana)

El VIH (acronimo de Virus de la Inmunodeficiencia Humana) es el agente

infeccioso determinante del Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA).
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Segun el Comité Internacional de Taxonomia de Virus (ICTV) el VIH se incluye en
el género Lentivirus, encuadrado en la subfamilia Orthoretrovirinae de la familia
Retroviridae [12]. Fue descubierto e identificado como el agente generador de la
naciente epidemia de SIDA por el equipo de Luc Montagnier en Francia en 1983
[13]. En el mismo afio en que se identifico el virus, diversos equipos empezaron a
trabajar en la secuencia de su genoma, publicada a principios de 1985 y comenzé

también la caracterizacion de sus proteinas [12].

El viridn es esférico, dotado de una envoltura y con una capside proteica [14]. Su
genoma consiste en dos cadenas de ARN monocatenario que debe(n) copiarse
provisionalmente a ADN para poder multiplicarse e integrarse en el genoma de la
célula que infecta [11]. Los antigenos proteicos de la envoltura exterior se acoplan
de forma especifica con proteinas de la membrana de las células infectables,
especialmente de los linfocitos T4 [15].

1.3.2.1 Estructura del virus

Bicapa lipidica
nucleocapside .,...-:;: £:_.., y gp120
péip7 o K )

ARN

gp4l

pl7-Matriz

i
= &7 Integrasa

Transcriptasa
inversa

p24-Capside

Proteasa

Figura 1.6. Estructura del virion del VIH.
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El virién (particula infectante) del VIH difiere en su estructura de los previamente
conocidos de otros retrovirus. Mide unos 120 nm de diametro y es

aproximadamente esférico [14].

Se basa fisicamente en dos copias de ARN monocatenario positivo (Su secuencia
es como la del ARN mensajero correspondiente) cubierta por proteinas, que
forman la nucleocépside, y encerradas dentro de una capside troncoconica, a su
vez rodeada por una envoltura de bicapa lipidica, “robada” primero a la membrana
plasmatica de la célula huésped, pero dotada de proteinas propias [14]. Dentro de
la envoltura hay también enzimas propias del virus, incluidas una transcriptasa
inversa, una integrasa dentro de la capside y una proteasa. La primera es
necesaria para la retrotranscipcion, la sintesis de ADN tomando el ARN virico
como molde, y la segunda para que el ADN asi fabricado se integre en el genoma

humano convirtiéndose en provirus [16].

1.3.2.2 Genomay composicion

El genoma del VIH-1, cuando esta integrado en el ADN del huésped, es decir en
forma de provirus, mide 9,8 kpb (9.800 pares de nucleétidos) [17]. El provirus
contiene 9 genes. Tres de ellos codifican para proteinas estructurales comunes a
todos los retrovirus (los genes gag, pol y env), siendo los seis restantes genes no
estructurales, que codifican para dos proteinas reguladoras (genes tat y rev) y
cuatro para proteinas accesorias (genes vpu, vpr, vif y nef) [18].

El genoma del VIH-2 es algo mas largo (10,3 kpb) y le falta el gen vpu,

presentando en su lugar otro llamado vpx. Las proteinas estructurales son
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codificadas por los genes gag, pol y env, y su secuencia cubre la mayor parte del

genoma viral, guedando sé6lo una parte menor para el resto de los genes [19].

1.3.2.3 Ciclo de replicaciéon del VIH.

Las células que el VIH invade son esencialmente los linfocitos T CD4+ [15], pero
también en menor medida los monocitos/macréfagos, las células dendriticas, las
células de Langerhans y las células de microglia del cerebro [20]. La replicacion
viral tiene lugar en tejidos diversos: ganglios linfaticos, intestino, cerebro, timo, etc.
Los organos linfoides, sobre todo los ganglios linfaticos, constituyen la principal
sede de su replicaciéon [21]. El virus esta presente en numerosos liquidos del

organismo, en particular la sangre y las secreciones genitales.

La replicacién del virus VIH se desarrolla especificamente en las siguientes

etapas:

o La fijacidén representa la primera etapa en la invasion de una célula. Se
basa en el reconocimiento mutuo y acoplamiento de proteinas de la
envoltura del virién, las gp120 y gp41l, y los receptores de la célula blanco,
los CD4. Este reconocimiento no es posible sin ayuda de correceptores
propios de las células susceptibles de ser invadidas; en el caso de los
macrofagos son los CCR5 y en el caso de los LT4, los CXCR4, que
interactdan con la proteina superficial. Macréfagos y LT4 tienen en comun
su principal receptor: el receptor CD4. Este reconocimiento es condicion
obligada para que el virus llegue a penetrar en la célula y continuar con el
proceso de infeccion.
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La penetracion es el segundo paso: una vez reconocido el virion por los
receptores de superficie, se vacia dentro de la célula fusionandose la
envoltura lipidica del virion con la membrana plasmatica de la célula.
Protegidos por la capside y las nucleocapsides, los dos ARN genomicos
que forman el genoma viral y sus proteinas asociadas se encuentran ahora

en el citoplasma.

Eliminacion de las cubiertas proteicas, capside y nucleocapside, quedando

el ARN virico libre en el citoplasma y listo para ser procesado.

Se realiza la transcripcion inversa del ARN virico para formar ADNc (ADN
complementario, monocatenario) con la misma informacién. Cada una de
las dos moléculas de ARN llega desde el viribn asociada a una molécula de
transcriptasa inversa que se ocupa del proceso. Las dos moléculas de
ADNc como parte del proceso de trascripcidn inversa sirven como molde
para sintetizar sendas moléculas de ADN de doble cadena, que es la forma
quimica de guardar la informacion que una célula eucariota es capaz de
procesar y el virus VIH aprovecha este mecanismo genial para “guardar su
informacion” y aprovecha la maquinaria replicativa de la célula huésped en

su momento adecuado.

El paso siguiente es la integracion del genoma virico en el genoma de la
célula huésped. Para ello penetra en el nacleo y se inserta en el ADN

celular con ayuda de una integrasa, que procede del virion infectante.

La transcripcién del ADN virico por los mecanismos normales de la célula.
El resultado de la transcripcion es un ARNm (ARN mensajero) y un ARN
genomico viral, que son producidos en dos ondas trasncripcionales

separadas.
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El ARNm obtenido es complejo, constituido por una sucesion de intrones
(partes no informativas) y exones (partes informativas). Debe ser procesado
por cortes y re empalmes antes de que la informacién que contiene pueda
servir para fabricar las proteinas correspondientes. Una vez procesado, el

ARNmM puede salir del ndcleo a través de los poros nucleares.

Una vez en el citoplasma el ARNm proporciona la informaciéon para la
traduccion, es decir, la sintesis de proteinas, que es realizada a través del
aparato molecular correspondiente, del que forman la parte fundamental los
ribosomas. El resultado de la traduccion no consiste inmediatamente en
proteinas funcionales, sino en poliproteinas que aun deben ser cortadas en

fragmentos.

Por accion de proteasas especificas del VIH, las poliproteinas producto de
la traduccion son procesadas, cortandolas, para formar las proteinas

constitutivas del virus.

Las proteinas viricas fabricadas se ensamblan, junto con ARN provirales,
para formar los componentes internos de la estructura del virién, los que

constituyen la capside y su contenido.

El dltimo paso es la gemacién, cuando los nucleoides viricos se aproximan
a la membrana plasmatica y se hacen envolver en una vesicula que termina
por desprenderse, formando un nuevo virion o particula infectante. En cada
célula infectada se ensamblan varios miles de nuevos viriones, aunque

muchos son incompletos y no pueden infectar [21].
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1.3.2.4 Transmisioén del VIH

Hasta el momento, sélo se han demostrado y documentado tres formas de

transmision [22]:

1)

2)

3)

Sexual. (Acto sexual sin proteccion). El contagio se produce por el contacto
de secreciones infectadas con la mucosa genital, rectal u oral de la otra

persona.

Parenteral (por sangre). Es una forma de contagio a través de jeringuillas
contaminadas que se da por la utilizacion de drogas intravenosas o cuando
los servicios sanitarios, como ha ocurrido a veces en paises pobres, no
usan las mejores medidas de higiene; también en personas, como
hemofilicos, que han recibido una transfusion de sangre contaminada o
productos contaminados derivados de la sangre; y en menor grado
trabajadores de salud que estén expuestos a la infecciébn en un accidente
de trabajo como puede ocurrir si una herida entra en contacto con sangre
contaminada; también durante la realizacion de piercings, tatuajes y

escarificaciones.

Vertical (de madre a hijo). El contagio puede ocurrir durante las ultimas
semanas del embarazo, durante el parto, o al amamantar al bebé. De estas
situaciones, el parto es la mas problematica. Se puede tratar a la madre con
antivirales en la proximidad del parto para reducir considerablemente la

probabilidad de contagio del bebé (a menos del 1%).
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1.3.1.5 Origen y evolucién

Como en otras muchas enfermedades infecciosas emergentes, la infeccion por
VIH que acarrea el SIDA, inicié su existencia como zoonosis [23], es decir por
contagio desde otras especies. La emergencia del SIDA y la identificacion del VIH
estimularon investigaciones que han permitido determinar que las variantes del
VIH forman parte de un amplio grupo de lentivirus relacionados que se observan
en una gran variedad de primates [24]. Se les ha llamado SIV, siglas en inglés de
Simian Immunodeficiency Virus, por analogia con el VIH, no porque produzcan

primariamente el sindrome que llamamos SIDA en sus huéspedes naturales 2 .

Los SIV demuestran un gran parentesco con las dos especies del VIH cuando se
aplican las técnicas moleculares de andlisis filogenético con el fin de interpretar la
historia del cambio y diversificacion evolutivos de los genes para reconstruir el

parentesco de las especies.

Adult HIV
prevalance %
- s
-

Figura 1.7 Porcentaje de adultos infectado con VIH (afio 2000) [Fuente
Organizacion Mundial de la Salud].
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El VIH-1, responsable de la actual pandemia, ha resultado estar estrechamente
relacionado con el SIVcpz, que infecta a poblaciones de la subespecie
centroafricana (llamada Pan troglodytes troglodytes) del chimpancé comun [24]. El
salto de la barrera de especie desde P. t. troglodytes a Homo sapiens se ha
producido al menos tres veces, con variantes del VIH-1 que demuestran
parentesco con distintas cepas , geograficamente mas o menos localizadas, del
SIVcpz. Asi pues, el VIH-1 es un virus polifilético [25]. EI grupo M del VIH-1,
responsable de la pandemia actual, debi6 pasar a los seres humanos en la
primera mitad del siglo XX. Con los datos actuales, parece claro que Pan
troglodytes troglodytes es el reservorio desde el que se han producido
repetidamente las infecciones humanas por los virus de cuya evolucién procede el
VIH-1[25] .

La muestra humana mas antigua que se sepa que contiene VIH fue tomada en
1959 a un marino britanico, quien aparentemente la contrajo en lo que ahora es la
Republica Democréatica del Congo [26]. Otras muestras que contenian el virus
fueron encontradas en un hombre estadounidense que murié en 1969 y en un
marino noruego en 1976. Se cree que el virus se propagé mediante actividad
sexual, posiblemente a través de prostitutas, en las areas urbanas de Africa. A
medida que los primeros infectados viajaron por el mundo, fueron llevando la

enfermedad a varias ciudades de distintos continentes.

1.3.2.6 Prueba del VIH

La prueba del VIH muestra si el virus que causa el sida esta o estuvo presente en
la sangre. Una vez que el VIH es introducido al cuerpo, el sistema inmunolégico

comienza a producir anticuerpos. En el caso del VIH, estos anticuerpos no pueden
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combatir la infeccién, pero su presencia es utilizada para detectar si una persona
tiene o tuvo el VIH en su cuerpo [26]. En otras palabras, la mayoria de las pruebas
para el VIH buscan los anticuerpos que combaten el VIH en lugar de buscar el VIH

por si solo.

La prueba del VIH mas comun utiliza la sangre para detectar la infeccion por VIH.
Pruebas que utilizan saliva u orina estan también disponibles. Obtener los
resultados de algunas de las pruebas toma varios dias, pero la prueba rapida del
VIH (ELISA) puede suministrar los resultados en solo 20 minutos aunque el poder
de resolucion de la misma no es suficientemente confiable. Todas las pruebas del
VIH que resultan positivas deben ser seguidas por otra prueba para confirmar el
resultado positivo. Los resultados de esta prueba confirmatoria pueden tomar

algunos dias o semanas.

1.4 SIDA

El SIDA o sindrome de inmunodeficiencia adquirida, resulta de la incapacidad del
sistema inmunolégico para hacer frente a las infecciones y otros procesos
patolégicos, y se desarrolla cuando el nivel de Linfocitos T CD4 desciende por

debajo de 200 células por mililitro de sangre [27].

Normalmente, los glébulos blancos y anticuerpos atacan y destruyen a cualquier
organismo extrafio que entra al cuerpo humano. Esta respuesta es coordinada por
un tipo de células llamados linfocitos CD4+. Desafortunadamente, el VIH ataca
especificamente a las células que expresan el receptor CD4, una de las mas
importantes son los linfocitos T CD4+ y entra en ellos. Una vez dentro, el virus

transforma su material genético de cadena simple (RNA) a uno de cadena doble
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(DNA) para incorporarlo al material genético propio del huésped (persona
infectada) y lo utiliza para replicarse o hacer copias de si mismo [14]. Cuando las
nuevas copias del virus salen de las células a la sangre, buscan a otras células
para atacar. Mientras tanto, las células de donde salieron mueren y este ciclo se

repite una y otra vez.

Para defenderse de esta produccién de virus, el sistema inmunitario de una
persona produce muchas células CD4 diariamente. Paulatinamente el nimero de
células CD4 disminuye, por lo que la persona sufre de inmunodeficiencia, lo cual
significa que la persona no puede defenderse de otros virus, bacterias, hongos y
parasitos que causan enfermedades, lo que torna a la persona susceptible de
sufrir enfermedades que alguien sano seria capaz de enfrentar, como la neumonia
atipica y la meningitis atipica [28]. Estas enfermedades son principalmente
infecciones oportunistas. Dado que el organismo posee mecanismos de control de
crecimiento celular dependiente de células CD4, la destruccion progresiva de
éstas células ocasionara que estos mecanismos no sean adecuadamente
regulados, lo que origina en consecuencia la presencia de algunas neoplasias
(Cancer) que no ocurririan en personas "sanas" [29]. El VIH, ademas, es capaz de

infectar células cerebrales, causando algunas afecciones neurolégicas [20].

1.4.1 Patologia de los pacientes con SIDA

No todos los pacientes infectados con el virus VIH tienen SIDA. El criterio para
diagnosticar el SIDA puede variar de region en region, pero el diagnostico

tipicamente requiere:
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e Un conteo absoluto de las células T CD4 menor a 200 por milimetro cubico.

e La presencia de alguna de las infecciones oportunistas tipicas, causadas

por agentes incapaces de producir enfermedad en personas sanas.

La persona infectada por el VIH es denominada seropositiva para VIH o VIH
positivo (VIH+) y a los no infectados se les llama seronegativos para VIH o VIH

negativos (VIH-). La mayoria de las personas seropositivas no saben que lo son.

La infeccion primaria por VIH es llamada seroconversion y puede ser acompafiada
por una serie de sintomas inespecificos, parecidos a los de una gripe, por ejemplo,
fiebre, dolores musculares y articulares, dolor de garganta y ganglios linfaticos
inflamados. En esta etapa el infectado es mas transmisor que en cualquier otra
etapa de la enfermedad, ya que la cantidad de virus en su organismo es la mas
alta que alcanzara. Esto se debe a que todavia no se desarrolla por completo la
respuesta inmunoldgica del huésped. No todos los recién infectados con VIH
padecen de estos sintomas y eventualmente todos los individuos se vuelven

asintomaticos [30].
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Figura 1.8. Curso tipico de la infeccion por VIH. En azul, evolucién del recuento de

linfocitos T CD4+. En rojo, evolucion de la carga viral.

Actualmente existen medicamentos, llamados antirretrovirales, que inhiben
enzimas esenciales, la transcriptasa reversa o la proteasa, con lo que reducen la
replicacion del VIH [31]. De esta manera se frena el progreso de la enfermedad y
la aparicion de otras infecciones, asi que aunque el SIDA no puede propiamente
curarse, si puede convertirse con el uso continuado de esos farmacos en una

enfermedad cronica compatible con una vida larga y casi normal.
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2. PROPIEDADES DE TRANSPORTE ELECTRICO EN MATERIALES
ORGANICOS

El campo de transferencia de carga en los materiales organicos ha sido objeto
cada vez mayor de la investigacion por mas de 30 afios. Inspirados en la
naturaleza, la cual es la creadora de las mas perfectas maquinas y sistemas
fisicos conocidos, los investigadores tratan de revelar el funcionamiento de los
organismos vivientes y las estructuras que los conforman. Esta clase de
estructuras moleculares en su totalidad exhibe caracteristicas fisicas no
convencionales, que incluyen una gran abundancia de transiciones de fase. Por
ello presentan interés considerable no solo para la investigacién fundamental, sino

también para los muchos potenciales de uso en aplicaciones.

Segun diferentes experimentos realizados por diversos grupos de investigacion
alrededor del mundo, el ADN puede ser conductor, semiconductor, aislante e
incluso superconductor [1], ademas de presentar transiciones entre estos posibles
estados dependiendo de parametros fisicos como la temperatura [2]. Las
variaciones en las secuencias de ADN utilizadas [3], la dimension de las mismas y
los métodos experimentales usados al medir las propiedades de transporte en

ADN indicarian la diferencia en los resultados obtenidos.

Las teorias mas recientes consideran la migracion de electrones y huecos desde
el aceptor al dador. En moléculas como el ADN en una aproximacion inicial
funciona bien la teoria de bandas, como la que se aplica al estudio tedrico del
estado solido y explica la conductividad de metales, semiconductores y aislantes.

Sin embargo, consideraciones mas especificas toman los modelos descritos por la
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mecanica cuéntica para explicar los procesos de transferencia electronica en el
ADN.

2.1 MODELO FIiSICO BASICO

La aproximacion fisica basica sobre el transporte de carga esta considerada por la
ley de Ohm J=cE (0 su versidbn macroscopica V=RI). La teoria de Drude describe
los mecanismos de la conduccion considerando que los electrones forman un gas
electronico libre. La conductividad esta dada por:
ner

S 2.1)

= nje
I

Donde n es la densidad de carga por unidad de volumen, t el tiempo de relajacion,
m la masa (o la masa efectiva en el modelo del electron casi libre) y p es la
movilidad dada por la proporcion de la velocidad del electron y el campo eléctrico
aplicado. Esta es la solucion de la ecuacion de movimiento para electrones
fuertemente acelerados por un campo eléctrico y perdiendo su velocidad por las

colisiones inelasticas cada t segundos en promedio.

La conductibilidad o varia de un material a otro encima de un rango muy grande
de magnitud: hay un factor brusco de 1025 entre la conductibilidad a la
temperatura ambiente de los mejores conductores como cobre, y los aislantes,
como el cuarzo. También depende, para la mayoria de los materiales, de la

temperatura. Una grafica de conductibilidad en funcién de temperatura muestra
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una pendiente negativa para metales y una pendiente positiva para

semiconductores o aisladores, como se muestra en la Fig. 2.1.

CONDUCTIVITY o{S /em]
RESISTIVITY p [uf2cm)

104 1.2%/ 410
A 'l e ll A -
3 10 30 100300
TEMPERATURE TIK)

Figura 2.1. Comparacion de los valores de conductividad entre metales y algunos

polimetros dopados.

En los metales la conductibilidad no aumenta al infinito cuando la temperatura se

va a cero.

La conducta asintética de ¢ cuando T tiende a O es un criterio mas pertinente, la

conductividad sigue siendo finita para un metal mientras que o tiende a 0 para un
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semiconductor o un aislante. En un metal amorfo, como Mg-Zn o Ca-Al, como
ningun orden cristalino es perturbado, la conductividad casi no depende de la
temperatura. Las comparaciones con diferentes polimeros dopados muestran que
sus conductividades tienen diferentes valores, pero todos disminuyen con una
temperatura decreciente. Esta disminucibn es mucho mas lenta que el de
semiconductores cristalinos, como por ejemplo la silicona, donde la disminucion de
la conductividad es esencialmente debida a la congelacibn de electrones
presentes en la banda de conduccion. La razén para la disminucion de
conductividad en los polimeros es debida a la presencia de estados localizados
dentro del gap.

2.1.2 Existencia de GAP de Energia

El estado no-metdalico es una consecuencia directa de la existencia de un GAP de
energia EG. en el nivel de Fermi en el espectro electronico de la excitacion [4]. En

general, en un metal simple, la resistencia p aumenta casi linealmente con la

o=
temperatura T. En un no metal esta conductividad % aumenta generalmente

con T, segun una ley de la activacion de la forma:

G = Goe(_A/T) (2.2)

En esta expresion la energia de activacidon A se mide en unidades de Kelvin. En
una descripcion de banda del electron, el GAP de energia, que es Eg= 2A,
representa la energia requerida para crear un par de portadores, es decir,

promover un electrén a la banda de conduccion y simultaneamente, promover un
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agujero en la banda de la valencia [5]. Este GAP puede tener un origen estructural
puro. Sin embargo, en materiales orgdnicos puede también resultar de una
Distorsion electronica de Peierls, o de interacciones electrén-electron, como en
una localizacion de Mott-Hubbard, o por lo menos en parte de las interacciones

electron ion [6].
2.2 PRIMERA MEDIDA DE CONDUCTIVIDAD REALIZADA EN ADN

La primera medida historica realizada para hallar la conductividad en ADN fue
realizada por D. Eley y D. Spivey [7]. Ellos informaron en 1962 dimensiones de
conductibilidad en una oblea de ADN en una célula de presién donde contactaron
las obleas con electrodos de platino a una presion de 70 Kg/cm2 y en el vacio. Se

encontraron conductibilidades que obedecen comportamiento semiconductor:

T tT,:.c-_\:|a(— iff}_) (2.3)

Con una conductibilidad a 400 K en el orden de 10™* (Qcm)™ y GAP de energia E
de 2.4 eV. Se atribuye el resultado de la conductividad al orden de los pares de
bases y a la traslapacion de los electrones 1. También reportaron un
comportamiento similar para el ARN. Usando un método similar Snart midié en
1973 un GAP de energia de 2.4 eV y una conductividad de 6.3x10%(Qcm)™ [8].
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2.3 MODELOS MECANO-CUANTICOS EN LA TRANSFERENCIA DE CARGA
EN ADN

El proceso de transferencia del electron - el movimiento de carga de una molécula
a otra, o de un extremo de una estructura molecular dada a otra - es fundamental
en la quimica y ciencia de los materiales. Estas reacciones son cruciales en
procesos que van de la corrosion a la fotosintesis y logicamente en las
interesantes propiedades fisicoquimicas del ADN.

Las investigaciones modernas combinan ideas generales de cinética quimicas con
las visiones especificas en cdmo los movimientos interiores de moléculas pueden
facilitar el movimiento electronico entre diferentes sitios. Estos cuadros mecéanicos

fueron generalizados para incluir los efectos mecano-cuanticos.

Como se menciono anteriormente, la sucesion de pares de bases en la estructura
de ADN es la responsable de los diferentes comportamientos obtenidos mediante
los estudios experimentales. Para entender por qué la sucesiéon de ADN
representa una diferencia, es necesario comparar las energias relativas de las
pares de bases G-C y A-T. Estas energias se han deducido ahora de modelos
computacionales, los experimentos de fotoemision y las medidas electroquimicas.

El rasgo importante es que un hueco (es decir una carga positiva) es mas estable

en un par de base G-C que en un A-T [3] (figura 2).
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Figura 2.2 Diferencias de energia para pares de bases AT y GC.

También, la diferencia de energia entre estos dos pares es substancialmente mas
grande gue la energia térmica del portador de carga. Bajo estas condiciones, un
agujero se localizard particularmente en un par de base G-C. Como el par de
bases A-T tienen una energia mas alta, acttan como una barrera a la
transferencia de carga [9]. Sin embargo, el hueco puede tunelearse
coherentemente del primer sitio de G-C al segundo, y puede brincar atras al primer
par de G-C o puede seguir al proximo [9].
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Figura 2.3. Movimiento de carga en la molécula de ADN. Los graficos verde-rojo
son los pares de bases G-C, los cuales son portadores de carga. Los negro-

amarillo son los pares A-T son barreras de energia.

La proporcién del traslado de carga coherente disminuye exponencialmente con la
distancia viajada. Pero cuando la distancia entre los pares de bases G-C se ponen
demasiado largos para que los portadores de carga coherentes salten
eficazmente, sucede el salto térmico (termal hopping) [10] el cual es el mecanismo
de transferencia de carga dominante. La estructura de ADN es ideal para el
traslado del electrén porque algunos de los orbitales que pertenecen a las bases
nitrogenadas se superponen bastante bien entre si a lo largo del eje del ADN. El
extenso trabajo experimental y teodrico durante los ultimos 15 afios ha llevado a la
clarificacion sustancial de mecanismos del traslado de carga en el ADN. Los
mecanismos mecano-cuanticos dominantes parecen ser los dos mencionados
anteriormente - el tunelamiento coherente (coherent tunnelling) y el salto térmico

(thermal hopping).
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2.3.1 Tunelamiento Coherente

El efecto tinel es un efecto mecano-cuantico que consiste en que una particula

pueda atravesar una barrera de potencial Vo sin tener energia suficiente para

rebasarla por encima, debido a que la probabilidad de que la particula se

encuentre al otro lado de la barrera no es nula. Esta particula con una energia E y

masa es descrita por la ecuacion de Schodringer [11]:

1 *wix) 2
——+ —|E-V(x x)=0
o # [ (x)] wix)
Vix)
Vo +
Region 1 Region 3
[ L |

Figura 2.4. Barrera de Potencial.

Donde:

0 if Xx <0 (region [)
Vix)y=7V, if 0<x<L (region II)
0 af X =L (region III)

L es la longitud de la barrera de potencial.

La solucién a esta ecuacion es de la siguiente forma:
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Aexp(ik,x)+ Bexp(-1ikx) if x<0
y(x) =< Cexp(ik,x)+ Dexp(-ik,x) if 0=x<L (2.6)
Fexp(ik x)+ Gexp(-ik,x) if x>L

2mE

v _iyf2m(V, — E)

Con g, = . -

Este efecto es coherente en el sentido de que la particula no intercambia energia
con el medio. Este modelo funciona muy bien en moléculas cortas de ADN, debido
a gue la probabilidad de tunelamiento depende de la longitud de la barrera de

potencial, siendo 6ptimo para distancias del orden de los 5 A [9].
2.3.2 Conductibilidad hopping de rango variable

Hopping es una abreviacion para Tunelamiento mecano-cuantico asistido por
fonones. En un sdlido desordenado, algunos de estos estados estan localizados
en el gap (Ver figura 5), distribuidos al azar en el espacio. Si se excitan los
electrones a los estados deslocalizados de energia Ec, entonces la conductibilidad
es [12]:

Ec'_EF)

o r:Tg,,fc.:!'p(—T (2.7)

A temperatura ambiente, la energia disponible es demasiado pequefia para
semejante excitacion, asi que los electrones tienen que brincar (tunel) de un
estado debajo del nivel de Fermi a un estado localizado cercano del nivel de

Fermi.
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LD

VB

Figura 2.5. Esquema de niveles electrénicos para solidos desordenados. CB es la
banda de conduccién y VB es la banda de valencia. Algunos estados se

encuentran en el nivel de Fermi.

La probabilidad para este evento es proporcional al factor de Boltzmann exp™/"),

donde W es la diferencia entre estos dos estados de energia. La probabilidad
también depende del espectro del fonén y el solape de las funciones de onda. Mott
sefiald que la distancia de salto R aumenta con el decrecimiento de la
temperatura, de ahi el nombre de variable range hopping (salto de rango variable),
y viene de la dependencia siguiente Ln(s) =. T*, es de hecho un caso particular

de la forma generalizada para la conductibilidad dada por [13]:

o T\,
) T ORI — T | (28)

Donde el oo es la conductibilidad en el limite cuando T tiende a infinito, T, €S un

parametro que depende de la longitud de la localizacion y de la densidad
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electronica en el nivel de Fermi, y y depende de la dimensionalidad d del proceso

de salto y se da por:

. (2.9)
o 1+d

En la practica, es a menudo dificil aclarar los valores para gamma y asi distinguir
entre uno, dos o tres procesos dimensionales. Esas consideraciones son validas
para un campo DC. Para un campo AC, las teorias y experimentos han mostrado
gue hay una dependencia de la conductibilidad en la frecuencia si la temperatura

es baja y/o la frecuencia es alta [1].

En este proceso incoherente enmarcado en la estructura del ADN, el electron se
localiza en la molécula e intercambia energia con ella. La transferencia electrénica
procede en forma de multipasos del donador al aceptador. Los procesos de salto
pueden transferir carga por encima de las distancias mas largas que los procesos
de tunelamiento coherente, y el movimiento como tal se puede considerar como

difuso.

2.4 APLICACIONES USANDO ADN

Las excelentes propiedades fisicoquimicas del ADN como el autoensamblado,
hibridacién selectiva, caracteristicas eléctricas, Opticas, alta estabilidad vy
adaptabilidad entre otras sugieren que el ADN posee un gran potencial para el
desarrollo de diversas aplicaciones en campos como la ingenieria biomédica, y la

electronica molecular. A menudo, la electronica molecular s6lo se ve como la
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formacion de dispositivos de légica y memoria con simples moléculas conductoras.
Pero también puede definirse mas ampliamente como el area de ciencia y
tecnologia que estudian electronica y sensores basados en la organizacion
molecular [14]. Algunas de las presentes y futuras aplicaciones del ADN en los
campos de la ingenieria biomédica y electronica moderna se presentan a

continuacion.

2.4.1 Conductores Orgénicos

Una medida directa de la resistencia de moléculas sencillas de ADN puede
hacerse enganchando la molécula entre dos electrodos de metal y midiendo el
funcionamiento eléctrico a través de él. De hecho, medidas en alambres
moleculares conductores pequefios [15], incluso aquéllos formados de moléculas
pequefias, como los nanotubos de carbono, han surgido en el campo de los
nuevos materiales durante los ultimos afios. Estos experimentos toman la ventaja
de las herramientas desarrolladas por la nanotecnologia, incluyendo la litografia
de cafion de electrones para la fabricacion de nano electrodos y la microscopia de

fuerza atbmica para obtener imagenes a nivel molecular.
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Figura 2.6. Fotografia tomada por SEM de algunas fibras de ADN usadas como

conductores moleculares.

Las primeras medidas eléctricas directas en pequefios paquetes de ADN se
hicieron en 1999 por Hans-Werner Fink y Christian Schénenberger en la
Universidad de Basilea en Suiza [16]. Ellos desarrollaron un microscopio
electrénico especial de baja energia a alto vacio que pudo obtener la imagen de
fiboras delgadas independientes de ADN estiradas por un agujero en una
membrana. También midieron el conductancia tocando las hebras de ADN con un
metal adicional.
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Figura 2.7 Imagen tomada por AFM de hilos de ADN conductor (Linea verde).

Inspirados por los modelos que dan énfasis a la importancia de los pares de bases
G-C para el traslado de huecos a través de ADN, hicieron las medidas en
moléculas de ADN muy cortas que comprenden una cuerda que contuvo sélo
bases de G y una segunda cuerda que contuvo solo bases de C. El resultado
sorprendente de esta técnica era que paquetes de ADN de alrededor de 1 um en
la longitud parece comportarse como un conductor 6hmico. Sorprendente también
era el valor bajo de la resistencia (~1 MQ) que indica que el ADN es buen
conductor. Esto era bastante inesperado porque en el cuadro mas simple uno
espera que el ADN sea un semiconductor con un GAP grande de energia [17]

entre la banda de valencia y la conduccion e incluso llegue a ser un aislante [18].

El desafio en este campo ha sido utilizar el potencial de la ingenieria molecular en
sintetizar sistemas organicos cada vez mas conductores. Esto ha conducido a que
actualmente se afiadan los metales organicos y los superconductores organicos
en el estudio de la fisica de estado solido. Uno de los grandes esfuerzos de
investigadores esta en estabilizar el estado de superconductividad organico en
temperatura criticas mas altas, compitiendo con investigadores que trabajan en el

campo de oxidos superconductores de alta temperatura critica. Finalmente, el
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campo de conductores organicos tiene implicaciones interesantes en ciencias
biolégicas y farmacoldgicas, proporcionando conceptos y modelos Utiles a
cualquier problema referido a electroquimica y a los complejos fenOmenos de

transporte y transferencia de carga.

2.4.2 Disefio de nuevos materiales utilizando el autoensamblaje de ADN

El ADN tiene el potencial de congregar las redes con una variedad de geometrias
[19]. Aunque los pedazos cortos de doble hebra de ADN (debajo de
aproximadamente 50 nm) esencialmente forma una pila lineal, estructuras
espaciales intrincadas han sido producidas aprovechandose de las propiedades
de autoensamblaje de ADN con extremos adhesivos. En particular, Nadrian
Seeman y colaboradores en la Universidad de Nueva York han hecho vueltas
entrelazadas, nudos, arreglos uni y bidimensionales, cubos tridimensionales y
nanoredes basados en estructuras de ADN sintéticas [19] (figura 6). La molécula

simplemente se usa como un material del edificio basico para nanoestructuras.

Las ligaduras especificas entre las hebras de ADN pueden proporcionar un
elemento importante en el desarrollo de otras moléculas elementales. La
geometria y conectividad de circuitos electronicos futuros podrian ser controladas
quizas por el mismo ensamble de ADN, en lugar de por las técnicas de la litografia
destructivas. De hecho, las Unicas propiedades estructurales que controlan la
doble hélice de ADN llevaran ciertamente a aplicaciones muy extensas, porque la
variabilidad sintética y propiedades del reconocimiento de ADN son irrepetibles por
cualquier otra estructura molecular. Es posible escoger moléculas de ADN para
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reconocer otras moléculas de ADN llenando espacios intramoleculares en una
forma particular y asi mantener un andamiaje estructural de complejas

nanoestructuras.

Figura 2.8 Estructuras moleculares disefiadas por medio del autoensamble de
ADN.

El ADN puede combinarse con basicamente cualquier grupo quimico lateral
imaginable [1]. Por ejemplo, una hebra con extremos adhesivos puede atarse a los
elementos moleculares eléctricamente activos, como los metales, fulerenos o
ciertos interruptores moleculares. Estos grupos pueden localizarse en sitios
especificos en las moléculas definidos por la sucesion de bases. Muchos grupos
de investigacion han usado esta idea para preparar estructuras nanocompositas
consistentes de nanoesferas de oro que cubrieron una hebra de fragmentos de
ADN. Estos grupos estan desarrollando nuevos materiales coloidales hechos de

esferas de oro unidas a ADN [20].
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2.4.3 Chips de ADN

Una aplicacion existente de las propiedades de ensamblaje de ADN esta en los
llamados chips de ADN [21]. Estos dispositivos se aprovechan del hecho que las
hebras cortas independientes, ligaran a otros segmentos de ADN que tiene las
sucesiones complementarias (ver Capitulo 1), y puede usarse para sondear asi si

ciertos cédigos genéticos que estan presentes en un espécimen dado de ADN.

Una clase importante de estos chips se basan en una tecnologia denominada
MOCSER (Molecular Controlled Semiconductor Resistor) [22], una simbiosis entre
materiales organicos e inorganicos. Esencialmente un dispositivo MOCSER
funciona como un tipico transistor FET, en el cual por medio de un Voltaje de
Puerta o Gate se controla el canal de conduccién entre la fuente (Source) y

drenador (Drain) (Ver Figura).

Dielectrico \

Figura 2.9 Esquema General de un Transistor FET.
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La diferencia con el dispositivo MOCSER radica en que no hay una puerta con la
cual controlar el canal de conduccién. La puerta y el material dieléctrico son
reemplazados por una pelicula de ADN de cadena simple (ssADN) como se

muestra en la figura 2.

ssADN

/
AL

S Canal de Conduccion D

Figura 2.10 Esquema general de un sensor de ADN.

Al obtener una respuesta eléctrica inicial se puede observar un comportamiento
tipico el cual es provocado por la organizacion de un dipolo eléctrico a lo largo de
las hebras de ADN [23] (Ver figura 3) el cual crea un campo electrostatico
confinado en la longitud del ADN. En el momento que las moléculas simples
encuentran su base complementaria el dipolo es alterado, cambiando asi la
respuesta eléctrica. Este cambio es detectado, lo cual permite identificar la

hibridacién del ADN depositado inicialmente.
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Figura 2.11 Dipolo eléctrico generado en una mono capa autoensamblada de
ADN.

Chips micro fabricados con muchas sondas de ADN paralelas estan
desarrollandose en aplicaciones analiticas y médicas, con las cuales se pueden
identificar diferentes secuencias de pares de bases. Estas pueden ser atribuidas a
genes que provocan enfermedades o -caracteristicas genéticas especificas.
Actualmente, los chips se leen fuera del nivel Optico, pero el proceso de
miniaturizacion podria requerir nuevos esquemas de lectura externa, posiblemente
involucrando las propiedades del traslado electronico de ADN. Estas ideas y
aplicaciones podrian aprovecharse de las respuestas electroquimicas diferentes
en cadenas sencillas (ssADN) y dobles de ADN (dsADN) que estan depositadas
sobre distintos tipos de superficies (Metales, semiconductores, etc.). Cabe resaltar
que estas cadenas de ADN pueden detectar otros tipos de moléculas utilizando el
mismo principio, pero variando su selectividad al modificar la organizacién y tipo

de pares de bases depositados sobre el transistor.
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2.4.4 ADN computacional

La idea de realizar computacion con ADN no es muy nueva. Moléculas capaces de
empacar datos son, en varios sentidos, perfectas para la tarea. En 1994 se realiz6
una demostracién publica que mostré que el ADN puede solucionar problemas de
l6gica computacional [24]. Y ahora Nadrian C. Seeman y sus colegas de la
Universidad de New York han encontrado una manera nueva y simple de unir tiras

de ADN para simular compuertas légicas OR exclusivas [25].

Las compuertas légicas binarias, que convierten los unos y ceros de la entrada en
unos y ceros a su salida, componen las unidades centrales de proceso de las
computadoras digitales. Cualquier calculo complejo se puede dividir en una serie
de pasos pequefios y solucionarse a través de compuertas l6gicas. En el caso de
una compuerta XOR (OR exclusiva), la regla es simple: cuando entran los mismos
digitos a las dos entradas de la compuerta, aparece un cero a la salida; dos digitos
diferentes en la entrada producen un uno. En este trabajo reciente de computacion
por ADN, las entradas se reemplazan por moléculas en una sola hebra que
determinan la operacién porque se envuelven una sobre la otra y los pares de
bases se conectan. En esencia, la que defina el problema es la coleccién de
moléculas de entrada que se utiliza; una vez que se unen las entradas, la
molécula de salida se auto-construye en un solo paso y surge como respuesta.
Dos conjuntos de moléculas, al unirse, podrian revelar una clave para desencriptar
mensajes secretos. El hecho de que las moléculas sé6lo se pueden juntar una vez
aporta una seguridad adicional. Ademas, se podria programar el ADN para que

ciertos materiales inteligentes puedan llegar a construirse a si mismos.
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En el 2001, los cientificos del Instituto Weizmann de Ciencia de Israel anunciaron
que habian construido una computadora tan pequefia que podrian caber un millén
de millones de ellas en una gota de agua [26]. El software de estos artefactos
estaba compuesto de ADN y enzimas y podia realizar, en conjunto, mil millones de

operaciones por segundo.

Figura 2.12 Molécula de ADN de entrada (en color verde-azulado), las moléculas

del software (en purpura-rojizo) (Fuente Weizmann Institute of Sciencies).

Durante afios se han propuesto varios disefios de computadoras mindsculas que
apuntan a explotar la capacidad del ADN para guardar cantidades masivas de
datos. Los primeros esquemas se basaban en una molécula conocida como ATP,
que es una fuente de energia comun para las reacciones celulares, a las que
aporta combustible. Pero en las nuevas configuraciones, una molécula de ADN
provee tanto los datos iniciales como energia suficiente para completar el

computo.
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2.4.5 Deteccidn de enfermedades

Otra aplicacion presente al estudiar las caracteristicas fisicas del ADN esta en la
deteccion de enfermedades. Como se vio en el capitulo 1, algunos virus como el
VIH pueden alterar directamente la cadena de ADN de las células huésped a las
gue ataca, como por ejemplo las células sanguineas (Linfocitos T4). Esa alteracion
es del orden de los 10000 pares de bases, las cuales directamente afectaran las
propiedades fisicoquimicas del ADN infectado. En esta investigacion, estudiamos
las variaciones en las respuestas eléctricas obtenidas por medio de curvas
corriente-voltaje, considerando el ADN humano como un sistema muy complejo y
en bloque, del cual solo queremos obtener un patron de respuesta eléctrica
comparado entre ADN humano de pacientes sanos y pacientes con Virus de
Inmunodeficiencia Humana (VIH), en las etapas iniciales de la enfermedad y sin

ningun tratamiento medico previo.
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3. TECNICAS EXPERIMENTALES

Este capitulo tiene por objetivo hacer una descripcion de las técnicas
experimentales utilizadas para la caracterizacion eléctrica realizada en el ADN
humano y bacteriano. Como primera medida se realizo el disefio y creacion del
montaje experimental para la ubicacién de muestras de ADN, teniendo en cuenta

la alta relevancia de parametros como:

e Temperatura
e Humedad
e Presion

e Ruido Eléctrico

Para evitar el ruido eléctrico, se realizo blindaje eléctrico a todos los cables de
conexion del sistema. Asi mismo, se escogieron substratos aislantes que tuvieran
alta afinidad para la evaporacibn de metales nobles (Cuarzo y Titanato de

estroncio) y asi reducir al maximo la influencia externa de corrientes parasitas.

Posteriormente se hizo una adecuacion del sistema de adquisicion usado en para
la caracterizacion eléctrica, equipos que se encuentran en el Laboratorio de Fisica
de Bajas temperaturas Edgar Holguin del departamento de Fisica de la
Universidad del Cauca. Esto se realizo con el fin de obtener automaticamente las
curvas corriente voltaje y resistencia temperatura con un alto grado de fidelidad y
reduciendo al maximo la influencia de los parametros externos anteriormente

mencionados.
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3.1 DISENO DEL MONTAJE EXPERIMENTAL

Se disefio un montaje experimental en substratos aislantes de 1 cm? de area de

cuarzo (SiO,) y Titanato de estroncio (SrTi).

Figura 3.1. Sustrato con un capa plana evaporada de plata.

El espacio escogido para la ubicacién de ADN fue de 1mm? adecuado para la
ubicacion de 5 ul de ADN, la cual fue la cantidad estandar para todas las
mediciones. El montaje experimental cuenta con el substrato aislante (Cuarzo o
Titanato de Estroncio) y una capa de plata evaporada que reproduce el disefio de
cuatro puntas creado en las mascaras, dejando el espacio entre las puntas como

se muestra en la figura 3.2.

1cm

Figura 3.2. a) Montaje Experimental, b) Vista lateral.
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3.1.1 Disefio de méascaras

Se disefiaron mascaras de aluminio de 1cm? de &rea con el objetivo de crear un
esquema experimental que permitiera realizar la caracterizacion eléctrica sobre las
muestras de ADN obedeciendo el método de las cuatro puntas. Las mascaras
recrean un disefio en forma de cruz con cuatro electrodos, dejando un espacio
entre ellas de 1mm?, espacio en el cual se depositan las muestras de ADN (Ver
figura 3.3). Las mascaras fueron esterilizadas y colocadas cuidadosamente sobre
la superficie del substrato previamente al proceso de evaporacion de metales.

Figura 3.3. Mascara de Aluminio para la creacién del disefio experimental.

3.1.2 Evaporacién de metales

Los contactos eléctricos de plata evaporados sobre los diferentes substratos
usados se fabricaron mediante la técnica de deposicion mediante evaporacion
térmica la cual fue implementada en un sistema de pulverizacion catddica reactiva

asistida con campo magnético y fuente de radiofrecuencia Magnetron Sputtering
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R.F, el cual posee una serie de evaporadores que soportan una géndola de
tungsteno conectado a una fuente de corriente regulada de alto amperaje (hasta
10 A).

3.1.2.1. Evaporacion térmica en vacio

La técnica de deposicion por evaporacién térmica en vacio consiste en el
calentamiento hasta la evaporacion del material que se pretende depositar. El
vapor del material termina condensandose en forma de lamina delgada sobre la
superficie fria del substrato y las paredes de la camara de vacio. Normalmente la
evaporacion se hace a presiones reducidas, del orden de 10° o 10® Torr, con
objeto de evitar la reaccion del vapor con la atmosfera ambiente. A estas
presiones bajas, el recorrido libre medio de los atomos de vapor es del orden de
las dimensiones de la cAmara de vacio por lo que estas particulas viajan en linea
recta desde la fuente de evaporacion (crisol) hasta el substrato. Esto da lugar a
fendmenos de “sombreado” en piezas de 3D sobre todo en aquellas regiones no
directamente accesibles desde la fuente de evaporacion [1]. Al mismo tiempo, en
las técnicas de evaporacion térmica la energia media de llegada de los atomos de
vapor a la superficie del substrato suele ser baja (del orden de KT, es decir
décimas de eV) lo cual puede afectar seriamente la morfologia de las capas,

resultando frecuentemente un material poroso y poco adherente [1].

En las técnicas de evaporacion térmica, el calentamiento del material puede
llevarse a cabo por diferentes métodos. En los equipos disponibles en el
laboratorio se utiliza bien sea el calentamiento mediante resistencia (efecto Joule)

0 bhien sometiendo el material a un bombardeo intenso de electrones de alta
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energia, generalmente varios KeV, procedentes de un cafidn de electrones

(calentamiento por haz de electrones)

3.1.2.1.1 Evaporacion por calentamiento mediante resistencia

En la técnica de deposicibn mediante evaporacion, el calentamiento del material
hasta la fusion se lleva a cabo mediante el paso de corriente eléctrica a través de
un filamento o placa metélica sobre el cual se deposita el material (efecto Joule).
El material en forma de vapor se condensa entonces sobre el substrato. También
se usan otras formas de calentamiento como el de induccion mediante una bobina
de RF rodeando un crisol de grafito o de BN, donde se funde el material que se
quiere evaporar. El montaje de la técnica es simple, y resulta muy apropiada para
depositar metales y algunos compuestos de bajo punto de fusion (Al, Ag, Au, SIO,
etc.). Los metales tipicos usados como resistencia de calentamiento son el tantalio
(Ta), molibdeno (Mo), wolframio o tungsteno (W) los cuales presentan una presion
de vapor practicamente nula a la temperatura de evaporacion (Tevap = 1000-2000
°C) [2].

3.1.3 Sistema de deposicion mediante evaporacion térmica.

Los electrodos fueron evaporados utilizando el método de deposicion mediante
evaporacion térmica en el sistema Balzer BAE 250, el cual se muestra en la figura
3.4.
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Cémara de Vacio

— !
) b
| -
| |

Figura 3.4 Sistema de evaporacion.

El sistema utilizado para la fabricacion de los electrodos de plata cuenta con las

siguientes partes:

+ Camara de Vacio:

“ Fuente de Corriente de 0 hasta 10 A.

+ Cilindro de suministro de argon.

+ Valvula micrométrica (para control de la entrada de argén en la camara).

+ Sistema de vacio (Bomba mecanica de paletas rotatorias y bomba
turbomolecular).

% Shutter.

« Evaporadores

+ Filamento de Tungsteno.

+ Boat Heaters (Crisoles de Grafito)

% Sensores de presion.
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En este trabajo se utilizaron substratos de SiO, y Al,O3; debido a sus propiedades

dieléctricas (ver anexo) y sobre ellos se evaporaron contactos eléctricos de plata

3.1.4 Proceso de evaporaciéon de contactos eléctricos de plata.

Para la realizacion del proceso de evaporacion de los contactos eléctricos fue
necesario realizar con anterioridad, una limpieza de los substratos usados.
Mediante el uso de un ultrasonido marca Branson 1200 se limpiaron los substratos
en acetona, etanol y agua desionizada. Posteriormente fueron sometidos a un flujo
de nitr6geno para evitar moléculas de oxigeno adheridas a la superficie del
substrato.

Estos substratos fueron ubicados junto con las mascaras en una camara de vacio
cilindrica asistida por una bomba mecanica rotatoria que sirve de precursora y una
bomba turbo molecular, las cuales evacuan la cAmara hasta alcanzar una presion
de vacio de 107 mbar, la cual puede ser controlada a un nivel de vacio requerido

mediante la insercién de gas inerte, en este caso Argon.

Ya en un ambiente libre de contaminacion y una presion de alto vacio, se calento
el filamento de tungsteno pasando una corriente a través de este filamento, de
manera que alcanzara la temperatura de evaporacion del metal, en este caso es
plata (temperatura de evaporacion de la plata 2212°C), fabricando asi los

contactos eléctricos sobre la superficie de los substratos.
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3.2 TECNICAS DE ALINEACION DE ADN

Una técnica usada para manipular las hebras de ADN en una solucién es por
medio de un campo eléctrico. A manera general los grupos fosfato en el esqueleto
del ADN se encuentran desprotonizados y el ADN se carga negativamente. La
electroforesis es un ejemplo de esta técnica y usa este efecto de carga para
ordenar las cadenas de ADN e incluso algunas proteinas como una funcion de la

longitud de las hebras y el campo eléctrico DC aplicado.

3.2.1 Electroforesis

La electroforesis es un método de laboratorio en el que se utiliza una corriente
eléctrica controlada con la finalidad de separar biomoléculas segin su tamafio y

carga eléctrica a través de una matriz gelatinosa.

Fue empleado por primera vez en el afio 1937, pero su importancia vino a
incrementarse cuando en los afos cincuenta E. L.Durrum y Arne W.K. Tiselius,
impulsaron la electroforesis de zona, nombre que se asigno a la separacion de
materiales en un campo eléctrico en presencia de algun tipo de soporte; aunque
este termino se limito originalmente al analisis de coloides y particulas
microscopicas, se ha convertido en estos ultimos afios en una metodologia

aplicada a sustancias de bajo peso molecular [3].

Cuando una mezcla de moléculas ionizadas y con carga neta son colocadas en
un campo eléctrico, estas experimentan una fuerza de atraccion hacia el polo que

posee carga opuesta, dejando transcurrir cierto tiempo las moléculas cargadas
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positivamente se desplazaran hacia el céatodo (el polo negativo) y aquellas
cargadas positivamente se desplazaran hacia el anodo (el polo positivo).
El movimiento de las moléculas esta gobernado también por dos fuerzas
adicionales; inicialmente la friccion con el solvente dificultara este movimiento
originando una fuerza que se opone; por otro lado las moléculas tienen que
moverse en forma aleatoria 0 movimiento browniano debido a que poseen
energia cinética propia denominado difusibn. La energia cinética de las
moléculas aumenta con la temperatura, por ello a mayor temperatura mayor
difusion. La suma de todas estas fuerzas provoca que las moléculas no migren de
una manera homogénea, de tal manera que, si las moléculas son colocadas en un
cierto lugar de solucién, los iones comenzaran a moverse formando un frente cuya
anchura aumentara con el tiempo. Para reducir el ancho de este frente podemos
reducir el movimiento de las moléculas empleando un medio que oponga mas
resistencia a dicho movimiento. Una forma comudn de hacer esto es formar un gel.
El gel consiste de un polimero soluble de muy alto peso molecular que atrapa
moléculas de agua y forma un tamiz que dificulta el movimiento de los solutos,
consecuentemente, la migracioén electroforética de las moléculas serd mas lenta,

pero el ensanchamiento del frente se vera reducido también [4].

oue CICAE & N Y
2@ »

Figura 3.5. Esquema general del efecto de un campo eléctrico en presencia de

moléculas orgéanicas.
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3.2.2 Alineacién por campo eléctrico de corriente alterna AC

Hemos usado un método donde un campo eléctrico AC es aplicado entre
electrodos de plata. La manipulacion de ADN esta basada en la interaccion de un
momento dipolar inducido entre el ADN y el campo eléctrico aplicado.

3.2.2.1 Modelo Fisico

Cuando la solucion de ADN es expuesta a un campo no homogéneo, pueden
ocurrir dos efectos en el ADN. El primero es un torque que alinea el ADN con el
campo eléctrico. El segundo es una fuerza dielectroforética la cual lleva el ADN en

la direccion donde el campo eléctrico es mas fuerte [5].

Este efecto es llamado dielectroforesis positiva y ocurre cuando la polarizabilidad
de la molécula en la solucién es mayor que la del medio. Cuando es al contrario,
es decir la polarizabilidad de la molécula es menor que la del medio entonces es
llamada dielectroforesis negativa. Ambos efectos dependen de la polarizabilidad a
del ADN la cual es supuestamente afectada fuertemente por las nubes de carga
alrededor de la solucion. Para una neutral aproximacion en un campo eléctrico no

uniforme la fuerza electroforética se puede escribir como [6]:

Fy=7-VE =aE - VE = 2V(E) (3.1)

e
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Donde a es la polarizabilidad del objeto, p es el momento dipolar inducido ( .f_-l-ﬁ)
y Eesel campo eléctrico aplicado.
La polarizabilidad puede ser escrita como av V, donde av is la polarizabilidad por

unidad de volumen y V es el volumen.

Para describir que pasa en una solucion, la ecuacién anterior debe incorporar la
permitividad de la solucion, asi que la polarizabilidad por unidad de volumen es
dad por [7]:

€n€1(€x — €1)

€1+ Ales — 1) (3.2)

ay =

Donde €1 es la permitividad del medio, €2 es la permitividad de la molécula y A es
un factor geométrico el cual varia desde cero hasta 1 (Por ejemplo A=1/3 para una
esfera y 1 para una varilla corta). Como €1 es mucho mayor que €2 en caso de
ADN en agua [8], la ecuacién 3.2 puede ser simplificada y la fuerza se puede

escribir como:

Fy = Vegey V(E?) (3.3)

Una aproximacion general en el valor del campo eléctrico necesario para vencer
las fluctuaciones térmicas puede ser obtenido al integrar la ecuacién 3 en el limite

de la distancia de los electrodos y comparar el resultado con:
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Eu, = kT /(r?leper) S 107 V/m

Lo cual muestra que el campo que se usara debe ser relativamente grande (Del
orden de los 1V). La fuerza considerada en este caso es la ejercida por cada fibra
de ADN y cada segmento no varia por las fluctuaciones. Los otros parametros

usados para el calculo son el radio= 1nm y la permitividad del agua= 80.

El Segundo efecto es la alineacion de las moléculas con el campo. Como el ADN
puede verse como una cadena de segmentos rigida, el efecto de alineacion
actuara en cada una de ellas, resultando moléculas completamente alineadas,
excepto si se han formado nodos en ella. El torque en cada parte rigida es dado

por:

M=pxE (3.4)

La molécula experimenta una fuerza de estiramiento que puede ser estimada en
una aproximacion general por la suma de las fuerzas electrostaticas opuestas
F=tq - E, exceptuando en los extremos de la molécula. La carga es dada por pl/l,
donde | es la longitud de la molécula. Un valor de 10° fue obtenido para ADN de
moléculas de 1.5 ym de longitud [9]. La fuerza es del orden de 0.2 pN para un
campo eléctrico de 10°V/m. Estos resultados fueron obtenidos por Washizu [9] y
Dewarrat [6] quienes probaron satisfactoriamente la técnica para campos

eléctricos ac.
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3.2.3 Desarrollo Experimental de la Alineacién de ADN.

El proceso de alineacion de ADN presenta una alta relevancia en la
reproducibilidad de los resultados obtenidos. EI ADN es un material anisotropico
[10] y es de vital importancia asegurar que la corriente que atraviesa la muestra lo
haga siempre en el mismo sentido. Para ello se disefiaron electrodos simétricos
lineales de plata sobre substratos que son portables, con el fin de conectar un
generador de funciones TW GFG80D y exponer el ADN a un campo eléctrico de
corriente alterna. Los pardmetros escogidos experimentalmente para tal fin fueron

los siguientes:

Vpp 05V
Frecuencia 60 Hz
Tiempo de Exposicion 120 s

Tabla 3.1 Parametros de la sefial AC para la alineacion de ADN.

Se escogieron estos valores de voltaje y frecuencia con el fin de ser lo
suficientemente fuertes para alinear adecuadamente las fibras de ADN pero
previendo la posible degradacion provocada por el campo eléctrico en el ADN. El
tiempo de exposicion fue de 2 minutos debido a que es necesario dar un tiempo
prudencial para que las hebras se alineen en la direccién del campo y se unan
entre ellas. Sin embargo, exponer el ADN por mucho tiempo a la influencia de un

campo eléctrico puede provocar el deterioro de la muestra. Asi que el tiempo de
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exposicion fue implementado considerando estos dos factores Cabe resaltar que
la técnica fue implementada con éxito y perfeccionada en la pasantia de
investigacion realizada en el Weizmann Institute of Sciences de Israel (Ver anexo
1).

3.3 CARACTERIZACION ELECTRICA

3.3.1 Curvas Corriente —Voltaje

Una curva |-V es un argumento cartesiano de la tensién a través de un resistor
representan graficamente en funcion de la corriente que fluye a través de esa
resistencia. Tipicamente, la tension es graficada en el eje "x" y la corriente en el
eje "y". La curva |/V no es mas que una grafica de la ecuaciéon V = IR [2] (Ley de
Ohm), donde V = voltaje, | = corriente y R =resistencia.
Aunque las curvas | / V curvas son aplicables a cualquier sistema eléctrico,
encuentran un amplio uso en el estudio de la electricidad biologica, en particular
en el ambito de la subcontratacion electrofisiologia. En este caso, la tension se
refiere a la tension a través de una membrana biolégica, o el potencial de la
membrana, y la corriente es el flujo de iones cargados a través de los canales en

esta membrana. La resistencia se determina por la conductancia de estos canales.
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R= ——10mm
= 2 Ohms
——— 4/10 Ohms

Figura 3.6. Curva |-V tipica para dos resistencias 6hmicas (Azul y Café). La linea

roja es la respuesta |-V de un resistor rectificador.

La caracterizacion |-V realizada en moléculas como el ADN requiere un grado
elevado de sofisticacion. En este tipo de moléculas es importante considerar los
efectos de la corriente en la degradacion de las muestras. Por esta razon, es
necesario colocar en el ADN corrientes muy pequeias. En la presente
investigacién se introdujeron corrientes desde -1000nA (nanoamperios, donde 1
nanoamperio equivale a 10° A) hasta 1000 nA, con incrementos de 10 nA. Para
ello se uso una fuente de corriente Keithley 2400, la cual posee un error de 0.05
nA. La medicion del voltaje de respuesta fue realiza por medio de un
nanovoltimetro digital de alta sensibilidad Keithley 182, el cual posee un error de 1

nV (1 nanovoltio equivale a 10°V).
El esquema general utilizado (Ver figura 3.7) obedece al método de cuatro puntas,

en el cual a través de dos electrodos de plata se hace circular la corriente mientras

gue por los otros dos electrodos se procede a medir el voltaje.
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Plata
Substraro Aislante

N

I 1ecm

Figura 3.7. Esquema de las cuatro puntas usado para la caracterizacion
Corriente-Voltaje de ADN.

Debido a que las corrientes usadas son bastante pequefas, el sistema completo
se sometid a un blindaje eléctrico de los cables que conectaban la fuente de
corriente y el nanovoltimetro al montaje experimental y posteriormente al sistema
de adquisicion de datos. Asi mismo, filtros digitales pasa bandas fueron
implementados para reducir en mayor escala la influencia del ruido eléctrico en los

resultados obtenidos.

3.3.2 Curvas Resistencia Temperatura

La caracterizacion resistencia temperatura consiste en obtener curvas de
resistividad en funcién de la temperatura, el sistema que permite realizar esto es
capaz de controlar la temperatura desde -253°C a 100°C, y a través del método de

las cuatro puntas obtener las medidas de resistividad.
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El método de las cuatro puntas en esta caracterizacion es usado para conectar la
muestra de ADN a la fuente de corriente y el nano voltimetro de tal manera que

permita registrar los valores de resistencia eléctrica

Figura 3.8. Horno calefactor del criostato (izq), criostato de circuito cerrado de
Helio (der).

El sistema en el cual es depositada la muestra se muestra en la figura 2. Para
aumentar la temperatura, se utiliza un horno calefactor el cual posee un
enrollamiento de manganina de 25 y ademas, disponemos de un cridstato en
circuito cerrado de helio que permite bajar la temperatura de manera mas eficiente
que por inercia térmica, alcanzando temperaturas de hasta 20°K, el sensor de
temperatura es un diodo de silicio DT470, y tanto éste como el cable se

encuentran conectados al controlador de temperatura Lakeshore 330.
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La temperatura de todo el sistema es controlada con una precision del orden de
los milikelvin y esta ventaja de controlar la temperatura con ese grado de eficiencia
fue usada para la obtencion de curvas corriente voltaje para el ADN de bacteria e
coli a diferentes temperaturas. La fuente de corriente y el nanovoltimetro estan
interfazados con el PC a través de una tarjeta de adquisicién de datos GPIB y el
protocolo ANSI/IEEE.

3.4 ADQUISICION AUTOMATICA DE DATOS

3.4.1 Descripcion del bus GPIB

GPIB es un estandar de conexién que permite la comunicacion de un ordenador
con instrumentos electronicos de medida, como pueden ser generadores de
funciones, osciloscopios, etc. Las siglas corresponden a General Purpose
Interface Bus, pero a pesar de este nombre, fue disefiado especificamente para la
conexién de instrumentos de medida. Fue creado en 1965 por la compafia
Hewlett-Packard, que lo denominé originalmente HP-IB, y se popularizd con
rapidez, debido a sus altas tasas de transferencia de datos (8 Mbytes/s). Para
evitar la dispersion de caracteristicas, los principales fabricantes acordaron la
estandarizacion del GPIB en 1975 (IEEE 488.1), centrdndose en las
caracteristicas eléctricas y mecanicas del bus. Una segunda estandarizaciéon
(IEEE 488.2 de 1987) delimité de forma mas concreta la programacion del GPIB,
definiendo comandos de aparatos, formato de mensajes y estado de los
instrumentos. El siguiente paso de importancia fue la adopcion del formato de
comandos SCPI, que estructura las érdenes a los aparatos de forma coherente,
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permitiendo (hasta cierto punto), la sustitucién de instrumentos de distintos

fabricantes con minimos cambios [11].

3.4.2 Estructura de un sistema GPIB

Un sistema GPIB consiste en una serie de instrumentos de medida conectados a
un bus, y controlados, normalmente, por un PC dotado de una tarjeta GPIB. Existe
bastante libertad en la configuracién topologica del bus, que, en general, es una
combinacion de disposiciones lineales y en estrella, como se muestra en la figura
3.9.

Fuente de Corriente

GPIB

Nanovoltimetro

Figura 3.9. Ejemplo de configuracion de un sistema GPIB.

El dispositivo controlador (normalmente un PC dotado de una tarjeta GPIB)

gestiona el flujo de datos y comandos a los diferentes elementos del sistema [9].
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En nuestra aplicacion, se han interfazado al computador los siguientes

dispositivos:

e Fuente de corriente Keithley 2400.
e Nanovoltimetro Keithley 182.

e Controlador de Temperatura Lakeshore 330.

En la figura 3.10 se puede observar los instrumentos de medicion con los cuales
se realiza la caracterizacion eléctrica corriente voltaje y resistencia temperatura

presentes en el laboratorio de Fisica de Bajas Temperaturas de la Universidad del

Cauca.

B wramss

= =/ |
=T N

b 4 g i' =

~ e

Figura 3.10. Sistema de caracterizacion y adquisicién de datos del laboratorio de

Fisica de Bajas Temperaturas Edgar Holguin.
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3.4.3 Modificaciones realizadas en el sistema de Adquisicién de datos

El sistema de adquisicion automatica de datos que se encuentra en el laboratorio
de Fisica de Bajas Temperaturas Edgar Holguin esta compuesto por un sistema
formado por un conjunto de equipos con interface GPIB, todos comunicados al
computador mediante una tarjeta GPIB de la National Instruments. Los programas
utilizados para introducir los datos automaticamente al computador fueron
actualizados desarrollandolos en lenguaje Labview 8.0; puesto que el sistema
anterior estaba desarrollado en lenguaje Labview 5.0 y su ejecucién se efectuaba

sobre la plataforma de Windows 98.

La primera parte de la adecuacion consisti6 en la actualizacion del computador
utilizado para la adquisicion de datos a un modelo mas reciente con sistema
operativo Windows XP y el modelo de la tarjeta de adquisicion de datos GPIB. Las
ventajas que ofrece este cambio es que el sistema actual posee una mayor
velocidad de procesamiento, menor tiempo de muestreo, mas compatibilidad con
equipos recientes y equipos que manejaban el anterior protocolo (IEE 488.1).
Ademas la interfaz de usuario es mas amigable y los programas fueron
optimizados para un mejor rendimiento haciendo uso de menos rutinas y
operaciones mucho mas simples gracias un paquete nuevo de herramientas con

las que no se contaban en la version 5.0.

En las siguientes figuras se presenta una comparacion de los programas
desarrollados en Labview utilizados para la adquisicion automatica de las curvas
corriente voltaje, anteriores (Figura 3.11) y actuales (Figura 3.12) desarrollados en

el laboratorio de fisica de bajas temperaturas de la Universidad del Cauca.
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Figura 3.11. Software anterior desarrollado en Labview 5.0.
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Figura 3.12. Software creado en Labview 8.0 para la adquisicion automatica de
datos para medidas corriente voltaje.
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Los diagramas en bloque de la programacion realizada en Labview se mostraran
en los anexos de este documento (Ver anexo 3). El cambio en los programas se
debe a que los rangos de corriente con las que hicieron las medidas de corriente
voltaje y resistencia temperatura son mucho menores a los rangos que se usaban
anteriormente en el laboratorio de fisica de bajas temperaturas. Asi mismo el
grado de sensibilidad requerido en las mediciones es mucho mayor debido a que
para evitar dafios considerables en las muestras de ADN estas fueron sometidas a
corrientes del orden de los nanoamperios, corrientes que requieren un alto control
del proceso y asi realizar adecuadamente la caracterizacion eléctrica sobre estas

moléculas.
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4. RESULTADOS EXPERIMENTALES Y ANALISIS

En el presente capitulo se presentan los resultados de la caracterizacion eléctrica
obtenida por medio de curvas corriente-voltaje y resistencia-temperatura para
muestras de dsADN (ADN de doble hélice) de ultra alta pureza procedente de la
bacteria Escherichia coli (E. coli) y dsADN Humano extraido de células
sanguineas, bioldgicamente inactivado, procedente de pacientes con Sindrome de

Inmuno Deficiencia Adquirida y ADN Humano de personas sanas.

Todas las muestras se extrajeron con el mismo protocolo de extraccién (ver
anexos 4 Y 5). Sin embargo, la muestra de ADN bacteriano y el ADN Humano de
pacientes sanos usada como control, fue extraida por la compafia Corpogen [1].
Las muestras de ADN Humano de pacientes con SIDA fueron suministradas por el
grupo de Inmunologia de la Universidad del Cauca. A los pacientes se les realizo
previamente la prueba de ELISA [2], con la cual se comprobd la presencia del VIH
en las células sanguineas. Todos los pacientes se encontraban en una etapa
inicial de la enfermedad, sin tratamiento previo alguno y en un rango de edad de
entre los 20 y 40 afios. Ademas, se creo un formato de consentimiento informado
(ver anexo 6) que fue firmado por cada uno de los pacientes de quienes no se
conoce su identidad y en este se aclaran los objetivos cientificos de la

investigacion.

En cada una de las muestras se procedi6 a realizar una cuantificacion de ADN con
el fin de conocer la concentracion y el grado de pureza. Para ello se usaron
técnicas opticas utilizando espectrofotometria ultravioleta. Todos los resultados de
la cuantificacibn se presentan previamente a las curvas de caracterizacion
eléctrica. Asi mismo, se muestran los resultados dependiendo de un proceso

previo de alineacion de las fibras de ADN, el cual es el parametro principal para la

100



reproducibilidad de los resultados obtenidos. Las curvas se presentan en orden
temporal. Las primeras fueron tomadas en el proceso inicial de la investigacién sin
ningun tipo de técnica de alineacion de ADN. Posteriormente se realizo una
técnica de alineacion con campo DC similar a la electroforesis [3] y finalmente se
uso la técnica de alineacion con campo AC, con la cual se obtuvieron los mejores

resultados.

4.1 CURVAS CORRIENTE-VOLTAJE EN ADN

4.1.1 Curvas Corriente-Voltaje sin alineacion de ADN

En esta parte del capitulo presentamos las curvas de corriente-voltaje obtenidas
en ADN bacteriano y Humano sin ninguna técnica de alineacién de ADN previa a

la caracterizacion.

4.1.1.1 ADN de Escherichia coli (E. coli)

El ADN de bacteria E. coli purificado con ARNasa para la eliminacion de material
genético diferente a ADN, fue cuantificado por lectura de absorcion en el
ultravioleta a 260, 280 y 320 nm. De estas lecturas se calculé su concentracion
en pg/ml y la relacion de densidades opticas 260/280, el cual es el indicador de
la pureza (Rango 1.8 — 2.0) (Ver Tabla 1).
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Concentracion 266 pg/ml
Relacion 260/280 1.78 (1.8-2.0)
Integridad electroforética Aceptable

Tabla No 4.1 Resultados de las pruebas de concentracion y pureza en ADN de E.

coli

La concentracién de este ADN es alta debido a que la aplicacion que se quiere
realizar en mediano plazo en el Grupo de Fisica de bajas Temperaturas
(FISBATEM) de la Universidad del Cauca es el desarrollo de biotransistores, los
cuales requieren una alta concentracion en la deposicién de material organico que
se usa como canal de conduccién, reemplazando los tipicos materiales

dieléctricos.

El ADN se encuentra inmerso en un buffer de reconstitucion denominado TE (Tris-
EDTA, a un pH de 8.0).Por medio de la misma caracterizacion corriente-voltaje se

comprobd la no influencia del buffer en los datos obtenidos.

Se ubicaron 5 pl de ADN por medio de una micropipeta en el montaje experimental
(Ver capitulo 3) e inmediatamente en un ambiente de vacio (Vacio medio 107
milibar) se realizd la obtencién de curvas corriente-voltaje sin alineacion previa.
Los rangos de corriente usados variaron desde -1000 nA hasta 1000 nA, con
incrementos de 10 nA. El error en las mediciones es proporcionado por los
instrumentos, para la fuente de corriente es de 0.1 nA y para el nanovoltimetro de
1nV.
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En la grafica 1 se muestra un curva de corriente-voltaje obtenida para dos
muestras de dsADN de E. coli. La muestra se encuentra en vacio para evitar los
efectos de la humedad y a una temperatura constante de 20°C. Se puede
observar que las dos muestras presentan comportamientos completamente
diferentes. No hay ninguna reproducibilidad en los resultados considerando que
las condiciones fisicas en las cuales se realizo la caracterizacion fueron similares.
En ninguno de los dos casos se encontré simetria de voltaje para valores de
corrientes de negativas a positivas como se reportan en algunas investigaciones
realizadas a nivel mundial para dsDNA [4]. Los rangos de voltaje en estas
mediciones siempre fueron positivos aunque fluctuaron de manera arbitraria

conforme variaban los valores de corriente.

1000 - . z .
=—Ecoli1 -~ ; ¥ )
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~ 500 i
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4 .— 3 ;,,l
Ig -500 | V.Hl e :
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Voltaje (V)

Figura 4.1 Curva Corriente Voltaje en ADN de dos muestras de E. coli sin

alineacion previa.

Una vez se observo la no reproducibilidad de las curvas obtenidas en las muestras

anteriores se procedio a realizar dos caracterizaciones en la misma muestra de
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ADN (Muestra 3), independientemente de que la extraccion realizada en todas las

muestras de ADN hayan provenido del mismo cultivo bacteriano.

En la Figura 2 se presenta la caracterizacion eléctrica obtenida por medio de
curvas corriente(-)voltaje en una misma muestra de ADN de E. coli en los mismos
rangos de corriente anteriormente mencionados y sin alineacién previa de las
hebras de ADN. Las condiciones fisicas del experimento: humedad, presién (107
mbar) y temperatura (20 °C) fueron iguales entre estas dos medidas. Se pudo
observar nuevamente una falta de reproducibilidad en las curvas, en donde los
voltajes medidos nuevamente no presentaron simetria e incluso fluctuaron
desordenadamente para los diferentes valores de corriente. En los resultados
obtenidos sin alineacién previa de ADN bacteriano no se puede concluir ningin

tipo de comportamiento eléctrico caracteristico de este material.

: .
900 % i
6001 5

ac -

< 300- .,

= £

g 0] "

S -300- 1 i

= : : |—=—Ecoli3a

8 0001 § §f |« Ecolidb
9001 1} A

T

03 04 05 06 07
Voltaje (V)

Figura 4.2 Curvas Corriente Voltaje para una misma muestra de ADN de E. coli

sin alineacion previa.
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4.1.1.2 ADN Humano

El ADN humano que se usOG como control, purificado con ARNasa para la
eliminacion de material genético diferente a ADN, fue cuantificado por
espectrofotometria ultravioleta a 260, 280 y 320 nm. A partir de estas lecturas se
calculo su concentracion en pg/ml y la relacion de densidades oOpticas 260/280, la

cual es un indicador de la pureza (Rango 1.8 — 2.0) (Ver Tabla 2).

Concentracion 16 pg/ml
Relacion 260/280 1.8 (1.8-2.0)
Integridad electroforética Aceptable

Tabla 2. Resultados de las pruebas de concentracion y pureza en ADN humano.

Al igual que en el caso del ADN bacteriano, el ADN se encuentra inmerso en un
buffer de reconstitucion denominado TE. Se ubicaron 5 pl de ADN en el montaje
experimental e inmediatamente se realiz6 la obtencion automatica de curvas
corriente-voltaje sin alineacion previa. Los rangos de corriente usados variaron
desde -1000 nA hasta 1000 nA, con incrementos de 10 nA. El error en las
mediciones es proporcionado por los instrumentos, para la fuente de corriente es

de 0.1 nA y para el nanovoltimetro de 1 nV.

El objetivo en esta parte de la investigacion es la identificacién de diferencias en
las curvas corriente-voltaje obtenidas para ADN de pacientes con Sindrome de
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Inmuno Deficiencia Adquirida y personas sanas. La concentracion de ADN de
estas muestras es pequefia comparada con la concentracion de ADN bacteriano
debido a que la observacion del cambio en las propiedades fisicas del ADN
provocadas por el VIH no requieren una alta concentracion. Asi, a partir de una
muestra promedio de 5ml de sangre, de la cual se separaron las células
sanguineas del plasma, la concentracion tipica obtenida fue de 16 pug/ml.

En las figuras 4.3, 4.4 y 4.5, se presenta la caracterizacion eléctrica obtenida por
medio de curvas corriente-voltaje en muestras de ADN Humano en el mismo
rango de corriente anteriormente mencionado y sin realizar un proceso de
alineacion previa de las fibras de ADN. Las condiciones fisicas externas fueron
controladas y repetidas en cada experimento. La temperatura se mantuvo
constante a 20°C y las mediciones se realizaron en vacio. En todas las mediciones
se pudo observar comportamientos completamente diferentes entre si, para las

cuales no se encontrd ningun tipo de reproducibilidad en los resultados obtenidos.

Los valores de voltaje varian arbitrariamente en cada experimento con la variacion
de la corriente, aunque los valores de resistencia antes de realizar la medicion son
del orden de los 0.8MQ. Al igual que en el caso de ADN bacteriano no se observa
un comportamiento simétrico en los valores de voltaje. Ademas, no se puede
concluir un comportamiento eléctrico a partir de las curvas obtenidas sin alineacion
del ADN.
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Figura 4.3 Curva Corriente Voltaje para una muestra de ADN Humano sin
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Figura 4.5 Curva Corriente Voltaje para una muestra de ADN Humano sin

alineacion previa.

4.1.2 Curvas corriente voltaje con Alineacion de ADN con campo D.C

A partir de los resultados mostrados, obtenidos anteriormente por caracterizacion
eléctrica por medio de curvas corriente-voltaje, se puede observar la alta
relevancia del proceso de alineacion de las fiboras de ADN previamente a la
realizacion de las medidas, si se considera que parametros fisicos externos como
temperatura, presion y cantidad de ADN permanecieron constantes. LoOS
resultados obtenidos tanto para ADN de E. coli como para ADN Humano no

arrojan ninguna informacion de las propiedades eléctricas de este material. Por
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esta razon fue necesario disefiar un proceso de alineacion de ADN que se realiz

previamente a la obtencion de curvas corriente voltaje.

La primera técnica implementada hace uso de un campo eléctrico de corriente
directa DC similar a la electroforesis [3], en la cual las lineas de campo se ubican
paralelas a la direccion de la corriente eléctrica a la que es sometido el ADN. Se
colocdé un campo eléctrico DC de 0.7 V haciendo uso de electrodos lineales de
plata y se dejé actuar el campo eléctrico en la muestra de ADN bacteriano durante

dos minutos.

4.1.2.1 Curvas corriente-voltaje en ADN de E. coli.

Las curvas de caracterizacion eléctrica fueron tomadas para ADN de E. coli con
las caracteristicas de concentracion y pureza mencionadas en la seccion 4.1.1.1.

Se utilizaron dos muestras independientes de ADN bacteriano.

En la figura 4.6 se presenta una curva corriente-voltaje obtenida con muestras de
ADN bacteriano previamente alineado con un campo eléctrico DC de 0.7 V. Las
condiciones fisicas de medicion fueron las mismas que en las caracterizaciones
preeliminares: temperatura de 293K y vacio medio. Se pudo observar un
comportamiento limpio y ascendente con algunos cambios de concavidad en -800
nA y 500 nA. Aunque se pudo observar valores de voltaje negativos para
corrientes del orden de -1000nA, no hubo simetria en el voltaje. El valor de la

resistencia eléctrica fue de 0.6 MQ.
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Figura 4.6 Curva Corriente-Voltaje para una muestra de ADN de E. coli con

alineacion previa con campo DC.

En la figura 4.7 se presenta una curva corriente-voltaje tomada en una muestra de
ADN de E. coli. Se pudo observar un comportamiento ascendente con cambios de
concavidad en corrientes similares a las de la grafica anterior. Entre las dos
medidas se pudo observar una mayor similitud, mejorando asi la reproducibilidad
del experimento. Esto se denota en el sentido que las dos curvas son ascendentes
y con cambios especificos de concavidad. Sin embargo los valores de voltaje
medidos fueron diferentes entre estas dos muestras y no hubo simetria de voltaje

en las mismas.
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Figura 4.7 Curva Corriente Voltaje para una muestra de ADN de E. coli con

alineacion previa con campo DC.

La caracterizacion eléctrica efectuada posteriormente a la alineaciébn con campo
DC, la cual fue realizada especificamente en muestras de ADN bacteriano, arrojo
mejores resultados que las curvas obtenidas previamente sin ningun proceso de
alineacion de las hebras de ADN. Sin embargo los resultados no fueron
completamente concluyentes en las propiedades eléctricas de este material. Por
esta razon fue necesario utilizar una técnica de alineacion diferente que ha sido
probada en caracterizaciones fisicas realizadas para materiales organicos en
investigaciones desarrolladas en otros institutos [5], la cual se denomina

alineacion de ADN con campo AC.
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4.1.3 Curvas corriente-voltaje con alineacion de ADN con campo A.C

La alineacion de ADN con campo eléctrico AC se realizé con el fin de obtener una
mayor organizacion de las fibras de ADN, esto permite asegurar que la corriente
eléctrica recorra el ADN en la misma direccion, a través de las moléculas. Por esta
razon se procedio a colocar un campo eléctrico de corriente alterna (sefial sinodal)

por medio de un generador de funciones, cuyos parametros fueron:

e Vpp=0.5V

e Frecuencia= 60 Hz.

El campo AC se ubico paralelo a la direccidn de la corriente por medio de unos
electrodos de plata lineales que iban sobre la muestra de ADN. El tiempo de
exposicién fue de 120 segundos. Todos los parametros fisicos necesarios para
realizar exitosamente la alineacion de ADN se encontraron en el Laboratorio de
Fisica de bajas Temperaturas y se comprobaron experimentalmente en la
pasantia internacional de investigacién realizada en el Weizmann Institute of
Sciences de Israel (ver anexo), realizada como parte integrante de la presente

investigacion.
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Figura 4.8 Fotografia de microscopia de fluorescencia de muestras de ADN

después de alineacion por campo AC. a) 10 pg/ml, b) 150 pg/ml [5].

4.1.3.1 Curvas corriente voltaje en ADN bacteriano

Una vez se logré la alineacion de ADN, se procedié a realizar la caracterizacion
eléctrica por medio de curvas corriente-voltaje en muestras de ADN de E. coli,
variando la temperatura. El controlador usado permiti6 mantener la temperatura
constante con una precision del orden de los milikelvin (Ver capitulo 3). La presién

se mantuvo igual que en los experimentos previos.

En la figura 4.9 se presenta la caracterizacion corriente-voltaje de una muestra de
5 uL de ADN de E. coli, realizada a 4 diferentes temperaturas, 23°C, 0°C, -10°C y -
20°C. Lo primero que se puede observar es una concordancia entre los resultados
obtenidos: curvas claramente ascendentes para ciertos rangos de corriente y una

dependencia directa de la respuesta eléctrica con la temperatura. Asi mismo, los
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resultados presentaron un comportamiento similar a las curvas de corriente-voltaje
de un diodo con voltajes de ruptura que varian desde la rama negativa a la
positiva, dependiendo del valor de la corriente. Para temperaturas de -20°C, -10°C
y 0 °C, se obtuvieron voltajes de ruptura de -0.76V, -0.69V y -0.67V
respectivamente para corrientes negativas. Para las corrientes positivas los
voltajes fueron 0.78V, 0.84V y 0.82V. Por otro lado, a temperatura ambiente se
obtuvo un comportamiento éhmico con altos valores de resistencia, del orden de
0.6MQ, los cuales son valores similares a la resistencia medida en las
caracterizaciones preliminares. En trabajos reportados experimentalmente se
comprobo la existencia de un GAP del orden de 2 V para ADN de doble hélice
(dsDNA) en temperaturas por debajo de los 0°C [6-7], lo cual es consistente con

los resultados obtenidos bajo condiciones similares.
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Figura 4.9 Caracterizacion corriente-voltaje realizada en muestras de ADN de E.

coli a 4 diferentes temperaturas.
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4.1.3.2 Curvas corriente voltaje en ADN Humano

Posteriormente a la caracterizacion de ADN bacteriano y con la seguridad de tener
un ADN alineado, se procedio a realizar la caracterizacion eléctrica de ADN
Humano, de una muestra control de ultra alta pureza y de 4 muestras extraidas de
diferentes pacientes a quienes se les diagnosticO SIDA sin que se les haya
administrado ningun tratamiento medico previo. Las condiciones fisicas de la
caracterizacién fueron temperatura = 20°C y presién = 10 mbar. Los rangos de
corriente se mantuvieron constantes. El barrido de corriente se realiz6 desde -
1000nA hasta 1000nA con incrementos de 10nA.

En la Fig 4.10 se observan las curvas Corriente-Voltaje obtenidas en 2 muestras
de ADN humano extraido de células sanguineas de pacientes diagnosticados con
SIDA e infectados con VIH y la respuesta eléctrica de ADN humano sin presencia
de VIH. Se presentd un comportamiento tipo semiconductor en todas las muestras
pero también se observaron diferencias en los puntos de cambio de concavidad,
voltajes de ruptura y saltos de corriente entre las respuestas obtenidas en las
muestras con VIH y sin VIH. La curva obtenida para ADN humano sin VIH
presentdé un comportamiento mas limpio y simetria en los niveles de corriente, -
1000 nA y 1000nA, puntos donde el voltaje es cercano a cero voltios (ver Fig
4.11), contrario al comportamiento menos simétrico y con cambios mas
pronunciados de concavidad. Sin embargo, las curvas obtenidas en las dos
muestras independientes de ADN humano con VIH fueron bastante similares entre

Si.
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Figura 4.10 Curva corriente voltaje obtenido en ADN humano sin VIH y dos

muestras independientes de ADN humano con VIH.
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Figura 4.11 Zoom cercano a 0 V de las Medidas de Corriente-Voltaje en ADN

Humano.
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En la figura 4.12 se muestra la caracterizacion eléctrica realizada en ADN Humano
sin presencia de VIH y dos muestras independientes de pacientes con VIH
(Diferentes a las muestras 1 y 2). En las muestras de ADN con VIH se observan
unos cambios bruscos en la concavidad que aunque difieren entre si en los
valores de corriente y voltaje presentan cierta reproducibilidad en el esquema
general de la curva. El ADN de personas sanas presenta una simetria en los
voltajes de ruptura en valores cercanos a los -950 nA y 950 nA. Asi mismo se
puede observar nuevamente una alteracion directa en las curvas pasando de ser
mas organizada y predecible para el caso de ADN humano de personas sanas a
con cambios bruscos de concavidad para ADN humano infectado con VIH.
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Figura 4.12 Curva corriente voltaje obtenido en ADN humano sin VIH y dos

muestras independientes de ADN humano con VIH.
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Figura 4.13 Graficas de dV/dl vs Voltaje de las muestras de ADN Humano con

VIH y de pacientes sanos.

La figura 4.13 muestra las graficas de la derivada del voltaje con respecto a la
corriente (dVv/dl) en funcién del voltaje para muestras de ADN Humano de
pacientes con SIDA y de personas sanas. En ellas se puede apreciar unas
graficas con picos caracteristicos para todas las muestras pero que varian en los
valores de voltaje (eje x) donde se presentan. Asi mismo se observa que para
ADN humano sano la curva es completamente limpia y simétrica en los valores

negativos y positivos del sobreimpulso dada en -2.5e-3 y 2.5e-3.
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Para ADN con VIH las curvas son desorganizadas y asimétricas con picos
menores en diferentes valores de voltaje que son dados por los pequefios cambios
de concavidad presentes en la curva corriente-voltaje. Ademas, es posible
apreciar que el nivel del pico en ADN sano es mucho mayor que en las curvas de
ADN con VIH ya que el valor del primero esta en orden de 10 mientras que en las

ultimas es del orden de 10°.

4.2 CURVAS RESISTENCIA-TEMPERATURA EN ADN BACTERIANO

Las curvas de resistencia en funcion de la temperatura fueron realizadas
especificamente en muestras de ADN de bacteria Escherichia coli. En los
resultados de la caracterizacibn corriente-voltaje se observa una clara
dependencia de la temperatura en los resultados obtenidos. Se hace interesante

entonces observar el comportamiento de este dsADN en bajas temperaturas.

La caracterizacion se realizé a una presion de 102 mbar (vacio medio) y se hizo
un barrido de temperaturas desde los 280K hasta los 185K. Estos rangos de
temperatura fueron escogidos como limites para evitar la desnaturalizacion y
cristalizacion de la muestra de ADN [8]. EI montaje experimental usado para esta
caracterizacion fue el mismo que el utilizado para la obtenciéon de las curvas

corriente-voltaje (ver capitulo 3).

En la figura 4.14 se presenta la curva de caracterizacion resistencia-temperatura
tomada para 5 ul de ADN de E. coli. Se pudo observar desde los 280K un
comportamiento tipo semiconductor cuya resistencia aumente con la disminucion

de la temperatura. Sin embargo, en los 260K aproximadamente hay una transicion
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en la cual la resistencia disminuye rapidamente con la temperatura hasta
alrededor de los 260K, punto desde el cual la resistencia se mantiene casi
constante en un valor de 600KQ, la cual es la resistencia medida en el material a
temperatura ambiente (295K). Los resultados obtenidos por medio de esta
caracterizacion son coherentes con las curvas corriente voltaje obtenidas para

ADN bacteriano.
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Figura 4.14 Curva de resistencia en funcion de la temperatura para ADN de E. coli
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4.3 ANALISIS DE RESULTADOS

4.3.1 Efecto de la Alineacién del ADN

Una primera apreciacion que se puede anotar a partir de todos los resultados
obtenidos fue la gran importancia del proceso de alineacion de ADN previamente a
la ejecucion de la caracterizacion eléctrica. Se observo que cuando el ADN fue
ubicado sin alineaciébn previa los resultados diferian entre ellos
independientemente que las condiciones experimentales como temperatura y

presidn se mantuvieran constantes.

Al utilizar la técnica de alineacion con campo DC se observd una mejoria en la
reproducibilidad de las curvas de corriente-voltaje que fueron tomadas
especificamente para ADN de E. coli, el cual tiene una mayor concentracion que el
ADN Humano utilizado en esta investigaciéon. Sin embargo, los valores de voltaje
medidos en los barridos de corriente difirieron considerablemente entre las dos
curvas obtenidas. Esto se debe a que la alineacion de ADN con campo DC alinea
las fibras de ADN debido al torque provocado por la polarizacion del ADN [9]. Sin
embargo las fibras de ADN de cadenas relativamente grandes como el caso de
ADN bacteriano (50Kpb) tienden a enredarse entre si [10]. El campo eléctrico DC
no desenreda las fibras de ADN ni permite una adherencia entre las hebras,
haciendo asi que la corriente transite a través de una estructura mas ordenada
que en el caso de no alinear el ADN pero con bifurcaciones y nodos indeseables.
Siendo el ADN un material anisotropico [11] se espera que los resultados varien

uno del otro.
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Con la técnica de alineacion con campo AC se obtuvieron los mejores resultados
en todas las caracterizaciones realizadas. Esto es porque ademas de que el
campo AC genera un torque sobre las fibras de ADN, se crea una fuerza
dielectroforética provocada por la variacion del campo que permite desenredar las
fiboras de ADN [5] asegurando que la corriente atraviese siempre en la misma
direccion a traves de la muestra. Ademas este efecto también provoca una mayor
adherencia entre cada una de las hebras de ADN y los electrodos de plata por los

cuales se introdujo la corriente eléctrica y se midi6 el voltaje de respuesta.

4.3.2 Resultados obtenidos con ADN de E. coli.

En las curvas de corriente voltaje-observadas para ADN bacteriano después de
haber perfeccionado el proceso de alineacion de las hebras de ADN se pudo
observar una dependencia de la temperatura [12] en la respuesta eléctrica
medida. Para las temperaturas menores que cero el comportamiento fue similar al
de un diodo semiconductor aunque con voltajes de ruptura asimétricos y para
temperatura ambiente se observd un comportamiento 6hmico con alta resistencia.
Estos resultados son coherentes con las medidas obtenidas con la caracterizacion
resistencia-temperatura, en la cual el ADN a temperaturas menores a 0°C

presentd un comportamiento tipo semiconductor.

Se observo en la curva resistencia-temperatura una transicion en los 260K
aproximadamente donde la resistencia disminuye rapidamente con la temperatura
hasta alrededor de los 260K, punto desde el cual esta se mantiene casi constante
en un valor de 600KQ, que corresponde a la resistencia medida en el material a

temperatura ambiente (295K). Estas transiciones observadas son muy
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interesantes debido a que podemos afirmar que este tipo de dsADN puede
cambiar sus propiedades eléctricas dependiendo de la temperatura.

Asi mismo, la afinidad presentada entre las fibras de ADN, los electrodos de plata
y los substratos aislantes escogidos usados en el montaje experimental (Cuarzo y
Titanato de Estroncio) fue muy buena, permitiendo un Optimo desarrollo
experimental, el cual no fue conseguido con substratos de vidrio. Eso se debe a
que el substrato debe tener un orden molecular que no esta presente en un

material amorfo como es el vidrio.

Las transiciones observadas, el comportamiento tipo semiconductor vy la
dependencia en funcion de la temperatura sugieren que este tipo de ADN se
puede utilizar como material para la creacion de sensores organicos y

biotransistores.

4.3.3 Resultados obtenidos con ADN Humano.

Los resultados totales de las curvas corriente-voltaje para las cuatro muestras

independientes de ADN de pacientes con SIDA e infectados con VIH y las

muestras control de ADN Humano sin presencia del virus, indican una similitud

considerable en las respuestas de pacientes con VIH (Figura 4.15).
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Figura 4.15 Resultados totales de la caracterizacion corriente-voltaje obtenida en

ADN humano de pacientes infectados con VIH y no infectados.

A pesar de que todas las curvas presentan un comportamiento tipo semiconductor,
las curvas de ADN de pacientes con VIH presentan una desorganizaciéon en los
niveles de voltaje de ruptura (no hay simetria) y dos cambios de concavidad
caracteristicos, que pasan de ser concavos hacia adentro a céncavos hacia fuera
en corrientes y voltajes diferentes pero siguiendo un esquema general especifico.
Caso contrario es el observado en la curva observada para la muestra de ADN
Humano de pacientes sin VIH en la que se sigue presentando una simetria de los

voltajes de ruptura y un comportamiento mucho mas ordenado.
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Las alteraciones observadas en el ADN humano de pacientes con VIH también se
pueden apreciar en la grafica de la derivada del voltaje con respecto a la corriente
(dv/dl) en funcion del voltaje, en las cuales los cambios de concavidad asimétricos
son representados por picos asimétricos en valores diferentes de voltaje. Las
graficas también presentan picos pequefios en puntos donde se presentan
cambios pequefios de concavidad y de sentido (creciente a decreciente o

viceversa) en las graficas de corriente-voltaje (Figura 4.16).

8,0x10° -
ADN VIH 1
ADN VIH 3
ADN VIH 4 ‘
4,0x10° -
—
N Sii“r‘ |
2 00 ——— Ll ol
/ ’\{1
-4,0x10° l ' l ' .
-0,3 0,0 0,3

Voltaje (V)

Figura 4.16 Graficas de dV/dl vs Voltaje de las muestras de ADN Humano con
VIH.
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Los resultados obtenidos experimentalmente por medio de la caracterizacion
corriente-voltaje indicarian que la influencia del retrovirus VIH en la cadena de
ADN humano altera las caracteristicas eléctricas de este material. Este hecho
constituye un hallazgo interesante que permitiria revolucionar los métodos de
diagnostico tradicionales, basados en la presencia de anticuerpos (proteinas)
producidos por la respuesta inmunolégica ante la presencia del VIH en el
organismo humano; asi las caracterizaciones eléctricas del ADN humano
eventualmente podrian llegar a convertirse en una alternativa que detecte la
presencia efectiva del provirus integrado en el genoma humano, constituyéndose
asi en una posible prueba de tipo confirmatorio mas que simplemente de caracter
de diagnostico. En consecuencia, los resultados de esta investigacion son
promisorios en el campo del diagndstico de un sinnimero de enfermedades que
cursan con alteraciones del ADN. Este campo, que utiliza principalmente
herramientas quimicas y biol6gicas y muy escasamente fisicas, se veria asi
enriguecido con una nueva herramienta fisica, como aporte de este trabajo de

investigacion a esta importante area del saber y de servicio al hombre.
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CONCLUSIONES

Se realizé satisfactoriamente caracterizacion eléctrica mediante curvas corriente-

voltaje para muestras de ADN de la bacteria Escherichia coli y ADN humano de

personas sanas Yy personas contagiadas con VIH (Virus de Inmunodeficiencia

Humana). Asi mismo, se obtuvieron curvas de resistencia en funcién de la

temperatura en muestras de ADN bacteriano. De todas las respuestas obtenidas y

el desarrollo experimental usado para obtenerlas se puede concluir:

1)

2)

La afinidad presentada entre las fibras de ADN, los electrodos de plata y
los substratos aislantes escogidos usados en el montaje experimental
(Cuarzo y Titanato de Estroncio) fue excelente, permitiendo un 6ptimo
desarrollo experimental que no fue conseguido con otros materiales como

substratos de vidrio y electrodos de cobre.

La técnica de alineacion con campo AC fue fundamental para la obtencion
de resultados 6ptimos en todas las caracterizaciones realizadas. Esto es
debido a dos efectos: el primero es un torque creado sobre las fibras de
ADN vy el segundo efecto es una fuerza dielectroforética provocada por la
variacion del campo que permite desenredar las fibras de ADN, asegurando
qgue la corriente atraviese siempre en la misma direccion a través de la
muestra. Ademas la influencia del campo eléctrico de corriente alterna
también provoca una mayor adherencia entre cada una de las hebras de
ADN vy los electrodos de plata por los cuales se introdujo la corriente

eléctrica y midio el voltaje de respuesta.
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3) En las curvas de corriente-voltaje observadas para ADN de E. coli se pudo
observar una dependencia de la temperatura en la respuesta eléctrica
obtenida. Para temperaturas menores a cero grados centigrados el
comportamiento fue similar al de un diodo semiconductor aunque con
voltajes de ruptura asimétricos y para temperatura ambiente se observo un
comportamiento 6hmico con alta resistencia. Estos resultados a su vez son
coherentes con las curvas resistencia-temperatura halladas para la misma
muestra de ADN.

4) Todas las curvas obtenidas para las muestras de ADN humano presentan
un estado semiconductor. Para las curvas medidas sobre ADN de personas
sanas se observa un comportamiento predecible y simétrico en los voltajes
de ruptura, caso contrario observado para las curvas corriente-voltaje en
todas las muestras de ADN Humano de pacientes infectados con VIH, en
las cuales se observa una desorganizacion en los niveles de voltaje de
ruptura (no hay simetria) y dos cambios de concavidad caracteristicos que
pasan de ser concavos hacia adentro a cdncavos hacia fuera en corrientes

y voltajes diferentes pero siguiendo un esquema general especifico.

Finalmente y en respuesta a los objetivos fundamentales de esta investigacion

podemaos concluir:

5) El comportamiento tipo semiconductor observado en el ADN de la bacteria
Escherichia coli y la dependencia en funcion de la temperatura sugieren
gue este tipo de dsADN puede ser utilizado como material para la creacién

de sensores organicos y biotransistores.
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6) Los resultados obtenidos experimentalmente en muestras de ADN Humano
indican que la influencia ejercida por el provirus VIH en la cadena de ADN
de los pacientes infectados altera las caracteristicas eléctricas de este
material sugiriendo la posibilidad de usar la caracterizacion eléctrica como

una herramienta fisica de diagnostico de VIH.
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RECOMENDACIONES

A la luz de los excelentes resultados obtenidos en el presente trabajo de grado, es
necesario considerar la posibilidad de expandir investigaciones sobre las
propiedades fisicas de biomateriales como lo es el ADN. La investigacion se
dividié en dos grandes nucleos, cada uno orientado hacia campos de aplicacién
diferentes, pero basados en el mismo principio fisico.

El primer nucleo tiene una orientacion especifica hacia el desarrollo de nuevos
materiales usados en aplicaciones como biosensores o biotransistores. Para esta
parte de la investigacion utilizamos ADN de bacteria Escherichia coli. En este
aspecto, EI comportamiento tipo semiconductor observado en ADN bacteriano y
la dependencia en funcién de la temperatura sugieren que este tipo de dsADN
puede ser utilizado como material para la creacion de sensores organicos y
biotransistores. En este sentido, investigaciones futuras pueden considerar

recomendaciones como:

1) Utilizar nuevos tipos de ADN de cadenas relativamente cortas (del orden de

los kilo 0 mega pares de bases) pera explorar sus propiedades eléctricas.

2) Hacer caracterizacion eléctrica variando la concentracion de la muestra de
ADN bacteriano. Aunque las investigaciones apuntan a utilizar altas
concentraciones de ADN para desarrollar biosensores y biotransistores,
seria importante encontrar una concentracién optima en las propiedades
eléctricas y de absorcion de ADN a su substrato o material usado para

crear el dispositivo.
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3) Averiguar la influencia de pequefios campos magnéticos en las propiedades
eléctricas del ADN. Esto seria muy interesante debido a que como se vio en
el capitulo 2, dentro del ADN se genera un dipolo a lo largo de la molécula y
un campo magnético externo podria provocar alteraciones en las

propiedades fisicas del ADN.

4) Estudios de propiedades magnéticas en ADN haciendo uso de

caracterizaciones como magnetorresistencia o susceptibilidad magnética.

5) Realizar dopaje sobre fibras de ADN utilizando nanoparticulas conductoras
como oro o materiales magnéticos que generen nuevas posibilidades de

aplicaciones en biomateriales.

El segundo nucleo se enfoco hacia la medicina humana, en el cual se explord la
influencia del retrovirus VIH en la alteracion de las propiedades eléctricas de ADN
Humano. Esto es con el fin de investigar la posibilidad de disefiar un nuevo
método de diagnostico haciendo uso de herramientas fisicas de caracterizacion y
no solamente las actuales herramientas quimicas o bioldgicas. Los resultados
obtenidos experimentalmente en muestras de ADN Humano indican que la
influencia del retrovirus VIH en la cadena de ADN de los pacientes infectados
altera las caracteristicas eléctricas de este material, abriendo la posibilidad de usar
este tipo de caracterizacion fisica como un nuevo sistema de diagnostico de VIH.
En este aspecto, investigaciones futuras podrian considerar las siguientes

recomendaciones:

1) Realizar caracterizacion eléctrica de ADN humano con y sin VIH en méas
muestras de ADN, con el fin de estandarizar una respuesta eléctrica de los

dos tipos de ADN. Haciendo un muestreo adecuado se podra perfeccionar
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2)

3)

4)

la implementacion del sistema de diagnostico de VIH usando

caracterizacion corriente-voltaje.

Hacer caracterizacion eléctrica en muestras de ADN con VIH de pacientes
en diferentes etapas de la enfermedad y también en diferentes etapas del

tratamiento medico usado contra el VIH.

Observar el efecto de campos magnéticos externos en la variacion de las

propiedades eléctricas de ADN Humano.

Disefiar un experimento similar en otros tipos de virus que provocan
distintas enfermedades y que afectan brusca y directamente la cadena
principal de ADN humano como por ejemplo el HTLV-1 o algunos tipos de

cancer provocados por provirus (Cancer de cuello uterino).
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PARTICIPACION EN EVENTOS NACIONALES
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CARACTERIZACION ELECTRICA DE ADN HUMANO CON VIRUS DE
INMUNODEFICIENCIA HUMANA (VIH)

C. A. Andrade!, C. A. Méndez?!, L. Salazar!, G Bolafios!, J Cabrera.

! Universidad del Cauca, Departamento de Fisica, Grupo de Fisica de Bajas
Temperaturas, Calle 5 No 4-70, Popayan, Cauca.
2 Universidad de Narifio, Facultad de Ciencias de la Salud, Calle 18 Carrera 50,

Pasto Narifo.

RESUMEN.

Se realizo caracterizacion eléctrica mediante medidas de Corriente-Voltaje a
temperatura ambiente en muestras de ADN humano extraidas de células
sanguineas en pacientes con Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA) y
se compararon con respuestas de ADN de personas sanas.

En todas las muestras se observo un comportamiento tipo semiconductor. Sin
embargo, diferencias en los puntos de cambio de concavidad, voltajes de ruptura y
saltos de corriente entre las respuestas obtenidas en las muestras con VIH y sin

VIH fueron observadas.

Palabras claves: ADN, Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA), virus de

inmunodeficiencia humana (VIH), caracterizacion eléctrica.



CARACTERIZACION ELECTRICA DE DE ADN DE ALTA PUREZA DE
BACTERIA E-COLL.

C. A. Méndez!, C. A. Andrade?, L. Salazar?!, G Bolafios!, J Cabrera®.

! Universidad del Cauca, Departamento de Fisica, Grupo de Fisica de Bajas
Temperaturas, Calle 5 No 4-70, Popayan, Cauca.
2 Universidad de Narifio, Facultad de Ciencias de la Salud, Calle 18 Carrera 50,
Pasto Narifio.

RESUMEN

Se realizo caracterizacion eléctrica sobre muestras de ADN de bacteria e-coli de
alta pureza mediante medidas de corriente voltaje a diferentes temperaturas,
variando la corriente desde -600 hasta 600 nA en incrementos de 10nA,
obteniendo respuesta en el voltaje entre -0.9V hasta 0.9V.

Las curvas obtenidas muestran un comportamiento similar a la de un diodo en
temperaturas menores que cero grados centigrados; para temperaturas superiores
se observa un comportamiento 0hmico con alta resistencia. Asi mismo, se

presentan diferentes voltajes de ruptura dependiendo de la temperatura.

Palabras Claves: transporte eléctrico, ADN, semiconductor, bacteria e-coli,

caracterizacion eléctrica.



ANEXO 1

PASANTIA INTERNACIONAL REALIZADA EN EL WEIZMANN INSTITUTE OF
SCIENCIES (ISRAEL)

Carlos Augusto Andrade Eraso

University of Cauca
Popayan, Colombia

Department of Chemical Physics
Weizmann Institute of Sciences
Rehovot, Israel

Supervisor: Prof. Ron Naaman
Mentor: Eyal Capua

Research: Develop of hybrid sensors (Organic-Inorganic) for the detection of

explosives

Many interesting biological, physical and chemical phenomena happen at the
nanometric regime. Therefore, it is most interesting to study these interactions with

the purpose of turning them into perceivable signals in our macroscopic world.

We suggest a novel way to detect molecular changes using an electronic device,
by incorporating molecules in an organic/inorganic structure. The electronic device
is called the MOCSER (MOlecular Controlled SEmiconductor Resistor) and
operates in quite the same manner as a normal FET (Field Effect Transistor), only
that the MOCSER is essentially a gateless device. Here, the conductivity of the
channel is controlled by the electrostatic potential of the adsorbed molecular layer.

This results in the sensing of molecular changes on its surface.



In the present research we aim to detect explosives using the MOCSER. Silicon
(Si) based and Gallium Arsenide (GaAs) based MOCSERs were modified to carry
different organic monolayers. In the case of silicon devices, the monolayers were
formed through a stepwise procedure in which mercaptosilane was first adsorbed
followed by deposition of thiolated b-cyclodextrin. Eventually, adamantane, 1-
adamantanol, and l-adamantane carboxylic acid were deposited. The different
devices were exposed to a constant gas flow of acetone, ethanol and triacetone
triperoxide (TATP). Among the different explosives, TATP was selected due to its
high vapor pressure.

Various electrical responses were obtained for the different vapors. Acetone and
ethanol were best detected using the different Si based devices, while scarce
responses were seen for TATP. On the other hand, TATP was detected

adequately with a cyclodextrinladamantane GaAs based device.

The present results demonstrate that the MOCSER technology can be suitably

used for future creation of an electrical artificial nose.



ANEXO 2

CONEXION DE INSTRUMENTOS DE MEDICION CON EL BUS GPIB

GPIB es un bus y un protocolo estandar para el control y comunicacion con
instrumentos de medicion, como fuentes programables de corriente, multimetros
digitales, osciloscopios, etc., que permite configurar sistemas automaticos en el

laboratorio y en la industria con gran flexibilidad y potencia.

Caracteristicas eléctricas del GPIB

El bus de transmision de datos de GPIB es de 8 bits en paralelo, y légica negativa
con niveles TTL estandar (cierto si el voltaje es < 0.8 V y falso si el voltaje es = 2.0

V). Los cables y conectores tienen el aspecto tipico mostrado en la figura 2.

DIOS

DIO6

DIO7

DIO8

REN

3 GND (Twisted Pair with DAV)

5 GND (Twisted Pair with NRFD)

GND (Twisted Pair with NDAC)
IFC GND (Twisted Pair with IFC)

SRO ¥ 1C GND (Twisted Pair with SRQ)

ATN 71 |25 J GND (Twisted Pair with ATN)

SHIELD I 757124 § SIGNAL GROUND

DIO1
DIO2
DIO3
DIO4
EOI
DAV
NRFD
NDAC

Figura 2: cable de conexion GPIB: aspecto fisico y distribucion de sefiales.
El bus consta de 24 pines, repartidos de la siguiente forma:

+ 8 lineas de transmision de datos (DIO1-DIO8)



% 3 lineas para el control asincrono de la comunicacion (NRFD, NDAC y NRDAV).
Mediante estas lineas se verifica la correcta transmision de los datos, que es
una de las fortalezas del GPIB.

+ 5 lineas que gestionan la transmision de comandos (ATN, IFC, REN, SRQ y
EOI).

+ El resto componen las tierras de las diferentes lineas.

Para que el bus GPIB alcance la velocidad de transmision para el que fue
disefiado (hasta 8 Mbyte/s), deben cumplirse los siguientes requisitos:

¢ Puede haber un maximo de 15 dispositivos conectados al bus, y al menos dos
tercios de ellos deben estar encendidos.

% La separacion maxima entre dos dispositivos es 4 m, y la separacién promedio
en toda la red debe ser menor de 2 m.

+ La longitud total de la red no debe exceder los 20 m.



ANEXO 3

MODIFICACION EN EL PROGRAMA DE ADQUISICION DE DATOS PARA
MEDIDAS DE CORRIENTE VOLTAJE

El sistema de adquisiciébn automatica de datos que se encuentra en el laboratorio
de Fisica de Bajas Temperaturas Edgar Holguin esta compuesto por un sistema
formado por un conjunto de equipos con interface GPIB, todos comunicados al
computador mediante una tarjeta GPIB de la National Instruments.

Para la adquisicién de datos para la realizacion de medidas de corriente voltaje se
dispone de un nanovoltimetro marca Keihtley y una fuente de corriente
programable.

Los programas utilizados para introducir los datos automaticamente al computador
fueron desarrollados en lenguaje de entorno G denominado Labview 5.0, sin
embargo se realiz6 una modificacion y/o mejora a los programas actualizandolos a
una version reciente del lenguaje de programacién (Labview 8.0), permitiendo el
uso de nuevas herramientas para un mejor desempefio en la adquisicién de los
datos reduciendo el tiempo de muestreo; se usaron menos rutinas operacionales
mucho mas simples que permiten ejecutar menos ciclos de maquina, también se
desarrollé una interfaz mucho méas amigable al usuario otorgando un facil manejo
de software y comprension del mismo.

Entre las mejoras que se realizaron al software se automatizé el rango de voltaje
aceptado por el nanovoltimetro, se optimizo la lectura de datos y al mismo tiempo
la lectura de comandos por parte de la fuente de corriente, menos instrucciones y
rutinas mas eficientes.

En el siguiente diagrama de bloques se muestra el algoritmo desarrollado para la
adquisicibn de datos de medidas corriente voltaje para el sistema de
caracterizacion eléctrica del laboratorio de Fisica de Bajas Temperaturas
FISBATEM.
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En la primera parte de la adecuacion se actualizé el computador utilizado para la
adquisicién de datos a un modelo mas reciente con sistema operativo Windows
XP y el modelo de la tarjeta de adquisicion de datos GPIB. Las ventajas que
ofrece este cambio es que el sistema actual posee una mayor velocidad de
procesamiento, menor tiempo de muestreo, mas compatibilidad con equipos

recientes y equipos que manejaban el anterior protocolo (IEE 488.1).



ANEXO 4

PROTOCOLO EXTRACCION DE ADN

Se toma 2 mL de sangre en tubos con EDTA y se centrifuga a 3.200 r.p.m por

10’ a T° ambiente

Con una punta antiaerosol se toma 350 uL (capa blanca) y se pasa a un tubo

ependor 1.5.

Se le agrega 1000 uL de solucién 1, se mezcla muy bien y se centrifuga a

14.000 r.p.m por 1’, descartando sobrenadante /(repetir 4 veces)

e Después de descartar se resuspende el boton muy bien y se prosigue con

los lavados.

Se le agrega 500 uL de Tampodn de Lisis (solucién 2), mezclar por inversion

por 1°.

Agregar 500 uL de solucion salina (sIn 3), resuspender por 1’, e incubar en el

congelador por 5'.

Centrifugar por 10’ a 14.000 r.p.m., con la pipeta de 200 ulL separar el
sobrenadante (DNA).

Utilizando punta antiaerosol resistentes, tomar 1 mL de sobrenadante y

transferirlo a un tubo ependor de 1.5.

Adicionar 600 uL de isopropanol y agitar suavemente por inversion (ver malla
DNA).

Centrifugar por 15’ a 14.000 r.p.m, descartar el sobrenadante.



10.

11.

12.

13.

14.

15.

16.

17.

18.

Lavar el precipitado con 250 uL de etanol al 70%, centrifugar a 14.000 r.p.m
por 1’, descartar sobrenadante secando en toalla absorbente, (repetir 2

veces).
Dejar secar minimo 20’ a T° ambiente, o toda la noche.

Reconstituir el DNA con solucién de reconstitucion (sin 4) 100uL, dejar 1 hora
a 65 °C o toda la noche a T° ambiente. Agitar frecuentemente como le sea

posible.

Se adiciona 0. uL de ARNasa (10 mg/mL) en 200 de solucion 4, quedando a

una concentracion final 25ug/ml, se deja por 1 hora a 37 °C.

Precipitado Proteico. Adicionar 50 uL de Perclorato de Sodio al 5 M

e Agitar las muestras por 10’.

Agregar 200 uL de cloroformo Isoamilico, colocar los tubos en el agitador, en
forma vertical por 30’ y centrifugar 15’

e El alcohol debe permanecer tapado entre toma y toma.
Preparar los tubos de extraccion previamente marcados.

Separar el sobrenadante (DNA); verter en los tubos ya preparados y
etiquetados, y desechar el anillo proteico.

Con la pipeta de 200 uL, tomar 170 uL para separar el sobrenadante (DNA),
utilizando puntas antiaerosol resistentes, evitando de no tocar el anillo
proteico. En caso de que el sobrenadante quede opaco o suceda algun

accidente, se volveria a centrifugar.

Tomar alcohol al 99% y adicionar +/- 800 uL hasta llenar el tubo.



19.

20.

21.

22.

Agregar 40 Ul acetato de sodio 3M, precipitar minimo por 2 horas en el

congelador, centrifugar a 14.000 r.p.m. por 15’ y desechar el sobrenadante.
Secar en papel absorbente el exceso de alcohol.

Adicionar 500 uL de alcohol al 75% vy centrifugar por 5, descartar

sobrenandante y secar en toallas absorbentes el exceso de alcohol.

Dejar secar a T° ambiente, adicionar TE y agitar las muestras.



ANEXO 5
PROTOCOLO DE EXTRACCION DE ADN DE LA EMPRESA CORPOGEN.

Aislamiento y purificaciéon de ADN bacteriano

» Fuente: Cultivo liquido de Escherichia coli.

Procesamiento de aislamiento y purificacion:

1. Recoleccion de las bacterias por centrifugacion.

2. Lavado de las bacterias con un tampon isoténico.

3. Lisis de la pared celular por digestion con lisozima.

4. Lisis de las bacterias en un tampdn que contiene el detergente idnico
dodecilsulfato de sodio y la proteasa Proteinasa K.

5. Desproteinizacion de la preparacion por salado con cloruro de sodio.

6. Precipitacion alcohodlica del DNA con isopropanol.

7. Lavados del DNA con etanol al 70% para remover sales.

8. Reconstitucion del DNA en tampén TE (Tris-HCI pH 8.0, EDTA)

9. Digestion con RNAsa A para remover RNA.

10. Desproteinizacion con una mezcla de fenol, cloroformo, alcohol isoamilico.

11.Repeticion de los pasos 6, 7y 8.

Cuantificacion del ADN.

El DNA purificado fue cuantificado por lectura ultravioleta a 260, 280 y 320 nm. De
estas lecturas se calcul6 su concentracién en pg/ml y la relacion de densidades
Opticas 260/280, indicador de la pureza (Rango 1.8 — 2.0).



Andlisis electroforético:

EL ADN fue sometido a electroforesis en gel de agarosa al 1% (p/v) en tampon

TAE para comprobar su integridad.

RESULTADOS

DNA humano

Volumen : 1ml
Concentracion : 175 pg/mi
Relacion 260/280 : 1.72 (1.8-2.0)
Integridad electroforética ; Aceptable

DNA bacteriano

Volumen : 1ml
Concentracion : 266 pg/mi
Relacion 260/280 : 1.78 (1.8-2.0)
Integridad electroforética ; Aceptable

ELECTROFORESIS

1. DNA humano
175 ng

Muestra DNA de alto peso
molecular. No hay evidencias de
degradacion

2. DNA bacteriano

266 ng

Muestra DNA de alto peso
molecular.

Débiles bandas de DNA
plasmidico



ANEXO 6

INFORMACION Y FORMATO DE CONSENTIMIENTO
CASO INDICE.

Introduccién

Investigadores del Grupo de Fisica de Bajas Temperaturas de la Facultad de
Educacion y del Grupo de Inmunologia y Enfermedades Infecciosas de la
Universidad del Cauca estan realizando un estudio para investigar las
Propiedades de Transporte Eléctrico dentro del material genético de pacientes que

presenten el Sindrome de Inmunodeficiencia Adquirida (SIDA).

Propdésito

El proposito de este estudio es conocer las diferencias en las Propiedades de
Transporte Eléctrico de ADN Extraido de células sanguineas entre pacientes entre
15 y 50 afios que presenten en Sindrome de Inmuno Deficiencia Adquirida y

pacientes de ese mismo rango de edad que no estén infectados con el virus.
Participacion
Usted es libre de participar o no del estudio. Si usted decide participar le

pediremos hacer lo siguiente:

1. Responder algunas preguntas relacionadas con su historia médica.
2. Autorizar que le tomen una muestra de sangre de 2 ml.
3. En caso de ser seleccionado, aceptar que se realice extraccion de material

genético (ADN) de sus células sanguineas.

Costos

No se le cobrara ningun dinero por participar en este estudio.



Riesgos

La toma de las muestras de sangre puede doler un poco. Puede salir un morado,
sangrar o raras veces infectarse en donde se hizo el procedimiento. Limpiaremos
la piel donde se colocara la aguja para tomar la sangre. Esto disminuye el riesgo
de infeccion.

El riesgo para la salud que conlleva la obtencién de esta cantidad de sangre, no es
distinto al riesgo de obtener una muestra de sangre para cualquier otro tipo de

examen.

Derechos

Usted es libre de rehusar a participar en el estudio ahora sin afectar los servicios
médicos que estan usualmente disponibles para usted si en futuro llegase a
necesitarlos. Esta investigacion no pretende hacer discriminaciones raciales,

sociales, econémicas, religiosas, laborales, sexuales ni de ninguna indole.
Confidencialidad

Guardaremos privacidad acerca de los registros que puedan identificarlo a usted
hasta donde nos permita la ley. Ni sus registros ni sus muestras seran marcados
con su nombre, solo se utilizara un codigo de estudio. Los investigadores que
participen en este estudio podran ver ese codigo pero no su nombre. Su nombre

tampoco aparecera en ningun informe de este estudio.

Compensacion
Usted no recibird ninguna compensacion economica (dinero) por participar en este

estudio.



Personas a contactar

Si tiene preguntas adicionales o quejas con respecto al estudio puede
comunicarse con la Dra. MARIA LILIA DIAZ en el Grupo de Investigacion de
Inmunologia y Enfermedades Infecciosas de la Universidad del Cauca al teléfono
(0928)209875 o con el estudiante CARLOS ANDRES MENDEZ en el Grupo de
Fisica de Bajas Temperaturas de la Universidad del Cauca al teléfono
(0928)209800 Ext. 2399.

Aceptacion

Por favor pregunte si tiene cualquier duda acerca del estudio o de este formato. Su
firma abajo indica que decidioé por su cuenta participar o que la persona a su cargo

participara en el estudio.

Firme (o coloque su huella digital) si usted libremente decidié hacer parte de
este estudio

Participante (Padre | Nombre (Letra Clara) Lugar y Fecha Firma o Huella
0 acudiente de un (Dia, Mes, Afio) Digital
menor)
Testigo

Observé el proceso de consentimiento. El potencial participante ley6 este formato
(o le ha sido leido), estuvo conforme con las respuestas y firmo (o coloco su huella

digital) para ingresar al estudio.

Nombre(Letra Clara) Lugary Fecha Firma o Huella
(Dia, Mes, Aiio) Digital
Testigo

Testigo




ANEXO 7

FICHA TECNICA DE LOS SUSTRATOS UTILIZADOS

SUBSTRATO ORIENTACION TAMANO
AL,O3 <0001> c plane | 10x10x1.0 mm.
SIO; <0001> c plane | 10x10x1.0 mm.

<0001> c plane

AL,O3 single crystal.

10x10x1.0 mm.

SUPERFICIE
Polichada ambas caras
Polichada ambas caras
Polichada una cara

Sapphire (single crystal of Al,O3) is being used extensively as a substrate for I11-V

nitrides and for many other epitaxial films.

Physical Properties of Sapphire

Crystal Structure Hexagonal. a=4.758 A ¢=12.992 A

(1120) - a plane: 2.379 A
(1010) - m plane: 1.375 A
(0001) - ¢ plane: 2.165 A

Crystallographic D spacing

(1102) - r plane: 1.740 A
(1123) - nplane: 1.147 A~
(1011) - splane: 1.961 A

Crystal Purity .>99.99%
Melt Point 2040 °C
Density 3.98 glem®
Hardness 9 ( mohs)

Thermal Expansion 7.5 (x10 °C)

Specific Heat 0.10 (cal/°C)

Thermal Conductivity, 46.06 @ 0°C 25.12 @ 100 °C,

12.56 @ 400 °C

(W/(m.K))

Dielectric Constant

~9.4 @300K atAaxis ~11.58@ 300K at C axis

Loss Tangent at 10 GHz <2x10° atAaxis, <5x10° atC axis

Standard Products

As - grown boules
<0001> ori.+ 0.5°

3" dia x 50 ~ 70 mm length
2" dia x 50 ~ 70 mm length
30 mm dia x 150 mm length

As-cut blanks 2" dia x 0.7 mm thickness

<0001> ori.+ 0.5° 1" dia x 0.7 mm thickness

Epi -polished substrates 3" dia. x 0.5 mm

C, R, A plane: ori.x 0.5° 2" dia. x 0.33 mm, 2"dia x 0.5 mm
1 or 2 sides polished 1" dia x 0.5 mm

Ra< 10 A 0.5"x0.5"x 0.5 mm

10x10x0.5 mm




SiO; Single Crystal Quartz Wafer.

Single crystal quartz wafer is an excellent substrate for microwave filters for

wireless communication industries.

Typical Physical Properties

Purity Wt %

SAW grade: >99.9 Optical grade: 99.99

Crystal Structure

Hex. a=4.914A c=5.4054

Growth Method Hydrothermal

Hardness 7.0 Moh’s

Density 2.684 glem®

Melt Point 1610°C ( phase transition point: 573.1°C)

Specific heat

0.18 cal/gm

Thermoelectric Constant

1200 uv °C @ 300 °C

Thermal conductivity

0.0033 callcm/°C

Thermal expansion (x10'6/ °C) o11: 13.71  azs: 7.48
Index of Refraction 1.544
Q value 1.8 x 10° min.

Acoustic velocity, SAW
Frequency constant, BAW
Piezoelectric coupling ,

3160 (m/sec )
1661 (kHz/mm)

K? (%) BAW: 0.65 SAW:0.14

Inclusion IEC Grade Il
Standard Quartz Wafer Specifications
Orientation Y, X or Z cut: Rotated to any value in the range 30° ~ 42.75° + 5 min.

Primary flat: orientation specified by customer + 30 min
Secondary Flat: orientation specified by customer.
Seed: located in the center: width < 5mm, height > 66mm

Polished surface

EPI polished on one side or two sides to Ra < 10 A

Working Area: Wafer diameter minus 3 mm

BOW: < 20 um for 3” wafer and 30 um for 4” wafer

No chips out on working area. In the edge, chip width < 0.5 mm
Pit and scratches: < 3 per wafer or < 20 per 100 wafers

Standard Thickness 0.5 mm £ 0.05mm TTV <5um
Standard Diameter ¢ 27 (50.8mm) ¢ 37 (76.2mm) 6 4”(100mm) +0.2 mm

Primary Flat: 22 + 1.5 mm (¢ 3”)
Secondary Flat: 10 mm £1.5 mm

32+3.0mm(¢4”)

Production Capability

20,000 wafer per month




SrTiO3 Strontium Titanate Single Crystal.

SrTiO3 single crystal provides a good lattice match to most materials with
Perovskite structure. It is an excellent substrate for epitaxial growth of HTS and
many oxide thin films. SrTiO3 single crystal has also been used widely for special
optical windows and as high quality sputtering target.

Typical Physical Properties

Crystal Structure Cubic, a=3.905 A

Growth Method Vernuil

Density 5.175 glcm®

Melt Point 2080 °C

Hardness 6 (Mohn)

Thermal expansion 10.4 (x10°% °C)

Dielectric Constant ~ 300

Loss Tangent at 10 GHz ~5x10" @ 300K, ~3x10”*@77K

Color and Appearance Transparent (sometimes slightly brown based on annealing condition). No
twins.

Chemical Stability Insoluble in water

Standard Products

As - grown boule <100> 30 mm dia. x 30- 50 mm length
22 mmdia. X 30 - 50 mm length
As cut blank <100> 1" dia x 0.7 mm thickness
10 x 10 x 0.7 mm thickness.
Epi -polished substrates 1" dia x 0.5 mm
<100>, <110> or <111> ori. 20 x20 X 0.5mm

1 or 2 sides polished, Ra<7 A | 10x10x0.5 mm




