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Resumen 
 
 
En esta tesis se desarrolló un protocolo óptimo para el estudio de complejos 

moleculares de ADN-proteína mediante Microscopía de Fuerza Atómica (AFM). La 

técnica de AFM ha sido extensamente utilizada para el estudio de moléculas 

biológicas, en particular ADN, debido a su alta resolución espacial y a que permite 

analizar muestras sin recurrir a tinciones o recubrimientos.  

En este trabajo de tesis revisamos diferentes preparaciones de muestras hasta 

establecer un protocolo óptimo para la visualización de moléculas de ADN (λ ADN 

y plásmidos) y complejos ADN-proteína, utilizando como proteína modelo la 

Uracilo-ADN glicosilasa (UDG). Estas moléculas se depositaron sobre dos 

sustratos: mica y mica modificada con APTES (AP-mica). Se utilizaron dos 

métodos de deposición: el método convencional y el método de spin-coating. 

Concluimos que la mica es un sustrato favorable para la obtención de moléculas 

de ADN extendidas y aisladas, caso contrario al uso de AP-mica. Respecto a las 

técnicas de deposición, con  el método convencional se obtienen muestras 

inhomogéneas y se observó la formación de diferentes superestructuras de ADN 

sobre mica. El problema de inhomogeneidad en las muestras se resolvió mediante 

la técnica de spin-coating, lo cual nos permitió observar de manera reproducible 

complejos λ ADN-UDG. En estos  experimentos el uso de formaldehído como 

agente de entrecruzamiento incrementa el número de complejos λ ADN-UDG 

observados por AFM. Resultados preliminares obtenidos en esta tesis sugieren 

que el mecanismo de reconocimiento del λ ADN por la UDG no ocurre por 

deformación del ADN (un mecanismo propuesto para otras proteínas reparadoras 

de ADN).  

 

Palabras Clave: AFM, ADN, UDG, spin-coating, cross-link, complejos ADN-

proteína. 
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Abstract 
 

We developed an optimal protocol for studying molecular DNA-protein complexes 

using Atomic Force Microscopy (AFM). This technique has been used extensively 

for the study of biological molecules like DNA. It has a high spatial resolution and 

analyses performed does not require staining or coating samples.  

In this work, we used Uracil-DNA glycosylase (UDG), a model protein, and 

reviewed different sample preparation protocols establishing an optimal protocol for 

visualizating DNA (λ DNA and plasmids) and DNA-protein complexes. These 

molecules were deposited onto two substrates, mica and APTES-modified mica 

(AP-mica). Two methods were used deposition: the conventional method and the 

method of spin-coating. We conclude mica is a favorable substrate for the 

obtaining extended and isolated DNA molecules, unlike AP-mica. In regards with 

the deposition techniques used, the conventional method resulted in 

inhomogeneous samples and we observed the formation of different DNA 

superstructures on mica. Inhomogeneities were resolved by spin-coating 

technique, which allowed us to observe λ DNA-UDG complexes in a reproducible 

manner. In our experiments, the use of formaldehyde as a crosslinking agent 

increased the number of λ DNA-UDG complexes observed by AFM. Preliminary 

results obtained in this work suggest that the mechanism of λ DNA recognition by 

UDG does not occur by deformation of DNA (a mechanism proposed for other 

DNA-repair proteins). 

 
 
Key Words: AFM, DNA, UDG, spin-coating, cross-link, DNA-protein complexes.  
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CAPÍTULO 1 
 

 
INTRODUCCIÓN 

 
En este Capítulo se mencionan algunos conceptos básicos, antecedentes e 

importancia de interacción ADN-proteína así como también modelos propuestos 

para estas interacciones. Por último se mencionan los objetivos de la presente 

tesis. 

 

1.1. Estructura y función del ADN 
 

El ácido desoxirribonucleico (ADN) es un polímero en el cual está contenida toda 

la información genética. Esta molécula actúa como una "copia de seguridad" o de 

respaldo a partir de la cual se van a poder producir las proteínas necesarias para 

la célula y como sistema para transferir la información a las células hijas [1]. 

En la época de los trabajos de Watson y Crick se sabía que el ADN era un 

polímero compuesto de una secuencia de nucleótidos, los cuales están 

conformados por un grupo fosfato, un azúcar (desoxirribosa) y una base 

nitrogenada. La principal característica es que se trata de una doble hélice con 

esqueleto hidrofílico de azúcar-fosfato en el exterior, el cual le confiere su carga 

negativa a esta molécula [2]. Las bases nitrogenadas son hidrofóbicas y están en 

el interior, orientadas de tal manera que se forman enlaces de hidrógeno entre 

purinas y pirimidinas de cadenas opuestas. Las dos bases que forman un par de 

bases  están en el mismo plano y dicho plano es perpendicular al eje de la hélice. 

En el ADN están presentes 4 bases nitrogenadas (ver Figura 1.1.1): 2 purinas, 

Adenina (A) y Guanina (G); y 2 pirimidinas, Citocina (C) y Timina (T). El 
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apareamiento de las bases es específico, siempre A con T y G con C, dando lugar 

a que las dos hebras de ADN sean complementarias. 

 

 
 

Figura 1.1.1. Bases nitrogenadas que conforman el ADN. Figura modificada de la 

referencia [3]. 

 

Con los estudios de cristalografía por refracción de rayos X llevados a cabo por 

Maurice Wilkins y Rosalind Franklin se reveló que el ADN es una hélice que da un 

giro cada 3.4 nm y que la distancia entre pares de bases es de 0.34 nm. Un dato 

importante es que el diámetro de la hélice es de 2 nm, sugiriendo que está 

compuesta no por una, sino por dos cadenas de ADN [4]. La hélice del ADN 

presenta dos surcos helicoidales externos, uno de ellos ancho y profundo llamado 

surco mayor, y el otro estrecho y poco profundo llamado surco menor. Las 

proteínas que interaccionan con el ADN lo hacen, mayoritariamente, por el surco 

mayor, que es lo suficientemente amplio como para permitir que las moléculas 

proteicas entren en contacto con las bases. La estructura descrita por Watson y 

Crick (ver Figura 1.1.2) es la que adopta el ADN en condiciones de baja fuerza 

iónica y de humedad elevada (92% de humedad relativa) y corresponde al B-ADN. 

adenina timina 

guanina citocina 

Esqueleto de 
azúcar-fosfato 
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Sin embargo, además de la forma B, el ADN puede adoptar otras estructuras, 

algunas de ellas son la forma A y la forma Z (ver Figura 1.1.3): 

 A-ADN: Es la estructura que adopta cuando está menos hidratado (65-75% 

de humedad relativa). En este caso, el diámetro de la molécula es mayor 

(2.3 nm) y los pares de bases están más juntos y ya no son perpendiculares 

al eje de la molécula, sino que adoptan un ángulo de unos 20°. 

 Z-ADN: Es una estructura que se encuentra cuando alternan purinas y 

pirimidinas en la secuencia. En este caso, el diámetro de la molécula es 

menor y las cadenas principales de la molécula discurren en "zig-zag" con 

una trayectoria levógira. En ésta conformación, el diámetro de la hélice es 

de 1.8 nm [5]. 

 

 
 

Figura 1.1.2. Representación de la doble hélice del ADN (B-ADN). Figura modificada de 

la referencia [4]. 

 

 

 

 

 
      
   Surco menor 

0.34 nm 

 
3.4 nm 
 
 
 

2 nm 

Surco mayor 
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Figura 1.1.3. Representación de las diferentes estructuras del ADN (conformación A, B y 

Z). Figura modificada de la referencia [6]. 

 
1.2. Antecedentes  de interacción ADN-proteína e importancia del estudio 
 

Las interacciones entre ADN y proteína pueden llevarse a cabo de manera 

específica o no específica. Ambos tipos de interacciones están mediadas por 

diferentes fuerzas como son puentes de hidrógeno, interacciones iónicas, van der 

Waals, hidrofóbicas etc. En el caso de las interacciones no específicas, la 

secuencia de nucleótidos no es importante. Un ejemplo de éste tipo de 

interacciones es la que se da entre el ADN y unas proteínas llamadas histonas, 

donde la interacción ocurre entre los grupos funcionales de las proteínas y el 

esqueleto de azúcar-fosfato del ADN. Las interacciones específicas entre ADN y 

proteína dependen de la secuencia y orientación de las bases en el ADN [7]. 

Estas interacciones entre ADN y proteína son de gran importancia para regular 

muchos procesos que se llevan a cabo dentro de las células, como son la 

transcripción, replicación, reparación y reordenamiento del ADN [8]. Por lo tanto, la 

identificación y el estudio de la naturaleza de estas interacciones, es un requisito 

de suma importancia para entender la base molecular de cómo estos procesos 

biológicos fundamentales se llevan a cabo [9]. 

Tradicionalmente, las técnicas implementadas para la identificación y 

caracterización de estas interacciones ADN-proteína han sido, en su mayoría, 

B-ADN                 A-ADN                Z-ADN 
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limitadas a estudios bioquímicos [10]. Recientemente se han implementado otras 

técnicas como FRET [9], NMR [11, 12, 13], microscopía de fluorescencia [14], 

entre otras. Una de estas técnicas es la Microscopía de Fuerza Atómica, la cual es 

la metodología utilizada en esta tesis. 

Desde que se inventó, la Microscopía de Fuerza Atómica (AFM) [15] ha sido 

ampliamente utilizada para la visualización y estudio de moléculas biológicas y sus 

interacciones. Los detalles de operación de esta técnica son el tema del Capítulo 

3. Anteriormente, ya se han realizado estudios de moléculas de ADN por AFM 

utilizando diferentes sustratos para su inmovilización, como son el oro, grafito 

pirolítico altamente orientado (HOPG), vidrio y mica [16]. El sustrato más común 

que se ha utilizado para poder inmovilizar moléculas de ADN es la mica, ya que 

tiene una gran superficie atómicamente plana y el ADN puede unirse a ella bajo 

condiciones de buffers comunes. Se ha demostrado que el ADN se une mejor a la 

superficie de la mica en presencia de concentraciones milimolares de cationes 

divalentes [17]. Además, el tipo de protocolo a seguir para la deposición de 

moléculas de ADN sobre mica, puede llevar a la observación de diferentes 

conformaciones de ADN sobre el sustrato, como ya ha sido reportado en estudios 

previos realizados con AFM por Ye et al. [18] y Vesenka et al. [19]. Por lo tanto, la 

elección de un buen protocolo de preparación de muestras es muy importante.  

En este trabajo de tesis, el sustrato que se eligió para la inmovilización de 

moléculas de ADN y su posterior visualización con AFM es la mica, ya que es de 

fácil preparación y solamente se tiene que elegir el buffer y el método de 

deposición adecuados.  

 
1.3. Modelos propuestos de interacción entre ADN y proteína 

 

En particular, hay dos preguntas básicas por contestar en cuanto a éste tema y 

son: ¿cómo la proteína busca el sitio correcto de unión a la molécula de ADN? y 

una vez que llega la proteína al ADN, ¿cuáles son los determinantes de 

reconocimiento entre proteína y el sitio específico en el ADN para que la proteína 

pueda comenzar a realizar su función? Ya han sido propuestos diversos modelos 
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que tratan de explicar cómo es que se lleva a cabo el proceso de unión y 

reconocimiento de las proteínas a la molécula de ADN. 

En cuanto a la primera pregunta, las proteínas que interaccionan con secuencias 

específicas de ADN deben localizar sus sitios de entre un gran número de 

secuencias alternativas. Sin embargo, estas proteínas se pueden unir a sitios 

específicos en moléculas largas de ADN a tasas extremadamente rápidas. Para 

que esto ocurra, la proteína debe encontrar su objetivo, inicialmente uniéndose a 

cualquier sitio a lo largo de la cadena de ADN y a continuación trasladarse a un 

sitio específico mediante procesos intramoleculares (ver Figura 1.3.1). Secuencias 

no específicas en la molécula del ADN pueden así capturar la proteína y trasmitirla 

a la secuencia específica [20]. Para esto, se han propuesto diversos mecanismos 

en que la proteína por procesos de difusión facilitada llega a la molécula de ADN, 

una vez que llega ahí  la proteína recorre la cadena de ADN deslizándose sobre 

ella en 1D. Otra manera sería en 3D, donde la proteína se encuentra en constante 

unión y des-unión de la cadena de ADN, hasta reconocer el sitio específico donde 

tenga que empezar a realizar su función. Sin embargo, se ha propuesto que las 

enzimas no pueden viajar de sitios no específicos a sitios específicos únicamente 

por pasos en 1D, sino que también deben moverse a través del espacio 3D, y 

hacer la búsqueda más eficiente [21]. 

 

 
Figura 1.3.1. Representación esquemática de la búsqueda del sitio específico de unión en 

el ADN por una proteína (círculos verdes). Figura modificada de la referencia [22]. 

 

Unión 

Desunión 
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Deslizamiento 

Unión 
Desunión 
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El proceso de reconocimiento que se plantea en la segunda pregunta ha sido 

extensamente estudiado, pero aún quedan muchas cuestiones por resolver. El 

reconocimiento de la secuencia específica por la proteína en la molécula de ADN 

involucra dos mecanismos, el de lectura directa y el de lectura indirecta de la 

secuencia en el ácido nucleico. Las proteínas pueden reconocer secuencias 

específicas en el ADN no sólo directamente a través del contacto entre las bases y 

aminoácidos, sino también indirectamente. Hay por ejemplo, numerosos informes 

en los que la mutación de una base no en contacto con cualquiera de los 

aminoácidos, afecta la afinidad de la unión entre ADN y proteína. En ese sentido, 

las proteínas pueden reconocer una secuencia de ADN a través de contactos 

mediados por agua, a través de las características conformacionales dependientes 

de la secuencia específica (por ejemplo, la flexión geométrica de los pares de 

bases), y / o a través de la distorsión inducida por la unión de la proteína al ADN 

(flexibilidad) [23]. Por ejemplo, los contactos que se dan entre las proteínas y las 

bases de los nucleótidos son llamados contactos de lectura directa (lectura de 

bases) porque dependen directamente de la secuencia en la molécula del ADN. La 

lectura directa ocurre con mayor frecuencia en el surco mayor de la cadena de 

ADN, ya que hay mayor especificidad comparada con el surco menor debido al 

patrón de los donantes y aceptores de enlaces de hidrógeno disponibles. Este 

reconocimiento puede involucrar uniones puente de hidrógeno directamente desde 

las cadenas laterales de las proteínas, con el esqueleto del polipéptido, a través 

de moléculas de agua, o también puede depender de interacciones hidrofóbicas. 

Anteriormente, se había pensado que las moléculas de agua jugaban un papel 

significativo en las interacciones ADN-proteína. La mayoría de las moléculas de 

agua en áreas alrededor de la interface ADN-proteína son liberadas al medio 

exterior después de haberse formado el complejo ADN-proteína, pero se 

desconoce en gran medida si el proceso contribuye a la especificidad de la unión. 

Se ha encontrado en numerosas estructuras cristalinas, que frecuentemente 

quedan atrapadas moléculas de agua en el área interfacial después de la 

formación del complejo ADN-proteína. Un análisis exhaustivo de numerosas 

moléculas de agua presentes dentro de 109 complejos ADN-proteína, han 
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mostrado que menos de un 2 % de moléculas de agua sirven para unir las 

cadenas laterales y las bases, mientras que el 76 % se utilizan para estabilizar, ya 

sea a la proteína o al ADN por separado. La baja frecuencia de las interacciones 

mediadas por agua y la alta frecuencia de formaciones de enlaces de hidrógeno, 

ya sea con la proteína o con el ADN, sugiere que el papel principal del agua es 

solvatar los átomos de la proteína y del ADN en la interface, y no para mediar 

contactos entre la proteína y el ADN [23].  

Inicialmente, basados en estudios de difracción de rayos X realizados en más de 

1500 estructuras de complejos de ADN-proteína, se resolvió que el surco mayor 

de la hélice del ADN ofrece un juego de donadores y aceptores de enlaces de 

hidrógeno específicos de bases y grupos no polares, que pueden ser reconocidos 

por un juego complementario de donadores y aceptores presentes en las cadenas 

laterales de los aminoácidos.  

Las proteínas, utilizan un amplio rango de motivos estructurales de unión al ADN 

como el motivo de homeodominios hélice-giro-hélice (helix-turn-helix, HTH) para 

reconocer al ADN (ver Figura 1.3.2). Muchas proteínas también contienen 

segmentos flexibles fuera del núcleo globular que intermedian importantes 

interacciones específicas y no específicas. Sin embargo, no hay una simple 

correspondencia uno a uno entre el ADN y las secuencias de proteínas. Por lo 

tanto, la lectura directa por sí misma, puede no ser suficiente para dar cuenta de 

las características específicas de las interacciones ADN-proteína [24]. 

 

 
Figura 1.3.2. Representación esquemática del motivo estructural HTH, uno de varios 

motivos presentes en una gran variedad de proteínas de unión al ADN. La hélice 3 es la 

que realiza la mayor parte de los contactos con el ADN, mientras que las hélices 1 y 2 se 

apoyan encima y estabilizan la interacción. Figura adaptada de la referencia [4]. 
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En el reconocimiento por lectura indirecta (lectura de forma, que puede ser local o 

global), la estructura y flexibilidad del ADN son los que determinan la especificidad 

y estabilidad del complejo ADN-proteína. Las variaciones en la forma del ADN 

dependen de las interacciones químicas de cada par de bases, lo que resulta en 

una única firma conformacional del ADN. La lectura de forma local depende de 

dos variaciones principales como son surco menor estrecho y torceduras en la 

cadena de ADN, mientras que la lectura de forma global es cuando el sitio de 

unión al ADN no se encuentra en la estructura ideal del B-ADN. Ejemplos de estas 

estructuras son el A-ADN, Z-ADN y el ADN doblado. Sin embargo, para entender 

completamente el reconocimiento entre ADN y proteína, debe tenerse en cuenta la 

estructura tridimensional de ambas moléculas [24]. 

En estudios previos realizados con AFM, se ha propuesto que algunas proteínas 

(en particular proteínas reparadoras de daños en ADN) recorren la molécula de 

ADN doblándolo hasta encontrar un cambio en la flexibilidad y así poder comenzar 

su función. En este tipo de estudios se ha mostrado de manera directa que la 

proteína es capaz de doblar sitios  a lo largo de la cadena de ADN. En la Figura 

1.3.3 podemos observar imágenes de AFM donde se presentan este tipo de 

doblamientos sobre las cadenas de ADN [25]. 

Aunque se conoce la estructura de muchos complejos de ADN-proteína, el 

mecanismo de unión y reconocimiento no ha sido establecido del todo, por lo que 

se continúa investigando cuales son los mecanismos que rigen la naturaleza de 

estas interacciones. En nuestro caso nos interesa estudiar el mecanismo de 

reconocimiento de una proteína reparadora de ADN, la Uracilo-ADN glicosilasa 

(UDG), utilizando la técnica de AFM. En particular es importante saber si el 

mecanismo propuesto de reconocimiento por medio de deformación del ADN 

ocurre en esta proteína. 
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Figura 1.3.3. (A y B) Imágenes de AFM usando modo tapping en aire, de proteína 

hOGG1 unida a fragmentos de ADN de 1234 pb depositados sobre mica. En B) se 

pueden observar sitios de doblamiento sobre las cadenas de ADN debidos a la unión de 

la proteína. Escala de la barra: A) 250 nm y B) 50 nm. Figura adaptada de la referencia 

[25]. 

 

1.4. Objetivos de la Tesis 
 
El objetivo de la Tesis es la visualización de moléculas de ADN y el estudio de la 

formación de complejos de ADN con una proteína reparadora de ADN utilizando la 

técnica de Microscopía de Fuerza Atómica (AFM). Para lograrlo nos planteamos 3 

objetivos particulares: 

 

1. Revisar dos modos básicos de operación del AFM disponible en el LINAN: 

modo de contacto y modo tapping. 

2. Establecer un protocolo óptimo para la visualización de moléculas de ADN 

de dos tipos: lineal y circular. 

3. Establecer un protocolo óptimo para visualizar la interacción de la proteína 

Uracilo-ADN glicosilasa con moléculas lineales de ADN y observar si el 

reconocimiento del sitio de unión se lleva a cabo por deformación del ADN. 
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CAPÍTULO 2 
 
 

ADN LINEAL, ADN CIRCULAR Y PROTEÍNA UDG 
 

En este Capítulo se presentan conceptos básicos y una descripción sobre las 

principales moléculas a estudiar en la presente tesis, como son: el Lambda ADN, 

el plásmido pCA1 y la proteína UDG. Además, se describe la función de la 

proteína UDG, así como también algunos posibles mecanismos de reconocimiento 

de la UDG por la molécula de ADN. 

 
2.1. ADN lineal: Lambda ADN 
 

El fago Lambda es un virus complejo (bacteriófago o fago, ver Figura 2.1.1a) que 

pertenece a la familia Siphoviridae. El bacteriófago Lambda tiene como material 

genético una molécula de ADN lineal bicatenario (Lambda ADN) de 

aproximadamente 48,000 pares de bases (pb) [26]. Este bacteriófago está 

compuesto por una cabeza icosaédrica (en donde se encuentra el material 

genético) que está formada por dos proteínas, la gpE y la gpD, y una cola delgada 

y flexible compuesta principalmente por una proteína denominada gpV [27]. En la 

Figura 2.1.1b se pueden observar los principales componentes de un bacteriófago. 

El fago lambda después de infectar una célula de E. coli, se replica para producir 

enormes cantidades de virus infecciosos, que finalmente, rompen las células 

bacterianas (lisis) liberando alrededor de un millón de bacteriófagos. Sin embargo, 

el fago lambda tiene ambas alternativas en su ciclo de vida, puede escoger entre 

la vía lítica y la vía lisogénica [26].  
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a)                                                                  b) 

Figura 2.1.1. a) Micrografía electrónica del fago lambda. Figura adaptada de la referencia 

[3] y b) Principales componentes de un bacteriófago. Figura adaptada de la referencia 

[28]. 

 

In vitro se puede obtener el material genético de este virus a partir de la infección 

en células E. coli. Para el desarrollo de la presente tesis se compró un Lambda 

ADN (λ ADN) de Invitrogen, el cual ya viene totalmente purificado. El  λ ADN  mide 

48,502 pb, su peso molecular es de 32x106 Da y su concentración es de 600 

ng/µL. El λ ADN  de fue almacenado a 4°C para su posterior análisis. 

 

2.2. ADN circular: Plásmidos 
 
Los plásmidos son moléculas circulares de ADN de doble cadena o de cadena 

sencilla que se encuentran naturalmente en varias especies de bacterias, como la 

E. coli (ver Figura 2.2.1). Estos elementos genéticos son extracromosomales, se 

replican de manera independiente del cromosoma bacteriano y codifican para una 

gran variedad de enzimas que confieren resistencia a antibióticos  y metales 

pesados, degradan complejos orgánicos y/o producen toxinas, etc. Dadas estas 

características, los plásmidos han sido empleados como vectores o vehículos de 

ADN 
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clonación de moléculas de ADN foráneas que permiten el transporte y 

manipulación del mismo. 

 

 

 

 

 

1 µm 

Figura 2.2.1. Plásmidos presentes en una bacteria de E. coli. 

 

Entre las propiedades de los plásmidos que favorecen su utilización como vector 

de clonación se incluyen: 

1. Su pequeño tamaño (generalmente de 5,000 pb a diferencia del ADN 

cromosomal del orden de 4,000,000 pb) hace que el ADN sea fácil de aislar 

y manipular. 

2. Su naturaleza circular hace que el ADN sea más estable durante la 

extracción. 

3. Su origen de replicación es independiente del control directo de la 

replicación del cromosoma bacteriano. 

4. Se aumenta de manera eficiente la extracción del ADN plasmídico debido a 

su múltiple número de copias. 

5. La presencia de marcadores seleccionables, como genes de resistencia a 

antibióticos, hace más fácil la detección y selección de las bacterias que 

contienen plásmidos. 

En cuanto a la estructura modular, todo plásmido comprende básicamente las 

siguientes características: 

1. Un origen de replicación autónomo que permita un alto número de copias 

por bacteria. 

2. Genes de resistencia a antibióticos. 

3. Marcadores de selección. 

Plásmidos 
 

ADN  cromosomal 

Bacteria 
E. coli 
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4. Un sitio múltiple de clonación, caracterizado por la presencia de sitios 

únicos para enzimas de restricción, no encontrados en ninguna otra región 

del plásmido [29]. 

 

2.2.1. Plásmido pCA1 
 

El plásmido pCA1 utilizado en la presente tesis, es un plásmido que codifica para 

una proteína que es la cinesina dimérica, la cual está conformada por un total de 

401 aminoácidos. El tamaño del plásmido pCA1 es de 3,683 pb y fue obtenido a 

partir de células E. coli ya transformadas con el plásmido de interés (pCA1) [30]. 

Estas células E. coli ya transformadas fueron cultivadas para su posterior lisis y 

extracción del ADN plasmídico siguiendo el protocolo Maxiprep, el cual se 

describe con detalle en el Capítulo 3.  

La concentración y pureza del ADN fue determinada por medio de un 

espectrofotómetro de UV-Vis (Nanodrop). Las muestras del plásmido purificado se 

guardaron a -20°C para su posterior análisis. 

 

2.3. Proteína Uracilo-ADN glicosilasa 

 

La ADN glicosilasa es una familia de enzimas que reconoce formas específicas de 

bases dañadas en la molécula de ADN, como la hipoxantina causada por la 

desaminación de la adenina, uracilo por la desaminación de la citosina, dímeros 

de pirimidina, purinas alquiladas y bases dañadas por la constante exposición del 

ADN a diversos factores como son la oxidación o radiación ionizante, productos 

químicos etc. [4]. 

El uracilo puede surgir en el ADN por incorporaciones ocasionales en lugar de una 

timina durante la síntesis del ADN y también por desaminación de la citosina. Ya 

que el uracilo no forma parte del ADN, esta mutación puede ser detectada y 

reparada por escisión de bases. La Uracilo-ADN glicosilasa (UDG) es una proteína 

monomérica que está involucrada en el mecanismo de reparación por escisión de 

bases en moléculas de ADN que contienen uracilos. La escisión del uracilo del 
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ADN es catalizada por la ADN glicosilasa rompiendo el enlace glucosídico que une 

la pentosa con la base (ver Figura 2.3.1). Esta reacción produce un uracilo libre y 

un sitio apirimidínico (un azúcar sin base llamado sitio AP). Estos sitios son 

reparados por la AP endonucleasa, que rompe de forma adyacente al sitio AP. La 

desoxirribosa restante por tanto se elimina, y el espacio de una sola base 

resultante es rellenado por la ADN polimerasa y la ligasa [4]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 2.3.1. Mecanismo de reparación por escisión de bases. Figura modificada de la 

referencia [3]. 

 

 C desaminada 

La UDG rompe el enlace que une la 
pentosa con la base, elimina U 
dejando un hueco en el ADN 

AP endonucleasa reconoce al 
ADN al que le falta una base y 
corta la cadena de azúcar-
fosfato 

ADN pol introduce el nucleótido 
que faltaba y la Ligasa sella el 
corte 
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Recientemente se han realizado estudios para estudiar el mecanismo de 

reconocimiento del ADN por la UDG a nivel molecular. Estudios dinámicos y 

estructurales de Resonancia Magnética Nuclear (RMN) han establecido que la 

enzima Uracilo-ADN glicosilasa detecta el uracilo en la doble cadena de ADN por 

la captura de la base a medida que emerge parcialmente de la cadena debido a 

movimientos térmicos respiratorios del ADN [31]. Se ha sugerido que algunas 

glicosilasas probablemente detectan nucleótidos dañados específicos a través del 

surco menor del ADN por un mecanismo de exploración procesivo, que implica la 

unión al surco menor, compresión del esqueleto de azúcar-fosfato y torsión del 

ADN [32]. Estudios estructurales han revelado que la proteína UDG tiene un sitio 

activo altamente específico para el uracilo. Esto evita que la proteína escinda 

cualquier otra base normal presente en el ADN. La enzima se une al uracilo 

volteando el nucleótido y sacándolo de la doble hélice y en el sitio activo a través 

del surco mayor del ADN. Un bucle de leucina bien conservado en la superficie de 

la enzima interactúa con el surco menor del ADN. La leucina altamente 

conservada se intercala en el espacio vacío en la hélice una vez que el uracilo se 

ha jalado hacia afuera. Se ha sugerido que la compresión en el esqueleto del ADN 

(la cual esta mediada por bucles bien conservados en enzimas) es la responsable 

de jalar hacia el exterior el nucleótido que contiene uracilo [33].  

Parte del mecanismo de reconocimiento ADN-proteína implica conocer la forma 

por medio de la cual la proteína se transporta hasta el sitio de unión. Se ha 

reportado que para la proteína UDG el tiempo de residencia es de 

aproximadamente TR= 5 ms en cadenas no dañadas de ADN. Esto quiere decir 

que una vez que la proteína UDG se encuentra con una cadena de ADN, inicia su 

búsqueda recorriendo el ADN durante un tiempo (TR) de 5 ms antes de 

desprenderse [34]. Estas proteínas poseen una débil afinidad micromolar a 

cadenas de ADN que carecen de bases dañadas específicamente. Para identificar 

sitios dañados en la molécula del ADN, la proteína puede asistirse de un 

fenómeno llamado difusión facilitada, y para proteínas monoméricas con un solo 

sitio de unión al ADN, puede ocurrir por dos vías generales. La primera ruta 

implica que la proteína se deslice a lo largo del esqueleto de azúcar-fosfato del 
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ADN, lo cual sirve para reducir la búsqueda tridimensional y procesarla en una 

sola dimensión a lo largo del contorno lineal del ADN. Debido a que la difusión en 

1D es un proceso que está impulsado térmicamente, cada paso que la proteína 

realiza a lo largo del contorno del ADN tiene la misma probabilidad de estar 

dirigiéndose en la dirección hacia algún sitio de lesión, o lo contrario, en la 

dirección opuesta alejándose de los daños [34]. 

Por lo tanto, una propiedad distintiva del deslizamiento en 1D es que la 

probabilidad de una proteína de llegar a un sitio específico después de salir de una 

posición definida en el contorno del ADN, disminuye en proporción al cuadrado del 

número de pasos de pares de bases entre el sitio inicial y dañado (n2). Esta 

propiedad de deslizamiento en 1D hace que sea un proceso extremadamente 

lento y altamente redundante para la búsqueda de sitios dañados en largos tramos 

a lo largo de la cadena de ADN, pero es ideal para secuencias de barrido locales. 

La segunda vía consiste en facilitar saltos intramoleculares a lo largo de la cadena 

del ADN. Este mecanismo sirve para reducir el volumen del proceso de búsqueda, 

pero en contraste con la vía de 1D, la probabilidad de que la proteína se encuentre 

con un sitio dañado después de salir de una posición determinada en el ADN 

disminuye con la inversa de la distancia entre los sitios iniciales y dañado (1/r). La 

vía de saltos es más eficiente que la de deslizarse sobre largas distancias, ya que 

no involucra la búsqueda repetitiva en la misma secuencia del ADN. Las enzimas 

por lo tanto no pueden viajar de sitios no específicos a sitios específicos 

únicamente por pasos en 1D, en su lugar deben moverse a través del espacio 3D. 

Experimentos recientes con una ADN glicosilasa indican que estos mecanismos 

de transporte se encuentran presentes en el proceso de búsqueda del sitio 

específico [34]. 

 

Para el desarrollo experimental de la tesis, se utilizó una proteína de Bio Labs 

totalmente purificada de Archaeoglobus fulgidus (Afu UDG) clonada y sobre-

expresada en células E. coli, la cual se guardó a -20°C. El peso molecular de la 

proteína es de 22,717 Da y la concentración del vial original (stock) es de 20.8 

ng/µL. 
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CAPÍTULO 3 
 
 

MÉTODO EXPERIMENTAL 
 
En este Capítulo se describe el protocolo utilizado en la extracción del plásmido 

pCA1, las principales técnicas experimentales utilizadas, así como los protocolos 

de preparación de muestras para AFM, tanto para las esferas de poliestireno como 

para el plásmido pCA1, λ  ADN y la proteína UDG.  

Para la deposición de moléculas biológicas sobre el sustrato se utilizaron 2 

métodos: método de deposición convencional (la muestra se seca con aire 

comprimido) y el método de spin-coating (la muestra se hace girar a una cierta 

velocidad, obteniendo una muestra seca al final). 

 

3.1. Protocolo de extracción de ADN plasmídico Maxiprep 
 
Para la obtención del ADN plasmídico pCA1 se siguió el protocolo Maxiprep, el 

cual permite obtener grandes concentraciones de ADN (> 500 µg) a diferencia del 

protocolo Miniprep (del orden de 100 µg) [35].  

Los pasos del protocolo son los siguientes (las soluciones I, II y III se incluyen en 

el kit): 

 

1. Inocular en 200 mL de medio LB con antibiótico una colonia bacteriana. 

2. Centrifugar el cultivo en botellas sorvall a 6,000 rpm durante 10 min. 

3. Eliminar el sobrenadante y resuspender en solución I con agitación 

utilizando vortex. 

4. Agregar 10 mL de la solución II y mezclar por inversión. 

5. Incubar 5 min a temperatura ambiente. 
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6. Adicionar 7.5 mL de la solución III y mezclar por inversión. 

7. Incubar en hielo 10 min. 

8. Centrifugar a 10,000 rpm durante 10 min. 

9. Transferir el sobrenadante a tubos sorvall estériles. 

10. Agregar 18 mL de isopropanol frío (4°C). 

11. Reposar 20 min en hielo. 

12. Centrifugar a 10,000 rpm durante 20 min y eliminar el sobrenadante. 

13. Lavar con etanol al 70%. 

14. Centrifugar a 10,000 rpm durante 5 min. 

15. Eliminar el sobrenadante. 

16. Resuspender en Buffer TE, pH 8. Pasar a tubos eppendorf. 

17. Adicionar 1 vol de fenol, mezclar con vortex. 

18. Centrifugar a 13,000 rpm durante 3 min. 

19. Transferir la fase superior a un tubo nuevo. 

20. Agregar 1 volumen de fenol-cloroformo-alcohol isoamílico y mezclar en 

vortex. 

21. Centrifugar a 13,000 rpm durante 3 min. 

22. Transferir la fase superior a tubos nuevos y agregar 10 µL de RNasa 10 

mg/mL e incubar por 30 min a temperatura ambiente. 

23. Agregar 1/10 de acetato de sodio a 3 M y 2 volumen de etanol absoluto. 

24. Incubar en hielo 15 min. 

25. Centrifugar a 13,000 rpm durante 10 min. 

26. Lavar la pastilla con etanol al 70%. 

27. Centrifugar a 13,000 rpm durante 3 min y tirar el sobrenadante. 

28. Resuspender en 300-500 µL de buffer TE, pH 8. 

29. Posteriormente purificar el plásmido por columna utilizando un kit clean-up 

[36]. 
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3.2. Técnicas experimentales 
 
3.2.1. Spin-Coating 
 
La técnica de spin-coating constituye una de las formas más simples y utilizadas 

para preparar películas delgadas (<10 nm de espesor) sobre sustratos planos. Se 

emplea  generalmente cuando el material a depositar es de naturaleza polimérica 

y no puede ser depositado mediante evaporación térmica sin evitar su 

descomposición [37]. 

Esta técnica de fabricación de películas delgadas conduce a la obtención de  

recubrimientos bastante uniformes, planos y de alta calidad. No obstante, pueden 

surgir en la película inhomogeneidades, esto debido a posibles causas como el 

uso de soluciones de partida demasiado complejas o que contengan impurezas. 

El proceso de spin-coating (ver Figura 3.2.1.1) se puede resumir en 4 etapas: 

1. Se deposita un cierto volumen de la solución a ser depositada sobre un 

sustrato limpio e inmovilizado, cubriendo toda la superficie. La cantidad de 

material que aporta este volumen está en exceso en relación a la cantidad 

que finalmente formará la película.  

2. El sustrato se acelera hasta alcanzar la velocidad de rotación  final 

deseada. Debido a la fuerza centrífuga generada en el movimiento rotatorio, 

la solución se esparce sobre toda la superficie del sustrato y parte de  ésta 

es expulsada.  

3. El sustrato gira a velocidad constante produciendo un adelgazamiento 

gradual del fluido, generalmente uniforme sobre toda la superficie. El 

espesor final de la película va a estar en función de diversos factores como 

son la tensión superficial y viscosidad del fluido, la velocidad de rotación, 

etc.  

4. El soporte continúa girando a velocidad constante haciendo que el 

disolvente se evapore [38]. 
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Figura 3.2.1.1. Principales etapas del proceso de deposición de películas delgadas 

mediante la técnica de spin-coating. 

 

En este trabajo de tesis, se utilizó la técnica de spin-coating para la deposición de 

ADN y proteína sobre mica. Normalmente, en la deposición por spin-coating se 

emplea un equipo especializado en la técnica en donde es posible controlar 

parámetros tales como la velocidad de rotación, la temperatura, condiciones de 

humedad, entre otras. Desafortunadamente, en el IPICYT no se cuenta con este 

equipo. Debido a esto se implementó una alternativa económica para lograr la 

deposición. Se utilizó un taladro de mano DREMEL 300 (ver Figura 3.2.1.2) con el 

porta brocas hacia arriba. En lugar de una broca se utilizó una plataforma plana 

que se fijó al porta brocas. Sobre la plataforma se colocó la muestra fijándola con 

cinta adhesiva. La velocidad utilizada fue de aproximadamente 8,000 rpm la cual 

se ajustó con un variac, el cual regula el voltaje de alimentación del DREMEL. 
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Figura 3.2.1.2. Fotografía del equipo DREMEL 300 ubicado en el laboratorio de 

Nanoestructuras I del IPICYT. 

 

3.2.2. Microscopía de Fuerza Atómica 
 

El microscopio de barrido por sonda, por sus siglas en ingles SPM (Scanning 

Probe Microscopes), se define como un grupo de instrumentos usados para 

obtener imágenes con resolución atómica y medir las propiedades del material de 

interés, en superficies químicas y biológicas. Las imágenes en SPM se obtienen 

por las interacciones de la punta con la superficie de la muestra. Estas 

interacciones modifican propiedades físicas en la punta las cuales son registradas 

y se utilizan para reconstruir una imagen. Las dos formas primarias del SPM son 

Microscopía de Tunelamiento (STM) y Microscopía de Fuerza Atómica (AFM).  

El STM fue introducido por Gerd Binning y Heinrich Rohrer en el año de 1982 en 

los laboratorios de la IBM en Zurich [39]. Bining y Rohrer encontraron una manera 

de visualizar imágenes de la estructura de superficies a resolución atómica. Lo 

que usaron fueron elementos piezoeléctricos para mover una punta muy aguda 

(en la cual idealmente se tiene un solo átomo en la punta) a una pequeña 

distancia (0.4-0.7 nm) sobre la superficie. Un potencial de retroalimentación existe 

entre la punta y la muestra. Debido a esto, los electrones pueden experimentar el 

Variac 

DREMEL 

Plataforma 
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efecto túnel de la superficie de la muestra a la punta y una imagen de la topografía 

de la muestra puede ser construida por medio de la detección de esta corriente de 

tunelamiento. Dos modos de operación son posibles: corriente constante y altura 

constante [40]. Esta técnica es conocida como Microscopía de Tunelamiento 

(STM), invención por la cual Binning y Rohrer obtuvieron el premio Nobel en física 

en el año de 1986. Aunque ésta técnica es muy eficiente y se puede obtener una 

resolución atómica, su desventaja es que solo puede caracterizar muestras que 

sean conductoras eléctricamente [41]. 

En 1986 Gerd  Binning y Christoph Gerber de la IBM y Calvin Quate de la 

Universidad de Stanford desarrollaron el primer Microscopio de Fuerza Atómica, 

en el cual es posible analizar muestras que no sean conductoras eléctricamente 

[15].  Desde su aparición en los años 80, el AFM ha sido un equipo importante 

para la elucidación de la nanoestructura de materiales. Basado en la interacción 

local entre la punta y la superficie de una muestra, proporciona imágenes 

tridimensionales de superficies con alta resolución espacial en tiempo real. Debido 

a esto, el AFM es utilizado en la caracterización de materiales para determinar sus 

propiedades físicas. 

Un equipo de AFM típicamente consta de 3 partes principales: cabezal, scanner y 

base. En el cabezal se encuentran varios instrumentos ópticos: un láser, un 

fotodiodo y dos espejos. Uno de los espejos refleja el láser para que llegue a la 

punta, y el otro espejo para direccionar al láser al centro del fotodiodo, el cual 

detecta deflexiones en el cantilever debido a las interacciones (atractivas o 

repulsivas) de la punta con la muestra. La señal eléctrica proporcionada por el 

fotodiodo es utilizada tanto para construir la imagen como para determinar fuerzas 

de interacción [42].  En la Figura 3.2.2.1 podemos observar los principales 

componentes de un AFM. 
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Figura 3.2.2.1. Principales componentes de un AFM. Figura modificada de la referencia 

[43]. 

 

El AFM monitorea la superficie de la muestra con una punta con radio de curvatura 

generalmente menor a 10 nm que se localiza al final de un cantilever, de 100 a 

200 micras de longitud (ver Figura 3.2.2.2). Las fuerzas de interacción entre los 

átomos de la punta y la muestra (como fuerzas electrostáticas, van der Waals, 

interacciones dipolo-dipolo) provocan la deflexión del cantilever, simultáneamente 

un detector mide esta deflexión a medida que la punta se desplaza sobre la 

superficie de la muestra generando una micrografía de la superficie [42]. 

 

 

 

 

 

 
 
 
 

Figura 3.2.2.2. Imagen SEM de uno de los tipos de puntas utilizadas para el escaneo de 

muestras en AFM. Figura adaptada de la referencia [44]. 
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El Microscopio de Fuerza Atómica utiliza múltiples modos de operación de 

acuerdo a las características físicas de la muestra y de las propiedades a medir. 

 Modo de Contacto: Mide la topografía de la muestra deslizando la punta (en 

contacto permanente) sobre la superficie de la muestra. 

 Modo Tapping: Este modo de operación es utilizado para analizar muestras 

cuyo estudio en el modo de contacto resulta problemático. En este modo la 

punta no está en contacto continuo con la superficie de la muestra sino en 

contacto intermitente o discreto. De esta manera se reduce la interacción 

entre la punta y la muestra, por lo tanto es ideal para analizar materiales 

blandos. 

Existen otros modos de operación de los SPM, de los cuales los más utilizados 

son: 

 Modo Imagen de Fase: Proporciona una imagen contrastada generada por 

las diferencias de adhesión en la superficie de la muestra o diferencias en 

las características mecánicas en la superficie de las muestras. 

 Modo de No Contacto: Mide la topografía de acuerdo a las fuerzas de van 

der Waals que existen entre la superficie de la muestra y la punta. 

 Fuerza Magnética: Mide el gradiente de fuerza magnética sobre la 

superficie de la muestra. 

 Fuerza Eléctrica: Mide el gradiente de fuerza eléctrica sobre la superficie de 

la muestra. 

 Potencial de Superficie: Mide el gradiente de campo eléctrico generado por 

distintos átomos en la superficie de muestra. 

 Fuerza Lateral: Mide la fuerza de fricción entre la punta y la superficie de las 

muestras. 

 Microscopía de Tunelamiento: Mide la topografía de superficie de la 

muestra utilizando la corriente de tunelamiento. 

 Microscopía Electroquímica: Mide la estructura de la superficie y las 

propiedades de los materiales conductores inmersos en soluciones 

electrolíticas. 
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 Litografía: Se emplea una punta especial para grabar información sobre la 

superficie de una muestra [45]. 

Con el AFM se obtiene no solamente información espacial lateral (x-y) sino 

también información espacial vertical (z), generando así imágenes 

tridimensionales (3D) de la superficie de la muestra. Dependiendo del tipo de 

muestra analizada, se pueden obtener resoluciones para x-y que van en el rango 

de 0.1 - 1 nm y en la dirección z de 0.01 nm [39].  El concepto de resolución del 

AFM es diferente a la de microscopios basados en algún tipo de radiación. 

Recordemos que la resolución de un instrumento es la separación mínima 

detectable entre dos objetos próximos. Existe una distinción importante entre 

imágenes obtenidas mediante ondas y las obtenidas mediante técnicas de barrido 

con una sonda (punta). La primera está limitada por efectos de difracción y las 

últimas principalmente por la geometría de la sonda y de la muestra. Tanto la 

altura de la muestra y la geometría de la punta pueden afectar la capacidad de 

resolución como se muestra en la Figura 3.2.2.3 [46]. 

 

 
Figura 3.2.2.3. Efecto de la geometría de la punta en la resolución de un AFM. Figura 

adaptada de la referencia [45]. 

 

Al igual que cualquier otra técnica, la microscopía de AFM tiene sus ventajas y sus 

limitaciones. Algunas de las ventajas del AFM son las siguientes: 

1. Se pueden analizar muestras en aire y en líquido, lo que hace posible 

analizar muestras biológicas en ambientes fisiológicos. 
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2. Comparado con microscopía electrónica de barrido (SEM), se puede 

obtener un mayor contraste topográfico, se pueden hacer mediciones 

directas de alturas y no es necesario ningún tipo de recubrimiento o 

tratamientos especiales que puedan resultar en la destrucción o alteración 

de la muestra [47]. 

3. Comparado con microscopía electrónica de transmisión (TEM), provee 

imágenes tridimensionales, además de que no es necesario preparaciones 

laboriosas para las muestras ni tratamientos especiales [47]. 

Algunas de las desventajas del AFM:  
1. La mayor desventaja del AFM comparado con el microscopio electrónico, es 

un área de visualización limitada. El microscopio electrónico puede mostrar 

un área de escaneo del orden de mm2 y una profundidad de campo del 

orden de mm. El AFM sólo puede registrar rugosidades de la muestra 

menores a unos pocos micrómetros y un área máxima de visualización de 

alrededor de 125 µm x 125 µm, dependiendo del tipo de escáner utilizado.  
2. Velocidades de escaneo lentas (del orden de minutos por imagen).  
3. Posibles formaciones de artefactos debidos a la geometría de la punta, 

vibraciones mecánicas y acústicas, histéresis del piezoeléctrico etc. [47]. 
 

Las imágenes de AFM que se presentan en este estudio fueron obtenidas 

utilizando un microscopio JEOL JSPM-5200 (disponible en el LINAN, IPICYT) 

equipado con el escáner estándar STD, utilizando el modo de operación tapping 

en aire y a temperatura ambiente. Para el escaneo de las muestras se usaron 

puntas de silicio (MikroMasch, NSC14/AIBS) con un radio de curvatura < 10 nm, 

constante elástica y frecuencia de resonancia típica de 5.7 N/m y 160 kHz 

respectivamente. 

En la imagen de la Figura 3.2.2.4 se muestra el Microscopio de Fuerza Atómica 

utilizado durante el desarrollo del presente trabajo. 
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Figura 3.2.2.4. Fotografía del Microscopio de Fuerza Atómica JEOL JSPM-5200 

disponible en el Laboratorio Nacional de Investigaciones en Nanociencias y 

Nanotecnología (LINAN) del IPICYT. 

 

3.2.2.1. Guía rápida de operación del equipo Jeol JSPM-5200 

 
A continuación muestro una serie de pasos que sirven como guía rápida para 

operar el equipo de AFM disponible en el LINAN, de manera básica en dos modos 

de operación, como son el modo de Tapping y el modo de Contacto.  

 

Modo de Tapping  
 

1. Colocar la muestra en la parte correspondiente sobre el escáner y el tip- 

holder con la punta correspondiente en el cabezal, en la Figura 3.2.2.1.1 se 

pueden ubicar las principales partes en el AFM. 
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Figura 3.2.2.1.1. Partes principales del microscopio Jeol JSPM-5200 utilizado en esta 

tesis. 

 

2. Encender la consola, después encender el láser que se encuentra en la 

caja de AFM AMP y dejar calentar durante 20 min; mientras tanto encender 

el CPU y el monitor de la computadora. 

3. Colocar la perilla de la caja AMP en SUM, posteriormente posicionar el 

láser sobre la punta del cantiléver ajustando los 2 tornillos que se 

encuentran arriba del cabezal (tornillo 1 y tornillo 2 de la Figura 3.2.2.1.1), 

de modo tal que el valor desplegado en la caja del amplificador  sea el valor 

negativo más alto posible. Al final de la alineación, el láser debe quedar 

como se muestra en la figura 3.2.2.1.2. 
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Tornillo 3 
3
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Figura 3.2.2.1.2. Luz del láser posicionado sobre la punta después de ser alineada. 

 

4. Aproximar manualmente la punta sobre la superficie de la muestra lo más 

cerca posible (aprox. 2 mm) girando el tornillo 3 (ver Figura 3.2.2.1.1) que 

se encuentra en la base del microscopio. Tener cuidado de no colisionar la 

punta con la superficie de la muestra ya que se corre el riesgo de romper la 

punta. 

5. Abrir el programa WinSPM (Scanning), dar click en SPM Scan, después 

click en Reset SPM y finalmente OK. Este paso es necesario para inicializar 

todos los parámetros a una configuración inicial) 

6. Click en SPM Scan, después en Scan, y luego en AC Mode. Ajustar la 

posición en z a que se encuentre lo más cercana a cero posible. Acomodar 

los parámetros de Tamaño de Escaneo, Velocidad, Filtro y Loop Gain (no 

son los mismos para todas las muestras). 

7. Después click en Adjust PD y ajustar con los tornillos lateral y del frente del 

cabezal (tornillo 4 y 5 de la Figura 3.2.2.1.1) para que el círculo rojo que se 

despliega en la pantalla negra quede en el centro del recuadro azul (ver 

Figura 3.2.2.1.3). 

 

Punta
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Figura 3.2.2.1.3. Pantallas para el ajuste del láser en el centro del fotodetector en 

el modo tapping. 

 

8. Click en Tune (se obtiene la frecuencia de resonancia de la punta, 

parámetro necesario para el instrumento), después en Retract Off 

(necesario para habilitar el botón de Approach on), luego Approach On (la 

punta se aproxima a la superficie de la muestra) y finalmente en Scan (se 

obtiene la imagen). 

 
Modo de Contacto 
 
Seguir los pasos 1 a 5 de la misma manera que en el modo de tapping, pero en el 

paso 6 dar click en SPM Scan, después en Scan y luego en Contact Mode. Checar 

igualmente la posición en z y ajustar los parámetros de Tamaño de Escaneo, 

Velocidad, Filtro y Loop Gain. Click en Adjust PD y ajustar con los tornillos 4 y 5 de 

la Figura 3.2.2.1.1 a que el círculo rojo que se despliega en la pantalla negra 

quede en el centro del recuadro azul (ver Figura 3.2.2.1.4), click en Retract Off, 

después Approach On y finalmente Scan. 
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Figura 3.2.2.1.4. Pantallas para el ajuste del láser en el centro del fotodetector en 

el modo de contacto. 

 

3.3. Protocolos de preparación de muestras para AFM 
 
3.3.1. Modificación de mica con APTES (AP-mica) 
 
La modificación de la superficie de la mica se llevó a cabo con APTES (3-

Aminopropiltrietoxisilano). El APTES se utiliza generalmente para silanizar 

superficies de distintos materiales como mica, vidrio, óxidos metálicos etc. Con 

este procedimiento se obtienen recubrimientos de superficies a través del auto-

ensamble con moléculas de alcoxisilano organofuncionales, obteniendo 

superficies con grupos amino expuestos [48].  

El uso de APTES para la modificación de mica se realizó utilizando dos métodos 

distintos (todo se realizó en campana de extracción): 

 

1. Modificación directa por solución: 

Se preparó una solución de 0.1% v/v de APTES (Sigma Aldrich) en agua 

Milli Q. Aproximadamente 16 µL de la solución de APTES se depositaron 

sobre mica previamente clivada dejando incubar en cámara de humedad 
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durante 20-30 min. Posteriormente se lava la mica con agua Milli Q y se 

seca colocándola cerca de una fuente de calor durante 10 min [49]. 

2. Modificación por medio de vapor: 

Se preparó una solución de 2% de APTES v/v con ETOH y se colocó en 

una caja de Petri junto con las micas previamente clivadas, cuidando que 

las micas no toquen la solución. Se dejan toda la noche para que el vapor 

de APTES cubra la superficie expuesta de las micas.  

 

3.3.2. Preparación de muestras con esferas de poliestireno (PS) 
 
Se preparó una dilución de 1:20 de esferas de PS (0.32 µm, Spherotech Inc.) con 

agua Milli Q y se sonicó durante 20 minutos. Después se colocaron 

aproximadamente 16 µL de esta dilución sobre AP-mica dejando incubar toda la 

noche en cámara de humedad. Por último se lavó la mica con agua Milli Q y se 

secó la muestra con calor para su posterior análisis con AFM.   

 

3.3.3. Preparación de muestras de ADN sobre AP-mica utilizando el método 
de deposición convencional 

 

 λ ADN: 

40 µL de solución de 5 ng/µL de λ ADN en Buffer TE (10 mM de Tris-HCl pH 7.5, 1 

mM EDTA) fueron depositados sobre AP-mica y se dejó incubar durante 15 min, 

después se lavó la mica con aproximadamente 15 mL de agua Milli Q y se secó 

con aire comprimido para su posterior análisis con AFM. 

 

 Plásmido pCA1: 

El procedimiento de preparación de muestras con el plásmido pCA1 es el mismo 

que para el λ ADN, solo que en este caso el plásmido se mezcló con una solución 

de 10 mM de NaCl para obtener una concentración final de 10 ng/µL.  

 



34 
 

3.3.4. Preparación de muestras de ADN sobre mica utilizando el método de 
deposición convencional 

 

 λ ADN: 

40 µL de solución de 0.25-5 ng/µL de λ ADN en Buffer de deposición (50 mM de 

HEPES pH 7.5, 10 mM de MgCl2) [50] fueron depositados sobre mica previamente 

clivada y se dejó incubar durante 10 min, posteriormente se lavó la mica con 

aproximadamente 15 mL de agua Milli Q. Por último se secó la mica con aire 

comprimido para su posterior análisis con AFM. 

 

 Plásmido pCA1: 

El procedimiento de preparación de muestras con el plásmido pCA1 es el mismo 

que para el λ ADN, solo que en éste caso el plásmido pCA1  se diluye en Buffer 

TE (10 mM de Tris-HCl pH 7.5, 1 mM EDTA) y después se mezcla con 1 volumen 

de una solución de 2 mM de MgCl2 [51], para obtener una concentración final de 

2.5 ng/µL. 

 

3.3.5. Preparación de muestras de λ ADN-UDG sobre mica y AP-mica 
utilizando el método de deposición de spin-coating 

 

 Deposición sobre mica 

Se incubaron 2 µL de 10 ng/µL de λ ADN en Buffer TE con 5 µl de 0.06 ng/µL de 

UDG en Buffer TE, dejando reposar durante 10 min a 4°C. Posteriormente se 

mezcló la incubación con 38 µL de Buffer de deposición (50 mM de HEPES pH 

7.5, 10 mM de MgCl2) obteniendo así concentraciones finales de ADN y UDG en 

solución de 0.44 ng/µL y 6.5 x 10-3 ng/µL respectivamente. Se colocó la solución 

sobre mica clivada previamente montada sobre el sistema de spin-coating. La 

solución se dejó incubar durante 2 min, se giró a 8,000 rpm durante 2 segundos, 

después se colocaron 40 µL de agua Milli Q y finalmente se giró durante 2 minutos 

para posteriormente ser analizada por AFM.  
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 Deposición sobre AP-mica 

2 µL de 10 ng/µL de λ ADN en Buffer TE se mezclaron con 5 µL de 0.06 ng/µL de 

UDG en Buffer Thermo Pol II (20 mM de Tris-HCL, 10 mM de KCl, 10 mM 

(NH)4SO4, 0.1 % de Triton X-100, pH 8.8), después estos 7 µL se mezclaron con 

38 µL de Buffer TE, obteniendo así concentraciones finales de 0.44 ng/µL de λ 

ADN y 0.006 ng/µL de UDG. Estos 45 µL finales se incubaron a 65°C durante 4 

horas, terminado el tiempo de incubación se pasó rápidamente a hielo. 

Posteriormente se depositaron los 45 µL sobre AP-mica previamente montada 

sobre el sistema de spin-coating y se realizó el mismo procedimiento anterior para 

la deposición sobre mica. 

 
3.3.6. Preparación de muestras de λ ADN-UDG sobre mica utilizando 
formaldehído como cross-link y el método de deposición de spin-coating 

 

Se incubaron 2 µL de 10 ng/µL de λ ADN en Buffer TE con 5 µL de 0.06 ng/µL de 

UDG en Buffer TE durante 5 min a temperatura ambiente, después se le 

agregaron 2 µL de formaldehído al 1% y se incubó durante 15 min a temperatura 

ambiente. Posteriormente se paró la reacción de cross-link con 0.5 µL de Glicina a 

2.5 M y se mezcló todo con 36 µL de Buffer de deposición (50 mM de HEPES pH 

7.5, 10 mM de MgCl2), obteniendo así concentraciones finales de ADN y UDG en 

solución de 0.44 ng/µL y 6.5 x 10-3 ng/µL respectivamente. Se colocó la solución 

sobre mica clivada previamente montada sobre el sistema de spin-coating. La 

solución se dejó incubar durante 2 min, se giró a 8,000 rpm durante 2 segundos, 

después se colocaron 40 µL de agua Milli Q y finalmente se giró durante 2 minutos 

para posteriormente ser analizada por AFM.  
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CAPÍTULO 4 
 
 

RESULTADOS 
 
Todas las imágenes de AFM fueron obtenidas utilizando el modo de operación 

tapping en aire y a temperatura ambiente. 

Las imágenes de esferas de poliestireno (PS) fueron analizadas por medio del 

software WinSPM Processing del equipo Jeol JSPM-5200.  

Para el análisis y procesamiento de las imágenes con ADN se utilizó el software 

WSxM y Gwyddion. Las imágenes fueron procesadas únicamente con flattening 

(con esta operación se obtiene un background uniforme). El software Gwyddion 

fue utilizado para el análisis de alturas en las imágenes de ADN y el programa 

Imagej se utilizó para realizar medidas en la longitud de las moléculas de ADN. 

Todas las mediciones de altura y longitud se reportan utilizando el promedio 

aritmético ± la desviación estándar.  

 

Los programas utilizados se pueden encontrar de manera gratuita en la red: 

 WSxM: http://www.nanotec.es/products/wsxm/ 

 Gwyddion: http://gwyddion.net/ 

 Imagej: http://imagej.nih.gov/ij/ 

 
4.1. Esferas de PS 
 

Las muestras de esferas de PS sirvieron para conocer algunas técnicas de 

preparación de muestras similares a las que se utilizan para preparar ADN. Las 

imágenes de esferas de PS depositadas sobre AP-mica se presentan en la Figura 

4.1.1, donde se puede observar una monocapa de esferas sobre la superficie del 
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sustrato. En la imagen 3D de la Figura 4.1.2 podemos observar la distribución en 

las alturas que presentaron las esferas, las cuales están en el rango de los 

tamaños especificados por el fabricante que es de 0.32 µm (Spherotech Inc.). En 

la Figura 4.1.3 se muestra un corte horizontal de las esferas de PS. En el perfil 

podemos observar las partes superiores de las esferas, donde se muestra que 

efectivamente se trata de partículas completamente redondeadas. 

 

           
 

Figura 4.1.1. (A y B) Imagen topográfica de AFM de esferas de PS depositadas sobre AP-

mica. 

 

 
Figura 4.1.2. Imagen en 3D de esferas de PS depositadas sobre AP-mica. 

 

A B 
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Figura 4.1.3. Imagen de corte horizontal de esferas de PS depositadas sobre AP-mica. 

En el perfil se muestra el análisis de la parte superior de una de las esferas la cual 

presentó una longitud de 0.339 µm. 

 

4.2. Cadenas del Plásmido pCA1 depositado sobre mica y AP-mica 
 
Las imágenes obtenidas por AFM del plásmido pCA1 depositado sobre AP-mica y 

mica se pueden observar en la Figura 4.2.1. Los plásmidos depositados sobre AP-

mica mostraron estructuras condensadas en forma de anillos y algunas partículas 

globulares (ver Figura 4.2.1A). En contraste, los plásmidos depositados sobre 

mica presentan cadenas circulares relajadas (ver Figura 4.2.1B, C y D). Un hecho 

que llama la atención es que en algunas imágenes se pueden observar regiones 

más oscuras o huecos (como por ejemplo en la Figura 4.2.1C), sugiriendo que 

posiblemente las moléculas de ADN se encuentran embebidas en algún tipo de 

residuo de sales proveniente del buffer utilizado en la preparación de muestras 

(ver Capítulo 5). En la Figura 4.2.2 se muestra un corte horizontal sobre una de las 

regiones del hueco, en el perfil se pueden observar dos moléculas de ADN y el 

hueco que queda en el centro, la altura medida del escalón de sal fue de 0.78 ± 

0.03 nm (medida obtenida ajustando una línea horizontal a una sección del 

escalón). 

 



39 
 

           
 

           
 

Figura 4.2.1. Imágenes topográficas obtenidas por AFM de moléculas del plásmido pCA1. 

A) Plásmidos condensados sobre AP-mica en solución con cationes monovalentes (Na1+), 

algunas de las partículas globulares y en forma de anillos están marcadas con flecha 

amarilla. B, C y D) Plásmidos relajados sobre mica usando cationes divalentes (Mg2+). 

Tamaño de la imagen: A) 3.11 µm x 3.11 µm, B) 3.24 µm x 3.24 µm, C) 3.43 µm x 3.43 

µm y D) 5.5 µm x 5.5 µm. 

 

 

 

 

A B 

C D 
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Figura 4.2.2. Perfil de altura sobre una región (marcada con línea horizontal) del hueco 

que se presenta en la Figura 4.2.1C, abarcando dos moléculas de ADN quedando un 

hueco en el centro.  

 

4.2.1. Mediciones de alturas y longitudes de cadena del plásmido pCA1 
 

Sabemos que la longitud del plásmido pCA1 es de 3,683 pb y que la distancia 

entre pares de bases es de 0.34 nm, por lo tanto, la longitud del plásmido es de 

aprox. 1,252 nm. La medida de las longitudes de los plásmidos depositados sobre 

mica, fue realizada con la ayuda del programa Imagej, usando la herramienta de 

“segmented line” que permite ir realizando trazos con segmentos sobre los objetos 

a medir. En la Figura 4.2.1.1 se muestra un ejemplo de cómo se realizaron las 

medidas para uno de los plásmidos utilizando este software, donde podemos 

observar que las líneas azules cubren el contorno de la cadena del plásmido 

dando como resultado la longitud de cadena, que para este ejemplo resultó ser de 

aproximadamente 2010 nm. Todos los valores de las alturas de partículas 

reportados fueron obtenidos trazando una línea recta sobre el objeto a medir en 

las imágenes de AFM (al hacer esta operación se obtiene el perfil de la partícula) y 

posteriormente ajustando una gaussiana sobre el perfil. El valor reportado de 

altura de partículas corresponde al valor de la amplitud de la gaussiana.

ADN 

Hueco 

Escalón de 
sal 

Escalón de 
sal 
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Figura 4.2.1.1. Medida de la longitud de uno de los plásmidos depositados sobre mica 

utilizando el programa de análisis de imágenes Imagej. En el recuadro de resultados se 

muestra que la longitud del plásmido fue de 2009.652 nm. 
 

El valor promedio obtenido al medir la altura y longitud de los plásmidos 

depositados sobre mica fue de 0.5 ± 0.2 nm y 1687 ± 424 nm. En los histogramas 

de la Figura 4.2.1.2 se muestran las distribuciones de los valores obtenidos al 

medir las longitudes de cadena de los plásmidos, así como también la distribución 

de los valores obtenidos en alturas de las cadenas. 

 

  
a)                                                                             b) 

Figura 4.2.1.2. Histogramas de los valores obtenidos al medir a) alturas y b) longitudes de 

los plásmidos depositados sobre mica.  
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4.3. Cadenas de λ ADN depositado sobre AP-mica y mica 
 

Dependiendo del tipo de preparación de muestras, obtuvimos la formación de 

diferentes patrones o superestructuras de moléculas de λ ADN depositado sobre 

AP-mica y mica, así como también moléculas aisladas de λ ADN. 

 
4.3.1. Formación de superestructuras de λ ADN sobre AP-mica y mica 
 
En la Figura 4.3.1.1 se pueden observar moléculas condensadas (anillos y 

partículas globulares) de λ ADN depositadas sobre AP-mica. 
 

 
 

Figura 4.3.1.1. Imagen topográfica obtenida por AFM de moléculas condensadas de λ 

ADN en AP-mica. Algunas de las partículas condensadas en forma de anillos y partículas 

globulares están marcadas con flecha amarilla. Tamaño de la imagen: 10.4 µm x 10.4 µm. 

 

En la Figura 4.3.1.2 se presenta una serie de imágenes de muestras de λ ADN 

depositado sobre mica donde podemos observar la coexistencia de diferentes 

estados conformacionales de esta molécula, formando una variedad de redes y 

patrones sobre mica. Todas las imágenes presentadas se realizaron utilizando el 

mismo protocolo de preparación de muestras. Algunas de las muestras analizadas 

con AFM, presentaron diferentes formaciones de superestructuras de ADN en la  
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misma muestra. Un ejemplo de la coexistencia de diferentes patrones de redes de 

ADN es la que se presenta en la imagen A y E de la Figura 4.3.1.2, las cuales 

corresponden a barridos en diferentes áreas de una sola muestra. 

 
Figura 4.3.1.2. Imágenes topográficas obtenidas por AFM de λ ADN depositado sobre 

mica. A, B, C, D, E y F) Formación de diversos patrones de redes sobre mica en buffer de 

deposición: 50 mM HEPES pH 7.5, 10 mM MgCl2. La concentración de ADN utilizada y el 

tamaño de la imagen correspondiente son: A) 3 ng/µL, 9 µm x 9 µm, B) 1 ng/µL,  6.03 µm 

x 6.03 µm, C) 5 ng/µL, 7 µm x 7 µm, D) 1 ng/µL, 6.41 µm x 6.41 µm, E) 3 ng/µL, 10 µm x 

10 µm y F) 2 ng/µL, 7 µm x 7 µm. 
 

En la Figura 4.3.1.3 se presentan algunas imágenes del λ ADN depositado sobre 

mica, donde se pueden observar cadenas de ADN extendidas y algunas 

moléculas de ADN aisladas. Además, en las imágenes B y C de la Figura 4.3.1.3 

podemos observar islas o huecos cuyo origen probablemente se debe a la 

presencia de una capa residual proveniente de los buffers de deposición cubriendo 

la superficie de la mica, haciendo que la mayoría de las moléculas de ADN queden 

A B 

F 
S

D 

F 

A B C 

D E 
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embebidas de igual manera como ya se había visto anteriormente para el 

plásmido pCA1.  

 

               
 

 

 
 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 

 
 

 
 

 

 

 
 

Figura 4.3.1.3. Imágenes topográficas obtenidas por AFM de moléculas de λ ADN 

depositadas sobre mica. A) y B) Moléculas enredadas de ADN, concentración de ADN de 

5 ng/µL y 1 ng/µL, respectivamente. C) y D) Las cadenas de ADN aisladas se muestran 
marcadas con flecha amarilla, concentración de ADN de 1 ng/µL. Tamaño de la imagen: 

A) 5.37 µm x 5.37 µm, B) 4.72 µm x 4.72 µm, C) 5.72 µm x 5.72 µm y D) 6.78 µm x 6.78 

µm. 

 

 

 

A B 

C D 
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En la Figura 4.3.1.4 se presenta un corte horizontal de la Figura 4.3.1.3B de uno 

de los huecos antes mencionados, donde podemos observar con mayor claridad 

una de las moléculas de ADN que se encuentra embebida y otra molécula de ADN 

que se encuentra en el hueco. La altura medida para el escalón de sal fue de 1.11 

± 0.05 nm. En la Figura 4.3.1.5 se presenta una ampliación de una de las 

moléculas de ADN aisladas y su correspondiente imagen en 3D. 

 

 

 
 
  
 

 

 
 

 
 

Figura 4.3.1.4. Perfil de alturas sobre una de las regiones (señalada con línea horizontal) 

del hueco que se presenta en la Figura 4.3.1.3B, abarcando un tramo de una molécula de 

λ ADN que se encuentra en el hueco y otra molécula de λ ADN que se encuentra en el 

límite del hueco. 
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sal 

Hueco 

ADN 
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Figura 4.3.1.5. Imágenes de AFM de una molécula de λ ADN depositada sobre mica. A) 

Imagen topográfica de una molécula aislada de ADN y B) Su correspondiente imagen en 

3D. 

 

4.3.2. Mediciones de altura y longitudes de cadena del λ ADN 

 
El λ ADN es un ADN lineal bicatenario (de doble cadena) que consta de 48,502 pb 

y sabemos que la distancia entre pares de bases es de 0.34 nm, por lo tanto la 

longitud de las cadenas del  λ ADN es de aproximadamente 16,490 nm. El valor 

promedio obtenido al medir la altura y longitud del λ ADN fue de 0.7 ± 0.2 nm y 

13,067 ± 5,833 nm, respectivamente. El valor promedio obtenido al medir la altura 

de las moléculas de λ ADN que se encontraron en alguno de los huecos antes 

mencionados fue de 1.7 ± 0.1 nm.  

Como parte del análisis de interacción ADN-proteína que se discutirá en el 

Capítulo 5, también se realizaron medidas de altura de las partículas residuales 

encontradas sobre la superficie de la mica, donde el valor promedio fue de 1.3 ± 

0.8 nm.  

En los histogramas de la Figura 4.3.2.1 se muestra la distribución de las longitudes 

obtenidas para algunos de los λ ADN utilizando el mismo método de medición que 

para las longitudes de los plásmidos (utilizando el programa Imagej), la 

distribución de las alturas obtenidas para las cadenas de λ ADN y para las 

partículas residuales encontradas sobre la superficie de la mica. 

B A 



47 
 

 

a)                                                                              b) 

      
c)                                                                                       d) 

 
Figura 4.3.2.1. Histograma de los valores obtenidos al medir a) alturas, b) alturas en 

hueco, c) longitudes de los λ ADN depositados sobre mica y d) partículas residuales 

encontradas sobre la superficie de la mica. 
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4.4. Visualización de complejos λ ADN-UDG utilizando la técnica de 
deposición de spin-coating 
 
La obtención de imágenes de AFM para la visualización de la formación de 

complejos entre la proteína UDG y el λ ADN se realizaron mediante la técnica de 

deposición de spin-coating, utilizando como sustratos AP-mica y mica. 

 
4.4.1.  λ ADN y UDG depositados sobre AP-mica y mica 
 

En la Figura 4.4.1.1 se muestran las imágenes obtenidas del λ ADN y UDG 

depositados sobre AP-mica, donde podemos observar algunas moléculas 

individuales de ADN, las cuales se encuentran en un estado de 

superenrrollamiento.  También podemos ver que sobre algunos tramos extendidos 

de moléculas del λ ADN y sobre la superficie de la AP-mica se observa la 

presencia de partículas globulares más brillantes debidos a la proteína UDG. 

En la Figura 4.4.1.2 se presentan las imágenes obtenidas para el λ ADN y la 

proteína UDG depositados sobre mica. Podemos observar que las moléculas del λ 

ADN no se encuentran totalmente extendidas. Sin embargo, en ciertas regiones se 

alcanza a visualizar moléculas de proteína localizadas sobre las cadenas de ADN, 

además de que también se pueden observar moléculas de UDG sobre la 

superficie de la mica. 
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Figura 4.4.1.1. Imágenes topográficas obtenidas por AFM de λ ADN y UDG depositados 

sobre AP-mica usando la técnica de spin-coating. A, B y C) Moléculas enrolladas de ADN, 

D) Ampliación de la imagen A, algunas de las moléculas de UDG localizadas sobre 

cadenas extendidas de ADN se encuentran marcadas con flecha amarilla. Tamaño de la 

imagen: A) 9 µm x 9 µm, B) 3.28 µm x  3.28 µm, C) 2.29 µm x 2.29 µm y D) 4.1 µm x 4.1 

µm. 

 

 

A B 

C D 
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Figura 4.4.1.2. Imágenes topográficas obtenidas por AFM de λ ADN y UDG depositados 

sobre mica usando la técnica de spin-coating. A, B y C) Moléculas aisladas de ADN con 

algunas moléculas de UDG unidas sobre ellas, D) Ampliación de la imagen C, algunas de 

las partículas de UDG sobre cadenas de λ ADN se encuentran marcadas con flecha 

amarilla. 

 

 

 

 

 

 

A B 
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En la Figura 4.4.1.3 se presenta una ampliación de dos moléculas de UDG sobre 

una de las cadenas del λ ADN y su correspondiente imagen en 3D, además 

podemos observar que una de las moléculas de UDG está induciendo un 

doblamiento significativo sobre el sitio de unión a la cadena de ADN, sin embargo 

este tipo de dobleces no se presentaron de manera frecuente. 

 

 

 
 

Figura 4.4.1.3. Imágenes de AFM de dos sitios de unión de la proteína UDG sobre la 

molécula de λ ADN. A) Ampliación de la esquina superior izquierda de la figura 4.4.1.2D, 

donde se observa una proteína UDG induciendo doblez sobre la cadena de ADN 

(marcada con flecha amarilla). B) La misma imagen que en A, mostrada en 3D. 

 

Las imágenes obtenidas para el λ ADN y la proteína UDG depositados sobre mica 

usando formaldehído como cross-link se muestran en la Figura 4.4.1.4, donde 

podemos observar algunos puntos más brillantes sobre las cadenas del λ ADN 

debidos a la presencia de la proteína UDG. 

 

 

 

 
 

A 

B 
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Figura 4.4.1.4. Imágenes obtenidas por AFM de λ ADN y UDG depositados sobre mica 

con formaldehído usando la técnica de spin-coating. A, B, C) Cadenas de ADN decoradas 

con algunas moléculas de UDG y  D) Una de las moléculas de UDG sobre el ADN 

marcada con flecha amarilla. 
 

4.4.2. Mediciones de las alturas de cadena del λ ADN depositado sobre mica 
 
Los valores promedio obtenidos en la medición de altura de cadena del λ ADN 

sobre mica y del λ ADN sobre mica con formaldehído fueron 1.1 ± 0.3 nm y 0.99 ± 

0.2 nm respectivamente. El valor global para las alturas de cadena del λ ADN fue 

de 1.1 ± 0.3 nm. En los histogramas de la Figura 4.4.2.1 se muestra la distribución 

A B 

C D 
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de alturas obtenidas para las cadenas de λ ADN depositados sobre mica utilizando 

la técnica de spin-coating.  

 
 

 
a)                                                                                      b) 

 
c) 

Figura 4.4.2.1. Histograma de los valores obtenidos al medir las alturas de los λ ADN 

utilizando la técnica de deposición de spin-coating. a) Altura del λ ADN sobre mica, b) 

altura del λ ADN sobre mica usando formaldehído y c) altura global del λ ADN utilizando 

todos los valores mostrados tanto en el histograma a como en el b. 
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4.4.3. Mediciones de las alturas de las moléculas de UDG presentes en el 
sustrato y sobre las cadenas del λ ADN 
 
En cuanto a las mediciones de las moléculas de UDG (fuera y sobre las cadenas 

de λ ADN), primero vamos a comenzar haciendo el cálculo del tamaño esperado 

de la proteína haciendo uso de ciertas aproximaciones. Esto nos servirá para 

establecer un rango de alturas dentro del cual realizaremos conteos de partículas 

globulares en las imágenes de AFM. 

Primero vamos a suponer que las proteínas son partículas esféricas y sabemos 

que el radio para una proteína típica globular de peso molecular de 100 kDa  es de 

3 nm [52]. 

La densidad se define como: 

 

                                                      (1) 

Donde ρ es la densidad, m es la masa y V es el volumen de la partícula. Teniendo 

en cuenta que el peso molecular para la proteína UDG es de 22,717 Da [53], 

entonces podemos igualar la densidad de la proteína típica con la densidad de la 

UDG: 

 

                                                 (2)                

Donde ρT es la densidad de una proteína típica y ρUDG es la densidad de la 

proteína UDG, sustituyendo (1) en (2), tenemos que: 

 

                                       (3) 
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Considerando proteínas típicas como partículas globulares, vamos a suponer que 

tienen geometría esférica. Entonces la ecuación (3) queda: 

 

                                      (4) 

En donde RT es el radio de la proteína típica y RUDG es el radio de la proteína 

UDG. 

Finalmente, de la ecuación (4) despejamos el radio para la UDG: 

 

                                     (5) 

Ahora, sustituyendo los valores conocidos en la ecuación (5) obtenemos que el 

valor del radio para la proteína UDG es de aproximadamente: RUDG = 1.8 nm, por 

lo tanto el diámetro aproximado para la proteína es de 3.6 nm. 

 

Para el conteo de alturas de las partículas globulares presentes sobre el sustrato 

(fuera del ADN) solamente se tomó en cuenta las partículas que midieron más de 

1 nm, esto debido a que el valor encontrado en el cálculo para la altura de la 

proteína UDG fue de 3.6 nm. El valor promedio obtenido en la medición de las 

alturas de la UDG sobre AP-mica fue de 2.8 ± 1.5 nm, para la UDG sobre mica 

(con y sin formaldehído) de 3.7 ± 1.8 nm y para la altura global de UDG (sobre AP-

mica y mica) de 3.2 ± 1.6 nm.  

En los histogramas de la Figura 4.4.3.1 se presenta la distribución de los valores 

obtenidos al medir las alturas de las partículas globulares.  
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a)                                                                                          b) 

 
c) 

Figura 4.4.3.1. Histogramas de los valores obtenidos para las alturas de las partículas 

globulares (proteína UDG) sobre el sustrato. a) Sobre AP-mica, b) Sobre mica y c) altura 

global utilizando todos los valores mostrados tanto en el histograma a como en el b.  

 

Los valores promedio obtenidos al medir las alturas de la UDG sobre las cadenas 

del λ ADN depositado sobre mica fue de 3.5 ± 1.2 nm y depositado sobre mica 

usando formaldehído de 3.8 ± 2.1 nm. El valor promedio de las alturas globales 

(tanto para las muestras de λ ADN-UDG sobre mica como para las muestras de λ 

ADN-UDG sobre mica usando formaldehído) fue de 3.6 ± 1.7 nm. En los 
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histogramas de la Figura 4.4.3.2, se presenta la distribución de los valores 

obtenidos al medir las alturas de las partículas globulares que se encontraron 

sobre las cadenas del λ ADN.  
 

 
a)                                                                                    b) 

 

c) 
Figura 4.4.3.2. Histogramas de los valores obtenidos para las alturas de las partículas 

globulares (proteína UDG) encontradas sobre las cadenas del λ ADN. a) Depositado 

sobre mica, b) depositado sobre mica usando formaldehído y c) altura global utilizando 

todos los valores mostrados tanto en el histograma a como en el b. 
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4.4.4. Probabilidad de unión de moléculas de UDG sobre las cadenas del λ 
ADN  
 
En las imágenes obtenidas por AFM de complejos λ ADN-UDG no es posible estar 

completamente seguros de que los complejos observados se deban a 

interacciones específicas o a una simple coincidencia espacial de moléculas de 

ADN y de proteína UDG. Para distinguir entre estas posibilidades, se realizó el 

cálculo de la probabilidad de que ocurran eventos al azar (unión aleatoria entre λ 

ADN-UDG). La probabilidad de que ocurran eventos  de unión λ ADN-UDG al azar 

sobre la mica (PA) es: 

 

    ,                                          (6) 

donde AADN es el área total de las cadenas del λ ADN y AO es el área total de 

observación. 

Ahora vamos a determinar la fracción de moléculas de UDG que se encontraron 

unidas al ADN en nuestros experimentos. En esta fracción, la cual vamos a llamar 

probabilidad experimental (PE), ya están contados tanto los eventos al azar como 

también los eventos de unión específica entre ADN y proteína. Se tiene que: 

 

                                                (7) 

Donde N es el número total de moléculas de UDG que se encontraron localizadas 

sobre las cadenas del λ ADN y M es el número total de moléculas de UDG que se 

encontraron localizadas sin contacto con el λ ADN (es decir, sobre el sustrato).  

En la Tabla 4.4.4.1 se muestran los valores obtenidos para el área total del λ ADN 

(AADN), área total de observación (AO), número total de UDG sobre el λ ADN (N), 

número total de UDG fuera del λ ADN (M), probabilidad de eventos al azar (PA) y 

probabilidad experimental (PE) en las imágenes del λ ADN-UDG en mica 

depositado por spin-coating y en las imágenes del λ ADN-UDG en mica con 

formaldehído depositado por spin-coating. 
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λ ADN-UDG En mica En mica con formaldehído 

AADN 1.142 x 107 nm2 4.093 x 106 nm2 

AO 3.28 x 108  nm2 3.43 x 108 nm2 

N 50 moléculas  58 moléculas 

M 792 moléculas 379 moléculas 

PA 3.5 % 1.2 % 

PE 6 % 13.3 % 
 

Tabla 4.4.4.1. Valores obtenidos para área total del λ ADN, área total de observación, 

número total de UDG sobre el λ ADN, número total de UDG fuera del λ ADN, probabilidad 

de eventos al azar y probabilidad experimental. 
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CAPÍTULO 5 

 
 

DISCUSIÓN 
 

Este Capítulo está enfocado en la discusión de 3 aspectos fundamentales en el 

desarrollo de la tesis: los métodos de preparación de muestras y elección del 

sustrato, los experimentos realizados con moléculas de ADN lineal y circular, y los 

experimentos realizados de interacción λ ADN-UDG. Los resultados obtenidos al 

analizar nuestras imágenes de AFM se comparan con resultados que ya han sido 

reportados anteriormente. 

 
5.1. Elección del sustrato para la deposición de esferas de PS y ADN 
 

La elección del sustrato depende de las características del material que se desee 

depositar sobre él. Primero que nada, sabemos que las esferas de PS presentan 

carga negativa y que el ADN también presenta carga negativa debido a su 

esqueleto de azúcar-fosfato [2]. Como ya ha sido mencionado, el sustrato base 

elegido fue la mica, ya que presenta regiones microscópicas que son 

atómicamente planas y al momento de clivar la mica se deja expuesta una 

superficie totalmente limpia además de que es de fácil preparación. Sin embargo, 

la mica también presenta carga negativa. Por lo tanto, fue necesario elegir el 

método adecuado para unir tanto esferas de PS como el ADN, ambos de carga 

negativa,  sobre el sustrato (mica) que también presenta carga negativa.   

Básicamente, se utilizaron dos tipos de sustratos en la preparación de muestras: 

AP-mica (mica modificada con APTES) y mica (sin modificar). La AP-mica, 

contiene grupos positivos expuestos debidos a la molécula de APTES (ver Figura 
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5.1.1) a los cuales se pueden unir tanto las esferas de PS como también las 

moléculas de ADN. 

En el caso del uso de mica (utilizada para unir moléculas de ADN) solamente se 

tenía que elegir un buffer de deposición adecuado que funcionara como un puente 

de unión entre el esqueleto del ADN y la mica. Para esto se utilizaron buffers de 

deposición con contraiones que actuaran sobre el esqueleto de azúcar-fosfato del 

ADN y así poder fijar las moléculas a la mica [54]. Un ejemplo de este mecanismo 

es mediante el uso de cationes divalentes como se muestra en la Figura 5.1.2. 

El buffer estándar elegido en las preparaciones de muestras sobre mica utilizando 

el sistema de deposición por spin-coating, fue el buffer de deposición que contiene 

cationes divalentes (50 mM de HEPES pH 7.5, 10 mM de MgCl2). Esto debido a 

que el uso de cationes divalentes en solución puede fijar de manera moderada las 

cadenas de ADN sobre la mica, haciendo que las moléculas de ADN no se 

desprendan tan fácilmente de la mica como podría ocurrir con el uso de cationes 

monovalentes (baja fuerza iónica), o lo contrario, fijando de manera excesiva las 

cadenas de ADN creando así una posible distorsión de las moléculas, como 

podría ocurrir con el uso de cationes trivalentes o incluso de mayor fuerza iónica. 

 

 
 
 
 
 
 

 
Figura 5.1.1. Grupos positivos expuestos de la molécula APTES  sobre mica (AP-mica). 

Figura modificada de la referencia [55]. 

 
 
 
 
 
 

+ + + + + + + + + + + + + + +   

Mica 
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Figura 5.1.2. Inmovilización de moléculas de ADN sobre mica mediante el uso de 

cationes divalentes (Mg2+). Figura modificada de la referencia [56]. 

 

Como se pudo observar en las imágenes de AFM presentadas en el Capítulo 4, la 

AP-mica resultó ser un buen sustrato para inmovilizar las esferas de PS, aunque 

no resultó fácil obtener las imágenes respectivas de AFM. Las muestras de 

esferas sobre AP-mica presentaron una distribución no homogénea (regiones con 

monocapas, multicapas, huecos sin esferas, etc.), en la que se podían encontrar 

regiones con multicapas de esferas, haciendo que la superficie de la muestra 

tuviera mucha rugosidad. Por lo tanto, esto para el AFM se traduce en una 

variación muy grande de alturas y valles en ciertas regiones, los cuales 

sobrepasan los límites para el escáner estándar utilizado. Sin embargo, se 

lograron obtener buenas imágenes de algunas de las regiones en donde se 

presentaron monocapas de esferas. 

En las imágenes de AFM presentadas de los experimentos realizados con el 

plásmido pCA1, el λ ADN y complejos λ ADN-UDG, la AP-mica no resultó ser un 

sustrato viable para la obtención de moléculas de ADN extendidas. Al parecer las 

moléculas de APTES provocan un efecto de condensación sobre el esqueleto de 

azúcar fosfato del ADN haciendo que se compacte, lo cual es consistente con 

estudios previos en los que se reportan estructuras condensadas de ADN en 

forma de toroides debido al uso de esta molécula [57].  

Por lo tanto, la modificación de mica con APTES no resultó ser un sustrato 

adecuado para nuestro objetivo de depositar ADN en una conformación extendida 

sobre mica.  

ADN 
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A diferencia de la AP-mica, la mica sin modificar resultó ser un buen sustrato para 

la visualización de moléculas relajadas de ADN así como también para la 

visualización de la unión λ ADN-UDG por medio de AFM. Sin embargo, una 

limitante del procedimiento de preparación de muestras por el método de 

deposición convencional, es que las muestras siempre fueron inhomogéneas, es 

decir, sobre el sustrato se presentaban regiones con diferentes superestructuras 

de ADN. Una dificultad de esta limitante es que la búsqueda de regiones en donde 

se encontrara el ADN en conformación extendida resultó impráctico, ya que para 

encontrar una molécula de interés era necesario adquirir imágenes por AFM 

durante varias horas o inclusive días. Esta fue la principal motivación para buscar 

un método de deposición alternativo. El método de spin-coating, que se describe 

más adelante, resultó ser adecuado. 

 

5.2. Obtención de superestructuras de ADN sobre mica 

 
Una de las principales características que buscamos obtener para nuestras 

muestras, fue que fueran totalmente homogéneas y así pudieran ser analizadas de 

manera eficiente por medio de AFM. Como pudimos observar en las imágenes de 

AFM obtenidas para el λ ADN, dependiendo del protocolo de deposición utilizado 

en la preparación de muestras, se obtuvieron diversas superestructuras en forma 

de redes de ADN sobre mica. La formación de este tipo de superestructuras de 

ADN no es buena para poder identificar las interacciones entre ADN y proteína. 

Sin embargo, el estudio de la formación de superestructuras es de gran interés en 

campos fuera de la física, en particular en la fisicoquímica de polielectrolitos.  

Es bien sabido que el ADN posee la habilidad de autoensamble y de 

reconocimiento molecular [58]. En nuestros experimentos algunas de las 

imágenes de AFM obtenidas para el λ ADN muestran cadenas de ADN 

autoensambladas de distinta manera en diferentes regiones en la misma muestra, 

formando una variedad de estructuras tipo red hasta la obtención de cadenas bien 

definidas de ADN. Una característica del método de deposición convencional es 
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que se obtenía la formación de diferentes tipos de redes para distintas muestras 

de λ ADN preparadas con el mismo protocolo.  

Una posible explicación para la formación de estas superestructuras se deba a 

que las cadenas del λ ADN son demasiado largas (aprox. 16 µm, lo cual 

frecuentemente sobrepasa el límite de escaneo del AFM) permitiendo así que se 

enreden y se vayan agrupando entre ellas hasta llegar a una configuración 

estable, a la alta densidad de ADN utilizada en solución, pero sobre todo, a que 

con el método de deposición convencional no se pueden obtener muestras 

totalmente homogéneas.  

Otro posible factor en la formación de estos patrones de redes en nuestras 

muestras es algún tipo de apantallamiento de cargas debido a las interacciones 

con la mica, o quizás las redes de ADN ya vienen formadas desde la solución con 

los iones divalentes y simplemente caen sobre la mica dejando el patrón de red. 

Lo que sí se sabe es que tanto el sustrato, la densidad de ADN y los iones en 

solución son parámetros importantes en la formación de redes de ADN [59, 60].  

En nuestros experimentos observamos la formación de diferentes tipos de 

estructuras o redes de ADN en diferentes zonas de un mismo sustrato (utilizando 

una única preparación de muestras). Este resultado no ha sido reportado con 

anterioridad, posiblemente debido a que en algunos de estos experimentos las 

condiciones de humedad o temperatura durante la preparación de la muestra 

fueron precisamente controladas, o bien debido a que tal vez estas 

superestructuras sí estuvieron presentes en esos experimentos pero no fueron 

reportadas debido a que no era el interés principal.  

 

5.3. Obtención de muestras homogéneas mediante el método de deposición 
de spin-coating 

 

Como ya se ha mencionado, el método de deposición elegido es de suma 

importancia para la obtención de muestras totalmente homogéneas. El uso de la 

técnica de deposición por spin-coating fue el que resolvió el problema de 

inhomogeneidades en nuestras muestras, logrando así la obtención de sustratos 
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completamente homogéneos, es decir la obtención de moléculas de ADN 

extendidas y aisladas en toda la superficie. Esto hizo eficaz la observación de 

moléculas de λ ADN individuales y de los complejos λ ADN-UDG por medio de 

AFM. Aunque el método de spin-coating es utilizado comúnmente para la 

obtención de películas delgadas, también es un método que ya ha sido 

implementado para la obtención de moléculas extendidas de ADN [18]. 

 

5.4.  Medición de alturas del plásmido pCA1 y del λ ADN, menores al valor 
esperado 
 

Como sabemos, la molécula del ADN presenta un diámetro de 2 nm en su 

conformación B en la estructura cristalográfica [5]. En las imágenes obtenidas 

tanto para el plásmido pCA1 como para las cadenas de λ ADN depositadas por el 

método convencional en mica, se observó que la mayoría del ADN presentaba una 

disminución considerable en los valores obtenidos al hacer las mediciones de 

altura de cadenas respecto al valor esperado de 2 nm (ver Figura 5.4.1). Esta 

observación es consistente con estudios previos de AFM realizados anteriormente, 

se ha encontrado que al momento de hacer las mediciones en alturas de cadena 

del ADN, siempre se presentan valores menores al valor esperado de 2 nm [18, 

19, 61, 62]. Las reducciones en alturas observadas en AFM se deben a que el 

ADN se encuentra embebido en una capa que posiblemente se deba a residuos 

de sales provenientes de los buffers de deposición. Generalmente esta capa no es 

uniforme a lo largo de la superficie del sustrato y deja expuestas zonas que no 

están recubiertas.  

En los trabajos realizados por Moreno-Herrero et al., se reportan reducciones en la 

medición de alturas de cadena de ADN depositado sobre mica en aire, donde  se 

obtienen alturas promedio de 0.7 ± 0.2 nm en moléculas de ADN embebidas en 

residuos del buffer utilizado y para moléculas de ADN no embebidas alturas 

promedio de 1.5 ± 0.2 nm [62]. En nuestro caso, la altura obtenida para el 

plásmido pCA1 fue de 0.5 ± 0.2 nm y para el λ ADN de 0.7 ± 0.2  nm, en ambos 

casos las moléculas de ADN se encontraban en regiones en presencia de la capa. 
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Como se muestra en la Figura 4.3.1.3.B del Capítulo 4 se encontraron moléculas 

de λ ADN que no estaban embebidas, para las cuales se determinó una altura de 

1.7 ± 0.1 nm. Este valor se acerca al valor esperado de 2 nm, por lo que existen 

otros mecanismos que contribuyen a la disminución de alturas obtenidas por AFM. 
En las imágenes obtenidas para los complejos λ ADN-UDG depositados sobre 

mica usando el método de deposición de spin-coating, se pudo observar que se 

presentó un incremento en las mediciones en alturas de cadena respecto al 

método convencional. En general, el promedio global obtenido para las alturas de 

cadena del λ ADN depositado por spin-coating fue de 1.1 ± 0.3 nm, el cual se 

acerca un poco más al valor esperado de 2 nm. Sin embargo, el valor obtenido 

sigue siendo menor al valor esperado. De igual manera que para el método de 

deposición convencional, podemos sugerir que las moléculas de ADN se 

encuentran embebidas todavía en residuos provenientes de los buffers. Entonces, 

el uso de la técnica de deposición por spin-coating permite que obtengamos 

películas muchísimo más delgadas y una completa distribución sobre el sustrato 

de cualquier tipo de residuo proveniente de los buffers, dejando así embebidas las 

moléculas de ADN en menor grado respecto al método convencional.  

Las alturas observadas nunca fueron iguales al valor esperado de 2 nm, lo cual es 

consistente con estudios previos como ya ha sido mencionado. Otros factores 

importantes que deben ser tomados en cuenta en la obtención de reducción de 

alturas, son la deformación inducida sobre el ADN debido a la deshidratación de la 

molécula, las fuerzas de interacción con la punta de AFM, así como también la 

compresión de las moléculas de ADN debido a las interacciones electrostáticas 

residuales con la mica [62]. 
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Figura 5.4.1. Modelo de reducción aparente de altura de una molécula de ADN embebida 

en residuos provenientes del buffer de deposición. 

 

5.5. Medidas de alturas en partículas de UDG presentes sobre el sustrato y 
sobre las cadenas del λ ADN mediante la técnica de deposición por spin-
coating 
 
En las imágenes obtenidas por AFM de los experimentos realizados con la 

proteína UDG, se midieron las alturas de las partículas globulares encontradas 

sobre el sustrato así como de aquellas que se encontraban sobre las cadenas del 

λ ADN. Como pudimos ver en el Capítulo 4, solamente se contabilizaron las 

partículas que midieron más de 1 nm, debido al valor calculado para la UDG que 

es de 3.6 nm de diámetro. El promedio de los valores encontrados para las 

partículas globulares sobre el sustrato (mica con y sin formaldehído) fue de 3.7 ± 

1.8 nm, lo cual coincide con el valor calculado de altura para la UDG. Un 

parámetro que nos ayudó a distinguir entre partículas de UDG y partículas 

residuales (o basura) fueron los valores encontrados para las partículas residuales 

sobre la mica en los experimentos con ADN sin proteína, donde el valor promedio 

fue de 1.3 ± 0.8 nm, lo cual se encuentra alejado del valor calculado para el 

diámetro de la UDG. Es decir, en nuestros experimentos podemos distinguir 

partículas de UDG de partículas residuales (basura). 

En la medición de la altura global de partículas de UDG presentes sobre las 

cadenas de λ ADN (con y sin formaldehído) se obtuvo un promedio de 3.6 ± 1.7 

nm. Teniendo en cuenta el valor calculado del diámetro para la UDG de 3.6 nm y 

el valor de altura esperado para el ADN de 2 nm, se esperaría obtener un valor 
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ideal para la altura de partículas de UDG sobre el λ ADN de 5.6 nm. De acuerdo a 

los valores experimentales, se esperaría obtener un valor para la altura de 

partículas de UDG sobre el λ ADN de aprox. 4.8 nm, el cual se aproxima al valor 

promedio obtenido de 3.6 ± 1.7 nm teniendo en cuenta el error. Sin embargo, el 

valor obtenido sigue siendo menor al valor esperado experimental, esto debido a 

que tenemos que tomar en cuenta posibles diversos factores (ver Figura 5.5.1) 

como son: 

1. La presencia de una capa residual cubriendo la superficie de la mica, lo cual 

deja embebidas tanto a las moléculas de UDG como a las moléculas de 

ADN. De esta manera, no se obtiene la misma distribución de alturas para 

ambas moléculas por separado.  

2. La presencia de algunas moléculas de UDG sobre la mica en forma de 

monómeros o agrupadas formando oligómeros.   

3. Las moléculas de UDG no se encuentran unidas en el punto máximo de 

altura de la cadena de ADN. 

 

 

 

 

 

 

 
 

Figura 5.5.1. Factores que afectan la obtención de altura esperada para moléculas de 

UDG y complejos λ ADN-UDG. 

 

5.6. Probabilidad de unión de la proteína UDG sobre cadenas del λ ADN 

 
Como se pudo observar en las imágenes obtenidas por AFM de los experimentos 

realizados con el λ ADN y la proteína UDG en presencia y ausencia de 

formaldehído, se observa que la mayoría de las partículas globulares de UDG se 

encuentran sobre el sustrato y pocas de ellas sobre sitios a lo largo de las 
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cadenas del λ ADN. Por lo tanto, es necesario saber si las uniones λ ADN-UDG 

fueron específicas o si se debió a una simple coincidencia espacial de moléculas 

de λ ADN y de proteína UDG. Esto lo podemos determinar si comparamos los 

valores obtenidos para la probabilidad de eventos aleatorios y para la probabilidad 

experimental que fueron calculados en la sección 4.4.4 del Capítulo 4.  

En los experimentos realizados con el λ ADN-UDG en mica (sin formaldehído) se 

obtuvieron valores para la probabilidad de eventos  de unión al azar PA = 3.5 % y 

para la probabilidad experimental PE = 6 %. En este experimento PE  > PA, lo cual 

indica que, si suponemos que PE incluye eventos específicos + eventos al azar y 

que PA  solo incluye eventos al azar, resulta en aproximadamente un 2.5 % de 

probabilidad de que la unión λ ADN-UDG haya sido debida a eventos específicos 

comparado con aproximadamente un 3.5 % de probabilidad de que se deba a 

eventos aleatorios. Esto significa que estadísticamente no podemos distinguir si la 

mayor parte de los eventos de unión λ ADN-UDG fueron debidos a interacciones 

inespecíficas o interacciones al azar. Esta fue una de las razones principales por 

la que el experimento de unión λ ADN-UDG se realizó en presencia de 

formaldehído, para capturar de manera covalente los complejos  λ ADN-UDG. 

En los experimentos realizados con el λ ADN-UDG en mica con formaldehído, los 

valores obtenidos fueron PA = 1.2 % y PE = 13.3 %. En este caso, al igual que en el 

experimento anterior PE  > PA pero aquí la diferencia entre los valores para PA y PE 

es mucho mayor, dando así aproximadamente un 12 % de probabilidad de que los 

eventos de unión entre λ ADN-UDG hayan sido de manera específica. 

Como podemos ver hay una mayor probabilidad de que los eventos de unión λ 

ADN-UDG se hayan llevado a cabo de manera específica para el caso en el que 

se utiliza formaldehído. Sin embargo, aun utilizando formaldehído encontramos 

que una gran cantidad de UDGs no unidas al ADN. 

Una manera de poder entender porque la mayoría de las proteínas no se 

encontraron unidas a cadenas de ADN es comparando el tiempo típico que le 

llevaría a una proteína llegar a una cadena de ADN y permanecer en ella, respecto 

al tiempo necesario para que se efectúe la reacción de cross-link inducida por el 

formaldehído.   
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Para obtener el tiempo típico que le llevaría a una proteína llegar a una cadena de 

ADN vamos a calcular primero el número de moléculas de λ ADN y el de 

moléculas de UDG por unidad de volumen en nuestros experimentos. Para 

realizar este cálculo necesitamos las concentraciones finales de λ ADN ([CADN] = 

0.44 ng/µL) y de UDG ([CUDG] = 6.5 x 10-3 ng/µL) que se depositaron sobre mica al 

momento de preparar las muestras y también necesitamos el valor del peso 

molecular para el λ ADN (32 x 106 Da) y para la UDG (22, 717 Da).  

Teniendo en cuenta que 1 Da = 1.6 x 10-27 kg, entonces el número de moléculas 

de λ ADN por unidad de volumen es:  

 

          (8) 
Y para el número de moléculas de UDG por unidad de volumen tenemos lo 

siguiente: 
 

           (9) 
Ahora vamos a calcular la distancia típica que habría entre moléculas de λ ADN y 

la que habría entre moléculas de UDG con la siguiente ecuación: 

 

         (10) 
Entonces sustituyendo los valores calculados en (8) y (9) en la ecuación (10), 

tenemos que para el ADN: 

 

                     (11) 

y para la UDG tenemos que: 
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               ,      (12) 
donde dADN es la distancia típica entre moléculas de ADN y dUDG la distancia típica 

entre moléculas de UDG. Despejando dADN  y dUDG de la ecuación (11) y (12) 

tenemos que dADN ~ 3 µm y dUDG ~ 2 µm.  

A continuación, vamos a suponer que las moléculas de λ ADN están fijas (no se 

difunden debido a que tienen un peso molecular mucho mayor que la UDG) y que 

sólo las moléculas de UDG son las que se mueven por difusión. El coeficiente de 

difusión para la proteína UDG es: 

 

                                     (13) 
Donde kBT es la energía térmica a 25°C (4 x 10-21 J), ƞ es la viscosidad del fluido 

(para el agua es de 0.001 Kg/m·s) y RUDG es el radio de la proteína UDG (1.8 nm). 

Sustituyendo estos valores se encuentra que D = 1.17 x 10-10 m2/s. 

El tiempo típico (t) que le toma a una partícula recorrer una distancia d en 3D por 

difusión se encuentra por medio de la siguiente relación:  

 

                                              (14) 
donde en nuestro caso d es la distancia típica entre moléculas de λ ADN y UDG, D 

es el coeficiente de difusión para la UDG y t el tiempo característico que le lleva a 

una molécula de UDG llegar a un λ ADN por difusión. Puesto que el valor 

calculado para las distancias típicas entre moléculas de λ ADN y entre moléculas 

de UDG es similar, vamos a estimar una distancia típica entre moléculas de λ ADN 

y moléculas de UDG de 2 µm. Entonces introduciendo los valores conocidos en la 

ecuación (14) y despejando el tiempo nos queda que t= 6 ms. 

Por otra parte, se sabe que una vez que la proteína UDG llega a una cadena de 

ADN, permanece un cierto tiempo unida (tiempo de residencia) antes de 

desprenderse. El tiempo de residencia (TR) de la proteína UDG por moléculas de 
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ADN reportado es de 5 ms [34], el cual es similar al tiempo típico calculado de 6 

ms para que una molécula de UDG llegue a un λ ADN.  

El tiempo total de incubación en los experimentos realizados con el λ ADN-UDG 

en mica es de aprox. 16 min y para λ ADN-UDG en mica con formaldehído de 

aprox. 27 min. Comparando estos valores con el tiempo típico que le llevaría a una 

molécula de UDG llegar a un λ ADN (t= 6 ms), habría del orden de miles de 

eventos de una UDG chocando con moléculas de ADN. Teniendo en cuenta este 

resultado, tendríamos que las moléculas de UDG estarían colisionando 

constantemente con moléculas de λ ADN (del orden de miles de veces durante 

todo el tiempo de incubación), donde a una sola molécula de UDG le llevaría un 

tiempo de 6 ms para chocar con un ADN y una vez que ya hace contacto, la 

proteína permanecería en la cadena de ADN un tiempo TR= 5 ms (tiempo de 

residencia) antes de despegarse de nuevo. Por lo tanto, en nuestros experimentos 

se esperaría observar cadenas de λ ADN completamente decoradas por la 

proteína UDG. Sin embargo, como se pudo observar en las imágenes presentadas 

de AFM, esto no es lo que ocurre. 

Para explicar lo que posiblemente esté ocurriendo en nuestros experimentos, 

vamos a analizar los dos casos, sin formaldehído y con formaldehído: 

 

1. Experimentos realizados sin el uso de formaldehído. 

A diferencia del caso en el que se utilizó formaldehído, aquí todo el tiempo la 

proteína UDG estaría en constante unión y desunión de las cadenas del λ ADN 

(ver Figura 5.5.2). En este caso, existe la posibilidad de que ocurran del orden de 

miles de choques por la proteína UDG con el ADN, pero tan pronto como la 

proteína llegue a una cadena de ADN, permanecería ahí un tiempo TR= 5 ms y 

luego se desprendería. De esta manera podríamos esperar que en nuestras 

imágenes de AFM hubiéramos capturado un instante dado en el que la mayoría de 

las proteínas se encontraran unidas a cadenas de ADN. Sin embargo, el paso 

crítico en esta preparación ocurre al utilizar el método de spin-coating donde la 

concentración efectiva de UDG disminuye debido a la fuerza centrífuga que se 

está ejerciendo sobre la solución a depositar, haciendo que la disponibilidad de 
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que una proteína interaccione con un ADN disminuya de manera considerable, 

dando lugar a que en nuestras imágenes solo observemos unas cuantas 

moléculas de UDG unidas a cadenas de λ ADN. 

 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5.6.2. Modelo de una molécula de UDG en constante unión y desunión de la 

cadena de λ ADN. Una vez que una UDG se encuentra con una cadena de λ ADN, se une 

a ella, permanece sobre la cadena deslizándose un tiempo TR, y después se desprende. 

 
2. Experimentos realizados utilizando formaldehído. 

Se sabe que el formaldehído actúa como un cross-link entre ADN y proteína 

uniéndolos de manera covalente, generando  entrecruzamientos que abarcan 

aproximadamente 2 Å [63], por lo tanto se obtienen uniones covalentes entre la 

proteína UDG y el λ ADN. Como ya vimos, la proteína UDG tendría una posibilidad 

del orden de miles de intentos de interactuar con un ADN. Una vez que se lleve a 

cabo esta interacción, la proteína UDG permanece unida al λ ADN sin que se 

despegue debido a la unión covalente que se genera con el uso del formaldehído 

(ver Figura 5.6.1). De esta manera, esperaríamos que el λ ADN estuviera 

completamente decorado por proteína. Sin embargo, en las imágenes obtenidas 

por AFM se pudo observar que sólo unas cuantas moléculas de UDG se 

encuentran unidas a cadenas de λ ADN. Podemos explicar esta observación 

tomando en cuenta lo siguiente. Experimentos recientes han mostrado que el 

tiempo mínimo para que se complete el cross-link entre una proteína y ADN por 

medio de formaldehído es de tcross-link = 5 s [64]. Dado que el tiempo de residencia 

(TR= 5 ms) es mucho menor que el tiempo para que se complete la reacción de 

cross-link (de 5 s), la reacción es poco efectiva y de esta manera solamente se 

λ ADN 

desunión 
unión 

UDG 
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completa el enlace para unas pocas moléculas de UDG. Aun así, el uso de 

formaldehído ayuda a retener la formación de complejos λ ADN-UDG. 

 

 

 

 

 

 

 
Figura 5.5.2. Modelo ideal de una molécula de UDG unida de manera covalente a la 

cadena de λ ADN. Una vez que una UDG se encuentra con una cadena de λ ADN, se va 

a unir a ella y va a permanecer en el sitio de unión sin desprenderse. Sin embargo, como 

se explica en el texto la unión no es efectiva debido al tiempo mínimo de residencia. 

 

5.7. Dobleces inducidos por moléculas de UDG sobre sitios de unión en las 
cadenas del λ ADN 
 

Uno de los modelos propuestos de interacción entre ADN-proteína del cual se 

habló en el Capítulo 1, es aquel en el que la proteína va doblando sitios a lo largo 

de las cadenas de ADN hasta encontrar el sitio específico para comenzar a 

realizar su función. En diferentes trabajos realizados por AFM, se ha reportado la 

evidencia de este tipo de doblamientos causados por la unión de ciertas proteínas 

sobre cadenas de ADN [25, 65].  

En nuestros experimentos pudimos observar algunos de estos eventos, en los que 

la proteína UDG induce dobleces sobre sitios en las cadenas del λ ADN. Sin 

embargo este tipo de eventos no fueron encontrados de manera frecuente. De 108 

moléculas de UDG contabilizadas sobre cadenas del λ ADN en nuestras imágenes 

de AFM, solo 6 moléculas de UDG presentaron doblez significativo sobre el sitio 

de unión con las cadenas del λ ADN, lo que corresponde a aproximadamente un 

5.5 % del total. Este hecho nos hace pensar que posiblemente el modelo de 

reconocimiento por deformación del ADN solo sea válido para un cierto tipo de 

λ ADN 

UDG 
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interacciones ADN-proteína, pero no para la interacción λ ADN-UDG realizado en 

este trabajo de tesis.  

En experimentos realizados por  John van Noort et al, se obtuvo que la proteína 

fotoliasa (proteína reparadora de daños en cadenas de ADN causados por 

radiación) solamente inducía dobleces significativos en sitios específicos en 

cadenas de ADN previamente dañadas [65]. Este resultado difiere de lo reportado 

por Chen et al., donde se menciona que la interacción de la proteína hOGG1 

(proteína reparadora de daños en ADN, presente en células de seres humanos) 

induce dobleces sobre sitios en las cadenas de ADN con o sin daños inducidos 

[25].  

Un hecho importante por recordar es que en nuestros experimentos, las cadenas 

de λ ADN no tienen ningún tipo de daño inducido, pudiendo ser la razón de que no 

se presentara este fenómeno de doblamiento de manera frecuente. 
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CAPÍTULO 6 

 

 
CONCLUSIONES Y PERSPECTIVAS 

 

Como conclusión general de este trabajo de tesis, se desarrolló un protocolo 

óptimo de preparación para muestras de ADN y también para complejos de ADN-

proteína. Se demostró que estos protocolos son prácticos y reproducibles. Con 

esto se cumplió el objetivo principal de esta tesis. 

A partir de las observaciones realizadas en nuestros experimentos, podemos 

mencionar las siguientes conclusiones: 

 

1. La AP-mica no es un sustrato favorable para la obtención de moléculas de 

ADN extendidas y aisladas. Como pudimos observar en los Capítulos 4 y 5, 

el APTES tiende a condensar las cadenas de ADN tanto para el plásmido 

como para el λ ADN.  

2. La mica sin modificar es un buen sustrato para la deposición de ADN. En 

este caso, un requisito es que los buffers de deposición deben contener 

concentraciones del orden de 1-10 mM de cationes monovalentes o 

divalentes para poder fijar las moléculas de ADN sobre la mica y ser 

analizadas por AFM.  

3. Utilizando método de deposición convencional, se observó la formación de 

superestructuras de ADN sobre mica. Estas superestructuras son de interés 

en el campo de la fisicoquímica de polielectrolitos. Sin embargo, en esta 

tesis no profundizamos en este tema. 

4. La técnica de spin-coating resultó efectiva para obtener sustratos 

completamente homogéneos, lo cual permitió análisis reproducibles por 

medio de AFM. Como pudimos observar en las imágenes presentadas de 
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AFM en el Capítulo 4, se obtuvieron mejores resultados de deposición de 

cadenas de λ ADN aisladas usando mica como sustrato y utilizando la 

técnica de deposición de spin-coating, lo cual fue ideal para la observación 

directa de la interacción entre la proteína UDG y λ ADN.  

5. Se logró la observación de complejos λ ADN-UDG por medio de AFM sin el 

uso de formaldehído. Sin embargo, se encontró una cantidad pequeña de 

complejos. No es estadísticamente posible distinguir entre eventos de unión 

al azar y eventos de unión específicos. 

6. El uso de formaldehído como cross-link incrementó la estabilidad de unión 

entre λ ADN-UDG. Sin embargo, debido al corto tiempo de residencia 

reportado para la UDG comparado con el tiempo necesario para que se 

complete el cross-link, observamos una cantidad pequeña de complejos. A 

pesar de ello, en este caso si es estadísticamente posible distinguir entre 

eventos de unión al azar y eventos de unión específicos. 

7. Nuestros experimentos sugieren que el proceso de reconocimiento entre λ 

ADN-UDG no ocurre mediante el doblamiento de sitios a lo largo de las 

cadenas del ADN. Posiblemente, este proceso de reconocimiento no se 

cumple para cualquier familia de proteínas reparadoras.  O bien, la proteína 

UDG solamente es capaz de doblar el ADN en sitios dañados. 

 

PERSPECTIVAS 
 

Aunque en la literatura se han reportado una variedad de estudios sobre la 

formación de complejos ADN-proteína, el mecanismo de unión y reconocimiento 

no ha sido establecido ya que posiblemente no es único. 

En este sentido, el trabajo de esta tesis proporciona elementos adicionales para 

ser considerados en el estudio de las interacciones ADN-proteína in vitro por 

medio de AFM. En particular, para poder entender mejor cómo es que se lleva a 

cabo el proceso de interacción en los complejos λ ADN-UDG, se proponen 

experimentos adicionales que por cuestiones de tiempo no se pudieron realizar.  

Algunos de estos posibles experimentos a realizar son:  
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 Modificar moléculas de λ ADN introduciendo daños en sitios específicos a lo 

largo de las cadenas y analizar cómo se lleva a cabo la interacción con la 

proteína UDG.  

 Realizar experimentos con incubaciones de λ ADN-UDG y formaldehído a 

diferentes tiempos (utilizando cadenas de λ ADN con y sin daños 

introducidos), y verificar si el número de complejos λ ADN-UDG se 

incrementa. 

 Respecto a la formación de superestructuras de ADN, realizar experimentos 

sistemáticos cambiando condiciones de deposición para comprender el 

mecanismo de su formación. 
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