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RESUMEN
AUNTOENSAMBLE DE NANOESTRUCTURAS DE ADN CON NANOPARTICULAS DE ORO
Dentro de las sintesis de nanoestructuras por el enfoque bottom-up o de abajo a arriba, se encuentran

las pertenecientes al area de la nanotecnologia de ADN. En 1982 Nadrian Seeman cre6 la primera
nanoestructura tridimensional hecha de dobles cadenas de ADN. \einticuatro afios después, Paul
Rothemund ideé una manera sencilla para autoensamblar nanoestructuras en un solo paso, utilizando
una cadena sencilla de ADN circular de 7249 nt (nucleotidos), llamada andamio, y cerca de 200
oligonucle6tidos complementarios, nombrados como grapas, a cierta region del andamio. De modo que
al hibridizar las cadenas de ADN, una estructura con geometria reconocible era posible de sintetizar.
Esta técnica recibié el nombre de origami de ADN. Una de las aplicaciones mas prometedoras del
origami de ADN son las orientadas a la fabricacion de nanodispositivos opticos y/o electrénicos. El
estudio aqui presentado se propuso fabricar un circuito a la nanoescala conocido como Split-ring
resonator. Se ha demostrado que este circuito es capaz de variar la permitividad y permeabilidad de un
medio material. Para construir tal circuito se sintetizd una nanoestructura rectangular por la
metodologia de origami de ADN, haciendo uso de un software CAD y de un programa que calculo la
estabilidad de dicha estructura. Enseguida, esta nanoestructura rectangular fue funcionalizada con
nanoparticulas de oro de 5 nm de diametro. Estas dieron una forma aproximada al circuito esperado.
Estas estructuras fueron caracterizadas por electroforesis en gel de agarosa y por microscopia de fuerza
atdmica. De las 12 nanoparticulas esperadas, 8 se lograron enlazar en los sitios de enlace programados.
Se empleo la proteina C8-BS*°7 para mejorar la union de las nanoparticulas de oro al origami de ADN.
En este escrito se describen los fundamentos para construir ensambles de nanoestructuras de ADN con

materiales inorganicos.
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CAPITULO |
INTRODUCCION

En las ciencias exactas usualmente se piensa que el Universo—como Heréaclito plante6 en el 500 A. C.
—esta formado por fuerzas opuestas tales como las cargas positivas y negativas, el calor y frio, y la
vida y muerte. En el caso particular de las nanociencias, esto no es la excepcion. Esta disciplina, que
manipula la materia a escala nanométrica, tiene dos vertientes antitéticas para la sintesis de
nanomateriales: top-down y bottom-up [1].

Mientras la primera vertiente fracciona un objeto macroscopico en sus componentes mas
fundamentales hasta llegar a un nivel nanométrico, la segunda toma el camino contrario. Las técnicas
top-down, como las de generacién de patrones por litografia, han dominado en la ciencia de materiales,
la ingenieria eléctrica, y fisica del estado solido. Sin embargo, este enfoque de miniaturizacion presenta
limitaciones para alcanzar dimensiones menores a un micrometro, para fabricar materiales con
composicion quimica especifica, y para ofrecer costos rentables de fabricacion. Como respuesta a tales
necesidades, los cientificos del &rea decidieron incorporar un enfoque que por afios los quimicos habian
implementado: la sintesis de abajo a arriba, o bien, bottom-up [2].

Las técnicas bottom-up construyen sistemas complejos a partir de los niveles méas elementales
de la materia, como los atomos y las moléculas. Este reduccionismo tecnolégico pretende no solamente
sintetizar nanoestructuras &tomo por atomo, sino también explicar el Universo a partir del microcosmos
[3]. Tal aseveracién sugiere que bastaria con describir las interacciones fundamentales dentro de una
célula para entender el funcionamiento de un organismo. Aunque facilmente se podrian encontrar
pruebas que desmientan tal aseveracion, esta aproximacién reduccionista tiene utilidad en sistemas
menos complejos que un organismo, tales como en las nanoestructuras.

Una de las técnicas bottom-up es el autoensamble. El autoensamble se refiere a la organizacion
propia de las partes de un sistema. Este fendmeno se presenta en la naturaleza; dentro de las células.
Fueron los quimicos quienes biomimetizaron este proceso para sintetizar nanoestructuras. El principio
de autoensamble consta del reconocimiento molecular de los bloques que conforman una
nanoestructura [4].

El padre de la nanotecnologia de ADN, el bioquimico Nadrian Seeman, utiliz6 por primera vez
en 1983 el biopolimero acido desoxirribonucleico (ADN) sintético como material para construir
estructuras con dimensiones de las unidades de nanometros [5]. En la actualidad existen mas de 20

grupos multidisciplinarios de cientificos alrededor del mundo que contribuyen a la consolidacion de



este campo de investigacion [6].

El avance de la nanotecnologia de ADN se debe al desarrollo de algoritmos matematicos [6]
estudios termodindmicos del ADN [7], reacciones quimicas para la sintesis del ADN, y de la
mimetizacion de sistemas biologicos [8, 9]. El avance en el conocimiento y, en consecuencia, impulso
tecnoldgico son tales, que hoy en dia la nanotecnologia de ADN es una de las técnicas mas versatiles,
precisas y prometedoras para la sintesis de nanoestructuras. En cuestion de dos horas se pueden
sintetizar 10'* nanoestructuras en un volumen de 100 pl con un costo de produccion de $1.43 US [10].

Una de las areas que mas ha impulsado a la nanotecnologia de ADN es la computacion
molecular. En 1994 el matematico Leonard Adleman utilizé por primera vez el ADN para resolver un
problema matematico. El problema consistié en encontrar el camino Hamiltoniano (The Hamiltonian
path problem): un arreglo de 7 nodos donde se tenia que llegar del nodo inicial al nodo final pasando
por todos los demas una sola vez, tal y como se muestra en la Figura 1.1. Adleman le asignd una
secuencia de ADN a cada nodo, enseguida mezclo todas las secuencias en una solucion, como resultado
éstas se unieron y formaron los posibles caminos Hamiltonianos del problema. Este experimento abrid

el campo de la computacion molecular, y con él, la capacidad de programar cadenas de ADN [11].

Figura 1.1. Problema del camino Hamiltoniano. Siete nodos de los cuales uno es el punto de inicio y otro el final. Existen

14 rutas alternativas para llegar del inicio al fin pasando una vez por cada nodo [adaptado de 11].

Otro gran motor de la nanotecnologia de ADN se encuentra en los estudios termodindmicos que
describen el mecanismo de reaccion de las nanoestrucutras basadas en ADN. Estudios de las funciones
de estado termodinamicas han permitido explicar los caminos de sintesis que son mas probables de

ocurrir [10]. De este modo hoy en dia se puede predecir, mediante softwares de disefio, la formacién de
estas nanoestructuras.



Las aplicaciones de la nanotecnologia de ADN son muy variadas [12]. Este campo ha abierto
nuevos panoramas como la computacion molecular a base de ADN, ademas de haber revolucionado
otros ya existentes como la fabricacion de sensores electroquimicos, ilustrado en la Figura 1.2, para
detectar cancer de pulmoén [13]; nano-robots que contienen y liberan blancos de anticuerpos (Figura

1.3) [14]; y dispositivos nanoelectronicos como un transistor de un solo electron (Figura 1.4) [15].

. Au NP ® ferrocene ( microRNA

(] MCH } DNA

Figura 1.2. Sensor electroquimico de microRNA presente en células cancerosas de pulmon. Se muestra un tetraedro
sintetizado por origami de ADN y funcionalizado con una nanoparticula de oro. Este encuentra enlazado a una superficie

de ferroceno [adaptado de 13].



Figura 1.3. Nano-robot que transporta y libera blancos de anticuerpos. La estructura esti hecha de ADN que almacena

blancos de anticuerpos, que reconocen ciertas células [adaptado de 14].
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Figura 1.4. Transistor NPN de un electron. Dispositivo conformado por una nanoestructura rectangular funcionalizada con

nanoparticulas metélicas (color amarillo) y semiconductoras (color rojo) [adaptado de 15].



Se pueden fabricar nanodispositivos bi o tri-dimensionales con cierta facilidad si se doblan las
cadenas de ADN, cual celulosa en el arte de la papiroflexia (u origami en japones). Esta metodologia
fue bautizada como Origami de ADN por su creador, el comput6logo Paul Rothemund en el 2006 [16].
Bastan cadenas de ADN sintético, una solucion amortiguadora (referida como “buffer” en este trabajo)
apropiada, un termociclador e imaginacion para formar, como se aprecia en la Figura 1.5, desde
geometrias relativamente sencillas como un triangulo de 127 nm por lado hasta las méas excentricas
como La Noche Estrellada de Van Gogh [17].

Figura 1.5. Micrografias de AFM de a) un tridangulo de origami de ADN de 127 nm de lado y b) el cuadro de La Noche
Estrellada formado por la union de estos triangulos funcionalizados con cristales fotonicos.

La nanoestructura elegida puede fungir como matriz para colocar de manera controlada y con
precision nanomeétrica tanto materiales organicos como inorgéanicos. Algunos de los materiales que se
han logrado enlazar al origami de ADN son el par estraptividina-biotina, los derivados del péptido
His6, la benzilguanina-clorohexano, haloalcano-halogenasa, los puntos cuanticos, las nanovarillas y
nanoparticulas metalicas [18].

La investigacion de vanguardia sobre origami de ADN radica en la gran precision nanométrica
de la técnica y en la eficiencia de su sintesis, asi como en la posibilidad de desarrollo de aplicaciones
escalables a nivel industrial. En este estudio se establecieron los protocolos para decorar dichas
nanoestructuras con patrones de AuNPs. Se propusieron aplicaciones para la estructura obtenida.

En este estudio se aprovechd la propiedad de autoensamble del ADN para sintetizar

nanoestructuras, y enseguida, para formar conjugados de ADN-AuNPs. La decoracion o
9



funcionalizacion con nanoparticulas de oro (AuNPs) es el proyecto aqui planteado, debido a su
potencial uso en la nanoelectronica. La nanoestructura aqui desarrollada se propone para fabricar un
dispositivo capaz de variar las constantes de permitividad y permeabilidad de un medio material. Estos

se conocen como Split ring resonators [19].



CAPITULO I
ANTECEDENTES
Predmbulo

Aproximadamente 300 afios transcurrieron desde que se empezaron a describir las particulas de oro,
y poco mas de 50 afios desde el descubrimiento de la estructura de doble-hélice del ADN, hasta la sintesis
de las primeras nanoestructuras funcionalizadas con nanoparticulas de oro. En esquema cronoldgico de la
Figura 2.1 se muestran los principales hitos que han dado pie al presente trabajo. Estos se describen con
mayor detalle a lo largo de este capitulo.

Primer libro sobre
oro coloidal por
Francisci Antonii &
+
— - ~
I

|
Estructura

molecular del
ADMN por o
Watson v Crick

There's Plenty
of Room at the

Bottom por
Richard

Feynman

1

Uniones Holliday

por Nadrian
- Seeman
[ B a
l‘ ¢
s ‘ 'Canjugados
. i 2 AUNP-ADNM

por Alivisatos

1996,

Origami de ADN por
Paul Rothemund

Figura 2.1. Cronologia de los primeros estudios de las particulas de oro y del ADN hasta la sintesis de nanoestructuras de
ADN funcionalizadas con AuNPs [5, 16, 20, 21y 22].
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Propiedades del ADN

El ADN posee propiedades quimicas, bioldgicas, mecanicas, épticas y eléctricas que deben ser
comprendidas para fabricar nanoestructuras con él [23]. El entendimiento de sus propiedades quimicas
y bioldgicas ha dado origen a la metodologia de sintesis aqui implementada. Por otro lado, las
propiedades mecénicas y estructurales del ADN indican las limitaciones en el disefio de tales nano-
objetos. Finalmente, éstos se caracterizan gracias al conocimiento de las propiedades Opticas y

eléctricas del ADN. Cada una de estas propiedades de describe a continuacion.

Quimicas

A inicios del siglo XVIII los bioquimicos Albrecht Kossel y Phoebus Levene describieron la
composicién quimica de los &cidos nucleicos (ADN y ARN). En sus estudios se sugiere que estos
biopolimeros estan conformados por cinco nucleobases: adenina (A), timina (T), guanina (G), citosina
(C) y uracilo (U). Cada una de estos nucledtidos esta constituido por una base nitrogenada, un grupo
fosfato y una pentosa. En el caso del ADN, como se muestra en la Figura 2.2, la pentosa es una 2-
desoxiribosa, y las bases correspondientes son A, T, G y C. Estos son compuestos heterociclicos de

carbono, nitrogeno, oxigeno e hidrégeno [ADN].

'|i Nlﬂz ?I
Mo—(I:—M o o //N\C/C\N N\C/C\N/H
fi }/CI "-C\ 1’! é H-<N g\ (I: H
INL LY N"E 2 H = Z N
o HOpe— ) L
” OH H § )
Adenina Guanina
HO — Il° —O0 Desoxirribosa \ J
o Purinas
Pirofosfato " o g .
HO—C—H C I I
/o\c/ou "‘ﬁ/ \qu "\ﬁ:/'v\rr/" “3°~C/‘£\N/“
SEIpo T\::"—;'1/ M S-S0 e N H/"C\ /‘L
fosfato Ho ) N Neas0
OH OH H H H
- Citosina Uracilo Timina
Ribosa ( '
Azucares Pirimidinas

Bases nitrogenadas

Figura 2.2. Composicidn quimica de los acidos nucleicos. Un grupo fosfato, un azlcar, y 4 bases nitrogenadas de 5

posibles: adenina, guanina, citocina, timina y uracilo.



Fue hasta 1953 cuando James Watson y Friedrich Crick publicaron el modelo ADN-B (de las
tres estructuras existentes ADN-A, ADN-B y ADN-Z) a partir de estudios de difraccion de rayos-X
para representar la estructura molecular del acido desoxiribonucleico [21]. EI ADN-B es una doble-
hélice formada por el enlace covalente entre el grupo fosfato (PO4) y los carbonos 3'y 5' de la pentosa.
Estos enlaces le dan direccion a la molécula: 3" a 5', o bien, de 5' a 3'. EI ADN se encuentra como
cadena sencilla o cadena doble (por sus siglas en inglés ssDNA y dsDNA, respectivamente). Esta
altima, mostrada en la Figura 2.3, se forma cuando dos cadenas sencillas antiparalelas (con
orientaciones opuestas) se unen por medio de 2 enlaces de hidrogeno entre Ay T, y 3 entre C y G bajo
condiciones termodinamicas especificas. Este apareamiento de las bases se conoce como hibridacion
del ADN [23].

Ademas de las interacciones electrostaticas entre las bases, el ADN de doble cadena presenta
interacciones hidrofilicas e hidrofébicas, y son éstas las que le aportan la estabilidad estructural. Las
interacciones hidrofilicas se deben a los momentos dipolares no nulos del enlace fosfodiéster y de la
molécula desoxirribosa. Por otro lado, la hidrofobicidad surge del apilamiento de los anillos aromaticos
adyacentes, debido a la atraccion entre sus enlaces dobles. Esta propiedad recibe el nombre de

interaccion 7-w, y es la principal fuerza que proporciona estabilidad al ADN [23].

Interaccion TT-TC LH
o Ne G qun
= _OiiH— NH
0 N”_% —< H'”'"'N > ?
74 N \[_\
= N—Hnu "'O
o) 1 o g
-o\ / H \
; —=N A T Me \ /O
P-. = N—HIMQO = P/
0// O—\\ N‘%_<NumnH—N?—. \o

(?-37 Nx“ >—N\L—{

%t .
1, Enlace de hidrogeno .

Figura 2.3. Fuerzas estabilizadoras de la doble cadena de ADN. Se muestra la interracion n-x (hidrofobica) entre anillos

consecutivos, los enlaces fosfodiéster y ribosas (hidrofilicos), y los enlaces de hidrégeno entre las bases A-T y G-C.



Otros factores que afectan la estabilidad de la dsDNA son el pH, la salinidad y temperatura de la
solucién amortiguadora en la que se encuentra [23]. A pH &cidos o béasicos los elementos que participan
en los enlaces de hidrdgeno se pueden protonar o desprotonar, lo que cambiaria el nimero de estos
enlaces por par de bases. Adicionalmente, las soluciones cationicas otorgan estabilidad al ADN debido
a que neutralizan la carga negativa del grupo fosfato. Las soluciones con Mg?* son las que proveen
mayor estabilidad. Por ultimo, la temperatura de la solucion amortiguadora es determinante para formar
y mantener el ADN bicatenario. La temperatura de desnaturalizacion (Tm por sus siglas del inglés
melting temperature) del ADN, cuando pasa de dsDNA a ssDNA, estd dada por los pardmentros

mencionados, por la secuencia de bases y por la longitud de la doble cadena.

Las interacciones 7m-m, los enlaces de hidrogeno, la direccionalidad de las cadenas, la secuencia
y longitud de las cadenas, y el pH y salinidad de la solucion forman las bases para la construccion de

nanoestructuras con ADN [23].

Bioldgicas

La importancia biolégica del ADN radica en su capacidad de almacenamiento de informacion.
Este biopolimero puede albergar 1 TB de informacion en un volumen de 60 pm3; 6 6rdenes de
magnitud menor que el volumen de un disco duro actual. EI ADN de toda célula, de acuerdo al dogma
central de la biologia, codifica para formar mas ADN o acido ribonucleico (ARN), y este Gltimo a su
vez codifica para formar proteinas. Sin embargo, la estructura molecular del ADN varia de acuerdo al

tipo de organismo estudiado [23].

La biologia establece tres dominios para clasificar a los organismos de acuerdo a sus células:
arguea, bacteria y eucaria. Las células de este ultimo poseen un nucleo que alberga las moléculas de
ADN en forma de cromosomas. En el caso de arquea y bacteria los organismos son unicelulares sin

nucleo y con ADN circular.

Las bacterias ademas de la doble cadena de ADN, tienen cadenas sencillas circulares de ADN
Ilamadas plasmidos. Estas secuencias pueden ser replicadas y transmitidas entre bacterias o entre
bacterias y virus (descrito en la seccion de Ensamble de nanoestructuras de ADN). La replicacion del

ADN se lleva a cabo por una gran variedad de enzimas.
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Dentro de las células se encuentran las enzimas necesarias para replicar su ADN. Dentro de
estas se encuentran: las nucleasas, que separan el ADN en secuencias especificas; las ligasas, que
enlazan secuencias de cadena sencilla; las helicasas que deshebran la doble cadena; las polimerasas que
leen una cadena sencilla y sintetizan su complementaria; y las topoisomerasas, que rompen enlaces en
una de las cadenas de la doble hélice. Ademaés de la creacion de ADN a partir de una cadena bicatenaria
antecesora, la célula también puede formar una cadena a partir de dos cadenas bicatenarias antecesoras,

mediante la recombinacion genética [23].

Durante la recombinacién genética se pueden forman estructuras autoensambladas de ADN,
como las uniones Holliday. Estas constan de la unién de 4 cadenas parcialmente complementarias entre
si, que forman una estructura de cuatro brazos movibles, como la que se muestra en la Figura 2.4. La
busqueda de secuencias de ADN que dieran lugar a uniones tipo-Holliday fijas, dio origen al campo de
la nanotecnologia de ADN [5].
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Figura 2.4. Unién Holliday durante la recombinacion genética. Esta formada de cuatro cadenas sencillas de ADN
representadas por los colores. Estas poseen secuencias complementarias entre si, de modo que entre ellas forman una

estructura de cuatro brazos.

Mecanicas, eléctricas y dpticas

El area de nanotecnologia de ADN utiliza este biopolimero como material de construccién de
nanoestructuras, por lo que es crucial conocer sus dimensiones y propiedades mecanicas. EI ADN como
cadena doble puede visualizarse como una vara rigida con dimensiones mostradas en la Tabla I. La

flexibilidad del ADN es tal que puede doblarse 500,000 veces dentro del nucleo de una célula. La
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rigidez del ADN se mide en términos de su longitud de persistencia, la cual indica hasta qué longitud

promedio el ADN comienza a flexionarse [23].

En la Figura 2.5 se muestran algunas caracteristicas del ADN, las cuales lo hacen ideal como
material de construccion en la nanoescala. EI ADN como doble hélice presenta surcos, uno mayor y
otro menor. Cada 10.5 pares de bases forman una vuelta de la hélice de 3.36 nm de longitud. Estos
pardmetros han sido considerados en los softwares de disefio de nanoestructuras de ADN.

Conocer las propiedades eléctricas del ADN ha permitido llegar a su caracterizacion y a su
funcionalizacién con diversas moléculas (temas de las secciones respectivas). EI ADN tiene una carga
total negativa proveniente de sus grupos fosfatos. Su densidad eléctrica lineal varia si se trata de una

cadena sencilla o doble [23].

La densidad electronica de los enlaces moleculares de los nucleétidos repercute en las
propiedades Opticas del ADN. Estos enlaces absorben luz de longitud de onda de 260 nm. Tal
absorbancia es utilizada para medir la concentracion de ADN en una solucion mediante técnicas

espectroscopicas.

Tabla I. Propiedades mecénicas y eléctricas del ADN

dsDNA ssSDNA

Distancia longitudinal por vuelta (nm) 3.36

Bases por vuelta 10.5

Diametro de la hélice (nm) ~2

Longitud del surco mayor (nm) 1.17

Longitud del surco menor (nm) 0.57

Espacio entre bases (nm) 0.33 0.6
Longitud de persistencia (nm) 50 1.5-3
Densidad eléctrica lineal (e/nm) 6 1.66
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Figura 2.5. Diagrama de la estructura del ADN. Se muestra una vuelta completa, el surco mayor y menor, el diametro de la

hélice, y la distancia entre cada par de bases.

Propiedades especificas de las nanoestructuras de ADN

Una vez revisadas las propiedades del ADN, se prosigue con las propiedades especificas de las
nanoestructuras de ADN. Se podra notar que todas ellas han sido copiadas de procesos naturales de la

célula, y enseguida adaptadas a la escala de las nanostructuras.

Extremos pegajosos

La primera propiedad se refiere a la union de dos dobles hélices colineales debido a que éstas en
sus extremos tienen secuencias cortas de bases desapareadas, que ademas son complementarias entre si.
Cuando estas hélices se aproximan, sus extremos se reconocen y fusionan en una sola hélice. Los

extremos pegajosos son ampliamente utilizados para la construccion de redes de ADN [23].

Desplazamiento de cadena

La segunda propiedad a revisar es el desplazamiento de cadena debido a la interaccion débil de
los enlaces de hidrégeno. Si en la proximidad de una cadena sencilla se encuentran dos 0 mas cadenas

que poseen alguna seccién complementaria, entonces estas competiran para enlazarse, de modo que
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una podré desplazar a la otra [24], como se muestra en la Figura 2.6.

Figura 2.6. Desplazamiento de cadena. Se muestra una cadena sencilla de color negro y dos complementarias de color azul
y rojo. En a) la cadena azul enlaza a la negra en la seccién 2. b) La cadena roja enlaza la seccion 3. Ambas cadenas estan

enlazadas. c) La roja empieza a desplazar a la azul. d) Solamente la roja enlaza a la negra.

El desplazamiento de cadena se presenta en las uniones Holliday intrinsecas del ADN. En
general para la construccion de nanoestructuras se prefieren secuencias que no presenten esta

propiedad, con la finalidad de no deformar las estructuras y que sean fijas.

Uniones Holliday

Las uniones Holliday naturales del ADN presentan desplazamiento de cadena que genera
inestabilidad a la estructura de 4 ramales, pero si se evita tal desplazamiento, entonces, la unién
Holliday es estatica. En 1982 Nadrian Seeman en un intento por crecer cristales, generd secuencias con
simetrias distintas que forman uniones Holliday inmoviles [5]. Esto origin6 el campo de fabricacion de

nanoestructuras basadas en ADN.

Sin embargo, las uniones Holliday no son lo suficientemente rigidas para soportar una nanoestructura.

Por ello, se ha recurrido a la siguiente propiedad.

Entrecruzamientos

La manera en la que se construyen nanoestructuras de ADN rigidas es mediante la formacion de
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entrecruzamientos de cadenas. Un entrecruzamiento es la unién de dos hélices vecinas gracias al
intercambio de sus cadenas. Existen 5 isdmeros de entrecruzamiento, con cadenas paralelas (las dos
con la misma direccion) o antiparalelas (una de 3'-->5"y la otra de 5'-->3"), y con nidmero par o impar
de medias vueltas de la hélice entre cada entrecruzamiento. De estos isdmeros, el que ha demostrado
mayor estabilidad es el de cadenas antiparalelas y con nimero par de medias vueltas entre cada
entrecruzamiento. Ademas de rigidez, los entrecruzamientos proveen de estabilidad a la estructura

puesto que su entalpia de formacion es negativa y su entropia positiva [20].
Horquillas

Otro arreglo intermolecular termodindmicamente favorable son las horquillas. Estas son
secuencias desapareadas presentes en una cadena doble. Estas también aumentan la entropia de la
nanoestructura, y se suelen utilizar para reducir la tension ocasionada por los entrecruzamientos [23].
Interacciones = —x

Finalmente, una de las fuerzas predominantes en la formacion de nanoestructuras es la
interaccion z -z entre los anillos aromaticos de las bases. Esta propiedad anteriormente descrita,
provoca que las nanoestructuras se atraigan, de modo que se debe evitar la exposicion de estos anillos

si se desea trabajar con nanoestructuras aisladas.

El siguiente paso después de haber revisado las principales interacciones moleculares del ADN

y de sus nanoestructuras, es la construccion de los ensambles.
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Figura 2.7. Caracteristicas de las nanoestructuras de ADN. a) Secuencias de bases desapareadas llamadas extremos
pegajosos. b) Unidn Holliday inmévil hecha de 4 cadenas sencillas. ¢) Cadena sencilla que se ensambla a si misma y forma
una horquilla de bases desapareadas. d) Doble entrecruzamiento con cadenas antiparalelas. e) Apilamiento de

nanoesctructuras de ADN debido a la interaccion n-nt de los nucleotidos.

Ensambles de nanoestructuras de ADN

Los ensambles de mosaicos forman redes de ADN. Los mosaicos son las unidades basicas que
se repiten a lo largo de una red. Estos mosaicos suelen estar formados de pocos entrecruzamientos y
extremos pegajosos. Estos Ultimos se encargan de hacer la union entre mosaicos para formar redes.
Uno de los mosaicos mas sencillos es el triangular de 3 brazos (Figura 2.8 a) cuya red es bidimensional.
Diversos mosaicos se han disefiado, de modo que su unién forme objetos tridimensionales, como el

octaedro mostrado en la Figura 2.8 b y ¢ [25]. Existen diversos métodos para controlar su crecimiento.
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a)

Figura 2.8. Ensamble de mosaicos para formar redes bidimensionales y objetos tridimensionales. a) Mosaico en forma de Y

b) red formada a partir de los mosaicos Y c) Octaedro truncado tridimensional sintetizado por Seeman.

El ensamble de redes finitas se puede controlar mediante una metodologia jerarquica. Como se
reviso anteriormente, la hibridacién del ADN implica rampas de temperatura. De modo que si se desea
ensamblar primero los mosaicos y después las redes, la temperatura de desnaturalizacion del mosaico

debe ser mayor que la de la red [24].

La formacion de redes a partir de mosaicos es un proceso costoso y poco eficiente. Para formar
mosaicos se debe recurrir a técnicas biotecnolégicas, las cuales implican el uso de enzimas como las
descritas en la seccion de propiedades bioldgicas. Esta metodologia ha reportado bajos porcentajes de
rendimiento y elevados costos de produccidén. Actualmente, este camino de formacién de

nanoestructuras de ADN ha quedado casi obsoleto.

Ahora es posible ensamblar nanoestructuras de ADN en un solo paso y sin el uso de enzimas.
En 2006, Paul Rothemund formé una “carita feliz” nanométrica doblando una cadena sencilla de
ADN, llamada andamio, con 200 secuencias complementarias mas pequefias, conocidas como grapas
[16]. Esta técnica fue bautizada como origami de ADN, por su similitud con el arte japonés de doblar

papel.

El origami de ADN, como se muestra en la Figura 2.9, utiliza un andamio y oligonucleétidos
como precursores para formar nanoestructuras en una solucion iénica. Cuando Rothemund formo la
carita feliz, utiliz6 como andamio el plasmido del virus M13mp18 (abreviado como M13), cuya
longitud es de 7249 nt (nucledtidos). Los oligonucle6tidos que utilizé tenian una longitud de 32 nt cada

uno. Estas cadenas son complementarias a cierta seccién del andamio, y se disefiaron de tal modo que
1/



formaran a lo largo de la estructura entrecruzamientos antiparalelos con un nimero par de medias

vueltas de hélice. La figura resultante tuvo un diametro de 100 nm.

WML viral genome 7249 bases long

e
s250 ¢
helper

slrands

in Mg++ ]
DbufTer
|

100 nm

Figura 2.9. Técnica de origami de ADN. El en primer paso se tiene el andamio M13 de 7249 nt mas 200 grapas en una
solucién buffer con Mg?*. Enseguida, esta solucion se somete a una rampa de temperaturade 95a20°Cen2h,y

finalmente se forma la nanoestructura, en este caso la carita feliz [13].

Las dimensiones de las nanoestructuras por origami de ADN dependen de la longitud del
andamio. En teoria, cualquier cadena sencilla circular de ADN podria fungir como andamio. A lo largo
de estos 10 afios de desarrollo de esta técnica, se han probado andamios con diversas longitudes. En el
2014 el grupo de investigacion de Thomas LaBean reportd la sintesis del origami mas grande hasta la
fecha, cuyas dimensiones multiplican 7 veces las de las estructuras hechas con el andamio M13 [26].
Este utiliz6 un andamio de un virus hibrido de M13/Lambda, cuya longitud es de 51 466 nt. Sin
embargo, la tendencia contraria—Ia formacion de nanoestructuras de ADN cada vez mas pequefias—

también resulta de gran interés debido a la gran resolucion que estas prometen.

El enfoque de este trabajo es adquirir control en la formacion de nanoestructuras a escalas mas
pequefias que las hechas por el andamio M13, es decir, menores a los 100 nm de lado. Por tal motivo,
se ha desarrollado una metodologia para obtener la tercera parte del andamio M13, referida aqui como
miniM13 [27]. Los origamis formados a partir del andamio miniM13 seran nombrados como mini

origamis.

Disefio de nanoestructuras por origami de ADN

La correcta formacion de las estructuras de origami de ADN depende principalmente de su
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disefio pre-programado. De acuerdo a lo planteado por Adleman y después demostrado por Seeman, las

estructuras de ADN se pueden predecir si se programan cual algoritmo computacional.

En el 2009 Shawn Douglas y colaboradores crearon un software de disefio asistido por
computadora (CAD) para disefiar tanto estructuras planares como tridimensionales de ADN [28]. Este
software gratuito consta de un plano coordenado donde se acomodan el andamio y las grapas de tal
modo que con entrecruzamientos antiparalelos y horquillas se forma la geometria deseada. Este

programa tiene establecidos los dobleces permitidos en base a las reglas a continuacion descritas.

CaDNAno tiene dos redes posibles de disefio, cada una destinada para estructuras con distintas
propiedades. La red cuadrada establece que cada doble hélice tiene 10.67 bp/t (pares de bases por
vuelta) de longitud y 4 hélices vecinas. Los entrecruzamientos para las grapas y andamio en esta red
estan espaciados por 32 bp y 16 bp, respectivamente. Por otro lado, en la red hexagonal las cadenas
tienen una longitud de 10.50 bp/t y cada una tiene 3 vecinas. En ésta, los entrecruzamientos para las
grapas estan permitidos cada 21 bp, es decir, cada 2/3 de una vuelta, puesto que a esta posicion se sigue
el giro natural de la hélice (Figura 2.10). Para el andamio, los entrecruzamientos pueden ocurrir cada 5
bp, o bien, cada media vuelta. Las estructuras resultantes pueden ser bidimensionales compactadas o

tridimensionales, de acuerdo si se utiliza la red cuadrada o hexagonal, respectivamente.
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Figura 2.10. Posicionamiento de los entrecruzamientos en estructuras tridimensionales dentro del programa caDNAno. a)
En la red cuadrada cada doble hélice tiene 4 vecinas; forma estructuras mas condensadas. b) La red hexagonal establece tres

hélices vecinas para cada una. Los entrecruzamientos se dan a los 240° de la vuelta de la hélice [adaptado de 28].

A pesar de tener reglas de disefio, a la practica caDNAno permite modificar el espaciamiento de
los entrecruzamientos, asi como otras funciones. Estas se revisaran a profundidad en el capitulo de

metodologia.

Como resultado de caDNANno se obtienen las secuencias de las grapas y el disefio de la
estructura. En particular, las grapas se exportan en una tabla .xlIs y el disefio terminado se exporta como

archivo .json. Enseguida se predice la formacion de la estructura mediante un software simulador.

En el 2011 Carlos Castro y colaboradores desarrollaron una herramienta computacional que
predice la estructura de los objetos de origami de ADN a partir de sus disefios de caDNAno; CanDo
(por sus siglas en inglés computer-aided engineering for DNA origami) [29]. Este considera la dsDNA
como una barra con cierta flexibilidad y obtiene una solucién numérica de la forma final empleando el
método del elemento finito. Algunos parametros definidos en CanDo son: cada par de bases es una

varilla eléstica con longitud de 0.34 nm, 2.25 nm de diametro, mddulo de elasticidad, doblez y torsion
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de 1.100 pN, 230 pN? y 460 pN nm, respectivamente. Como resultado de la simulacién, CanDo arroja
la geometria tridimensional de la naneostructura con sus valores de flexibilidad, una animacion de sus
fluctuaciones térmicas a 298 K y otra de su modelo atdmico. En la Figura 2.11 se muestra el disefio en

caDNAnNo y su respectiva simulacion por CanDo de una persona.
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Figura 2.11. Origami de ADN de la silueta de una persona. A la izquierda se muestra el disefio por caDNAnNo y a la derecha
su simulacion por CanDo. El mapa de colores indica la flexibilidad de la estructura: los tonos rojos indican mayor

flexibilidad mientras que los azules rigidez.

La etapa de disefio implica cambios del patrén dibujado en caDNAnNo hasta que la simulacién

por CanDo es la deseada. Una vez que el disefio es definitivo, el siguiente paso es la sintesis.

Sintesis: hibridacion y funcionalizacion de estas nannoestructuras con nanoparticulas de oro

Una vez gue se tiene tanto el andamio como las grapas (conseguidas comercialmente), estos se
mezclan en una solucion buffer catidnica, y con un termociclador se realiza el autoensamble de la
estructura. La reaccion de sintesis se conoce como recocido y de acuerdo a lo reportado por Rothemund
[16], consiste en elevar la temperatura de la solucion hasta que no haya presencia de dsDNA y
enseguida enfriar lentamente la solucion, permitiendo la hibridacion del andamio con las grapas (95°C
a 20°C en 2 h). En este trabajo, las condiciones de reacciéon fueron ligeramente modificadas para

conseguir porcentajes de rendimiento mas altos.
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Se abre aqui un paréntesis para justificar el uso del oro como material para funcionalizar. El oro
coloidal ha sido ampliamente estudiado desde que en 1618 el alquimista Francisci Antonii escribio el
primer libro sobre sus propiedades [20]. En el presente trabajo se escogié oro sobre los demas
materiales debido a su alta conductividad térmica y su capacidad de abosorcion luz visible. Propiedades
potenciales para ser aprovechadas para el desarrollo de superlentes, nanocircuitos, sensores, entre otras

aplicaciones [26].

El siguiente paso es funcionalizar los origamis de acuerdo a la aplicacion deseada. En 1996, 10
afios antes de la creacion del origami de ADN, Alivisatos y colaboradores publicaron una metodologia
para controlar la posicién de nanoparticulas de oro (AuNPs) mediante enlaces tioles con el ADN [22].
Usando este principio, investigadores del area han enlazado AuNPs a la superficie del origami para ser

utilizado en aplicaciones de nanoelectrénica y plasmonica.

En el 2011 Pilo-Pais y colaboradores reportaron la funcionalizacion de un origami rectangular
(con dimensiones de 90 nm x 70 nm) con nanoparticulas de oro de 5 nm. En este trabajo (Figura 2.12)
se enlazaron AuNPs en la periferia del rectangulo, en forma de “H”, en dos aristas y en los cuatro
vértices del rectangulo. El espaciamiento entre cada nanoparticula fue aproximadamente de 30 nm de
centro a centro [15]. De manera similar en el 2015 Tim Liedl y colaboradores lograron la
funcionalizacion de un origami en forma de anillo con nanoparticulas de 10 nm, 20 nm, 30 nm y 40 nm
(Figura 2.13). Ellos dejaron un espacio de 15 nm de centro a centro [31]. Ambos trabajos estaban

orientados hacia las aplicaciones en la nanoelectronica y en la nanofotdnica.

Figura 2.12.. Origami de ADN rectangular funcionalizado con nanoparticulas de oro de 5 nm. Se muestran los diferentes
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patrones realizados: cuantro vértices, dos aristas, periferia y en forma de “H”.

Figura 2.13. Microgradias de microscopia electrénica de transmision de un origami de ADN en forma de anillo

funcionalizado con nanoparticulas de oro de 40 nm, 30 nm, 20 nmy 10 nm.

El espaciamiento entre las nanoparticulas determina la resolucion del patrén. Mientras mas
cerca esté una nanoparticula de otra, mas nanoparticulas se podran enlazar. Por lo tanto, si se desea
formar un circuito cerrado de nanoparticulas, éstas se deberdn enlazar de manera contigua, sin dejar
espacio de extremo a extremo. Este trabajo propone la funcionalizacién de origamis con nanoparticulas
de oro de 5 nm de diametro, dejando un espacio menor a los 15 nm de centro a centro.

Ese patron estd disefiado para formar un dispositivo con propiedades épticas y eléctricas
similares a las de un Split ring resonator. Un Split ring resonator es un material sintético que consta de
dos varillas metalicas con un gap en sus extremos, y se comporta como un circuito de dos resistencias
conectadas en serie con un inductor. Este circuito tiene la capacidad de almacenar energia a partir de la

irradiacion de luz [19].
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Planteamiento del problema

El estado del arte del origami de ADN se encuentra en la fabricacion de nanoestructuras cada
vez mas pequefias con el objetivo de obtener mayor control de su crecimiento. Adicionalmente, la
fabricacion de dispositivos nanoelectronicos y nano-Opticos se puede realizar mediante la
funcionalizacién de origami con AuNPs. Estos dos aspectos se cubren en este estudio tras el
autoensamble del origami de ADN con AuNPs espaciadas por aproximadamente 15 nm de centro a

centro—maxima precision reportada.

Hipotesis
Se puede construir una nanoestructura de ADN con nanoparticulas de oro para formar un split-ring
resonator
Objetivos
Objetivo general
Formar un arreglo de 12 nanoparticulas de oro—con mayor precision que la reportada—sobre

una nanoestructura de ADN.

Objetivos particulares

1. Enlazar 12 nanoparticulas de oro de 5 nm de diametro con separacion aproximada de 15 nm
de centro a centro sobre una nanoestructura rectangular (70 nm x 90 nm) de ADN mediante
grupos tioles y cadenas homonucleotidicas de adenina.

2. Programar la formacion de una nanoestructura rectangular de ADN mediante su disefio con
el software caDNAnNo y enseguida verificar su estabilidad térmica con el software CanDo.

3. Empleando la técnica de origami de ADN, sintetizar una nanoestructura de ADN con
geometria rectangular de 90 nm x 70 nm.

4. Corroborar la formacion de las nanoestructuras por microscopia de fuerza atémica y

electroforesis.
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CAPITULO 111
METODOLOGIA

Para cumplir con la metodologia se siguio el algoritmo de la Figura 3.1. Se utilizaron como materiales
precursores para conseguir los objetivos ya descritos: grapas, un andamio y nanoparticulas de oro.
Inicialmente se definio la estructura de ADN y patron de AuNPs deseado, sefialado como la variable
“x”. Enseguida se disend la nanoestructura en el programa caDNAno, y después se obtuvo la
simulacion de su estabilidad por CanDo. Una vez que se logro la forma deseada y se adquirieron las
grapas, se realizo el recocido de éstas con el andamio, formando asi la nanoestructura. La formacion
del origami se confirmd por electroforesis y por microscopia de fuerza atomica (AFM descrito en
anexos). Finalmente se funcionalizé dicha nanoestructura con AuNPs y se visualizé por AFM. Si la
estructura resultante AUNP-ADN (definida como “y”) no fue la deseada, entonces se realizaban
cambios en la metodologia. En este algoritmo los pasos a seguir puede ir en cualquier sentido, de este
modo se obtiene retroalimentacion donde se requiera un cambio, con el fin de optimizar la

nanoestructura. A continuacion se describen detalladamente los pasos da cada una de las operaciones.
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Figura 3.1. Diagrama de flujo de la nanoestructura de ADN funcionalizada con AuNPs. Las variables de entrada son
las grapas, el andamio y AuNPs. La primera operacion es la de disefio, seguida del recocido y por dltimo la
funcionalizacidn, de la cual se obtienen de salida micrografias de AFM del origami funcionalizado. Dentro de cada

operacion se tienen pasos anidados.
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Disefio por caDNANo y simulacién por CanDo

En este trabajo se detalla el disefio de un rectangulo de 70 nm x 90 nm utilizando las 7249 bases
del andamio M13mp18, reportado por Pilo-Pais y colaboradores en 2011 [16]. Antes de disefiar en
un software como caDNAnNo, se realizo el boceto del rectangulo. (Figura 3.2). Para ello, se escogio
la técnica conocida como “llenado paralelo y antiparalelo” (raster fill pattern) con la finalidad de
crear una red cerrada con simetria tipo espejo. En ésta se muestran los entrecruzamientos esperados
del andamio y se cuida que éste tenga la longitud exacta de 7249 nt lo que equivale a 2.4 um de
largo. Ademas, se propone el posicionamiento deseado de las nanoparticulas de acuerdo a la
aplicacion deseada que den lugar a un par de semicirculos con diferentes didmetros.

-

coes
S
%

Figura 3.2. Esbozo de la nanoestructura rectangular de ADN funcionalizada con AuNPs.

I
J

ok

Rectangulo de 90 nm x 70 nm

El siguiente paso consistio en pasar del esbozo a caDNAnNo. Para ello se eligié la red cuadrada
de trabajo (de los dos posibles, ver “Antecedentes”), puesto que ésta permite la formacion de
figuras planas, al ofrecer una mayor densidad de entrecruzamientos. En esta red se seleccionaron 32
hélices paralelas para el andamio. Estas se extendieron 224 nt cada una, y se formd una horquilla de
73 nt para liberar tension aumentando la entropia de la figura, y completar los 7249 nt. Se
posicionaron los entrecruzamientos del andamio en forma de “costura” que pasa justo por la mitad
de la figura. Después se utilizo la funcion “auto staple” para posicionar las grapas con el andamio y
se le dio una longitud promedio de 32 bases por grapa, manteniéndose dentro de los limites de 10 a

50 bases. Se posicionaron los entrecruzamientos de las grapas de acuerdo las reglas establecidas en
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“Antecedentes”.

Adicionalmente, se utilizaron otras herramientas de caDNAnNo para lograr la estructura deseada.
Para impedir la curvatura en la superficie plana de la nanoestructura, pares de bases se dejaron sin
aparear. CaDNAno simboliza estos “nicks” con una “X” roja. Enseguida, con la intencién de evitar
el apilamiento de las nanoestructuras en solucion, debido a la interaccion n- 7, se elongaron algunas
grapas de la periferia con secuencias de 5 adeninas. Finalmente, caDNAnNoO genera un archivo con
extension JSON del disefio que a su vez se utiliza en CanDo para llevar un cabo un estudio de
estabilidad termodindmica a partir de la aplicacion de esfuerzos cortantes y de giro en la
nanoestructura

En el sitio de red de CanDo (http://cando-dna-origami.org), se cargd el archivo tipo JSON del
disefio de caDNAno. Inicialmente se selecciona la red cuadrada y el modelo de fluctuaciones
térmicas en CanDo. Este fue un proceso de retroalimentacion entre caDNAno y CanDo con el
propdsito de optimizar el disefio de la nanoestructura deseada. Finalmente se llegd a los disefios

reportados en los resultados.

Preparacion de grapas y andamio

Una vez terminado el disefio, se introdujo la secuencia del andamio en el programa con la
funcidn scaffold sequence y se exportd en un archivo Excel conteniendo las secuencias especificas
de todas las grapas.

Se localizaron las grapas en las que se esperaba enlazar las nanoparticulas, y dentro del archivo
EXCEL se les agregd una secuencia de 24 adeninas (A24) en la direccion 5°— 3’ (secuencia de
extension). Por lo tanto, se establecid que la secuencia complementaria (secuencia de captura) seria
de 24 timinas (T24) en las dos direcciones. Ademas, se utilizaron secuencias de 5 timinas (Ts) para
enlazarse a las AuUNPs con la finalidad de inhibir su aglomeracion. Estas T24 y Ts se enlazarian a las
AuNPs por medio de grupos tioles. Se tuvo precaucion de que la longitud total de cada grapa no

excediera las 60 bases. La seleccidn de las grapas para su extension se describe enseguida.

Con el proposito de obtener el patron de la Figura 3.2, se buscaron las grapas cuyos extremos
coincidieron con la posicion de las nanoparticulas. Se extendieron 2 grapas para cada sitio de enlace
en la periferia y 3 grapas para aquellas posicionadas en el interior del rectangulo (Figura 3.3). Dicha

extension se capturé manualmente en la lista de grapas exportada de por caDNAno.
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Extension de cadenas (A,,):
S'AAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAAA 3' {\/\/‘

Cadena extendida (X, + A, ):
£19.0.0.9.0.0.9.0.0.9.0.0.0:0.0.0.0.0.8.0.0.9.0.0.0.0.0.0.0.0 C.LLEV VLV ELEVEV VLR R VIR )
S'AAAAAAAAAAAAAAAANAA AAAAAA XXX XXX XXX X0 XXX XXX XXX XXX XXX XXX 3
X=A.T.G.C

Cadenas de captura (T,,): k/\@
5'Tiol TTTTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT @l/\
TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTT TTTTT Tiol 3'

Cadena de relleno (T))
5' Tiol TTTTT 3'

.

G

Conjugado Au:ADN

Ongaml rectangular con las secuencias extendidas

Figura 3.3. Diagrama del origami rectangular con las grapas extendidas. Se muestran las cadenas Xs2 (donde X es
cualquier nucledtido) extendidas con Ay, las de relleno Ts, las cadenas de captura T»4 y el ensamble de estas con la
AuNP mediante enlaces con tioles. El tridngulo y el circulo representan los extremos 3’y 5° de las cadenas,

respectivamente.

El andamio y los oligonucledtidos para el origami rectangular se adquirieron comercialmente.
Las grapas complementarias al andamio (Xz2), las extendidas (Xs2 + A24), las de saturacion (Ts) y
las de captura (T24), se compraron en Integrated DNA Technologies (IDT). Se ordenaron 25 nmoles
de las secuencias normales y de las extendidas, y 1 umoles de las T24. La cadena sencilla del
andamio M13mp18 fue adquirida de New England BioLabs.

Una vez en el laboratorio, cada una de las grapas se diluyd en agua DDI (destilada y
desionizada) y se llevd a una concentracion de 100 nM y 200 nM para las X-Ax y Toa,
respectivamente. Para ello, se utilizé el espectrofotometro UV-Vis Nanodrop. La concentracion se
determiné por medio de la ley de Lambert-Beer, puesto que ésta relaciona la absorbancia A de una
muestra con su concentracion c, la distancia de trayectoria dptica I, y su coeficiente de extincién
molar ¢: A = elc. Los valores de ¢ son caracteristicos para cada secuencia y son proporcionados por
IDT y el valor de | esta determinado por el equipo Nanodrop. Sin embargo, se puede determinar ¢

de cualquier secuencia usando el programa Oligo Calc: Oligonucleotide Properties Calculator
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(http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html#helpOD). Las soluciones de cadenas

sencillas de ADN se almacenaron siempre a 253 K.
Recocido de la nanoestructura, electroforesis en gel de agarosa y purificacion.

Para eliminar el excedente de las grapas en la solucién de los origamis, se hicieron lavados con
la solucion amortiguadora 1xTAE Mg?*. Se hicieron cuatro lavados por cada muestra usando tubos
con filtros de 100 kDa. Los 100 pl de la muestra se mezclaron con 300 ul de la solucidn

amortiguadora y se centrifugaron en el equipo Techne 2000 a 2400 g por 2 min en cada lavado.

La primera prueba para determinar la formacion de las nanoestructuras fue electroforesis de gel
de agarosa, utilizando el equipo Mini-Sub ® Cell GT Systems de BIO-RAD (Figura 3.4). Se
preparé un gel con agarosa Agarose A de Bio Basic INC al 1% en una solucién amortiguadora
10xTAE Mg?*, utilizando un horno de microondas para disolver la agarosa en la solucion
amortiguadora. A esta se le agregd 2 ml del colorante GelRed para hacer visible la doble cadena de
ADN bajo luz UV. Las muestras se corrieron bajo un potencial de 100 V por 60 minutos. Las

muestras se corrieron a la par con un marcador de peso molecular de ADN llamado “escalera”.

Enfriar a 338K
y vertir en el Peine para
molde formar los

% pozos Gel
D:o £ terminado o0

Hervir la
solucién

Mezclar agarosa y
solucion
amortiguadora

Figura 3.4. Pasos para la preparacion de un gel de agarosa para hacer electroforesis del origami purificado del exceso

de grapas.

Después de haber verificado por electroforesis la formacion de las nanoestructuras, éstas se
visualizaron por microscopia de fuerza atdbmica usando los equipos Cypher y Nanoscope y después
de haber obtenido a las estructuras con la forma y dimensiones idoneas, de acuerdo a las imagenes

obtenidas, se prosiguié con su funcionalizacion.
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Funcionalizacion con AuNPs y freeze and squeeze

La formacion de los patrones de nanoparticulas de oro sobre el rectangulo de ADN consistio en
la formacion de los conjugados AuNP:ADN, seguida del autoensamble de estos conjugados con el

origami con grapas extendidas.

Para formar los conjugados Au:ADN se prepararon simultaneamente la solucion de AuNPs y las
grapas T4y Tstioladas. Se utilizaron dos grapas T2s tioladas: una con el grupo tiol en el extremo 3’
y la otra en el extremo 5°, asi como la cadena Ts. El enlace entre el ADN y las AuNPs se da
mediante un azufre, por lo que fue necesario desprotonar el grupo tiol para formar el conjugado. Se
realizaron los siguientes pasos para cada una de las grapas (las T4 y Ts). La remocion del
hidrégeno se hizo con un gel reductor de azufre llamado TCEP (por sus siglas en inglés
Immobilized TCEP Disulfide Reducing Gel) y la solucion amortiguadora 10xTE en una relacion de
5ulde TCEPy 1.66 pl de 10xTE para 15 pl de ADN 100 uM. Todos estos se mezclaron en un tubo
de 200 pl en un plano rotatorio (360°) por 24 h. Después de este tiempo, se centrifug6 la solucion a
2400 g por 30 segundos y se extrajo el sobrenadante, que contenia las grapas desprotonadas.

Finalmente las 3 soluciones (una de cada secuencia) se almacenaron a 277 K.

La preparacion de las AuNPs (de la compafiia Ted Pella Inc) consistio en la remocion del grupo
citrato de la superficie de las nanoparticulas, puesto que este limita su reactividad. Para ello se
mezclaron 10 ml de la solucion de AuNPs con una concentracion de 5 x 10 nanoparticulas/ml con
3 mg de Bis (p-sulfonatophenyl) phenylphosphine dihydrate dipotassium salt (BSPP) al 97%, de la
compafiia Sigma-Aldrich en un tubo y se dejé la solucion en agitacion por 12 h. Enseguida, se
agregaron de 130 mg a 260 mg de NaCl a la solucion de AUNP+BSPP, ésta se mezcl6 en un Vortex
hasta disolver toda la sal. Esta solucion de AuNPs+NaCI+BSPP se pasé a un tubo de 2 ml. La
solucién cambi6 su color de rojo a marrén y se centrifugdé por 30 min a 1260 g y temperatura
ambiente. Despues se desecho el sobrenadante y se mezclo el precipitado (que correspondian a las
AUNPs) con 200 pl de una solucién de 3mg de BSPP en 10 ml. Esta solucidn se centrifug6 a 1200 g
durante 30 min a temperatura ambiente. Se extrajo el precipitado y se diluyd en 50 pl de la solucién

BSPP. Estas nanoparticulas se encontraban finalmente sin el citrato en la superficie.

Finalmente se procedi6 a hacer el autoensamble del conjugado AUNP-ADN (Figura 3.5). Las
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proporciones utilizadas fueron de 5 cadenas T2s con el azufre en 5°, 5 cadenas T24 con el azufre en
3’, y 60 cadenas Ts por cada nanoparticula. En un tubo se mezclaron las tres soluciones de ADN y
la Gltima solucion de AuNPs por 10 segundos en un Vortex. Posteriormente se dejaron en agitacion
a 120 rpm por 48 h en un agitador orbital TekTrator ® V. La solucion resultante contenia los

conjugados de AUNP-ADN vy el exceso de grapas que no se enlazaron al oro.

La separacion de los conjugados de AuNP-ADN de las grapas excedentes, se realizO por
electroforesis siguiendo un proceso llamado freeze and squeeze. En este se siguio el procedimiento
de electroforesis descrito anteriormente en la visualizacion del origami, pero con algunas
modificaciones: se utiliz6 la agarosa al 3%, no se utilizd EtBr, se agreg6 glicerol al 50%, y se corrio
el gel por 15 min a 100 V. Enseguida se identifico la marca del conjugado por la tonalidad roja
(caracteristica de las AUNPs de 5 nm d diametro), ésta se extrajo con una navaja, se tritur0 y se paso
a un filtro del kit de purificacion Freeze ‘N Squeeze ™ de BIO-RAD. Este filtro de introdujo a un
tubo del mismo kit y se dejé a 253 K por 5 minutos. Después, este tubo se centrifugd a 6200 ¢
durante 2 minutos, se agregaron 20 ul de 1x TAE y se volvio a centrifugar de igual manera. Se pasé
la solucion extraida a un tubo de 2 ml y se midié la concentracion de los conjugados por

espectroscopia UV-Vis usando el equipo Nanodrop. Esta solucién se almacené a 277 K.

¢

Pasos para la formacion de conjugados AuNP-ADN
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Figura 3.5. Diagrama de flujo para la formacién de conjugados AuNP-ADN. Inicialmente se prepara la solucion de
AuNPs, las dos de T4, y la de Ts. Después se forma el autoensamble, afiadiendo primero las T2, luego las Ts y

finalmente se elimina el exceso de grapas por freeze and squeeze.
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En este punto se tenia la solucion de los conjugados AuNP-ADN vy la de los origamis

rectangulares. Su autoensamble se realiz0 justo antes de visualizarlos por AFM.

Visualizacion por microscopia de fuerza atémica

Para definir las condiciones Optimas del autoensamble, se corrieron tres experimentos de
funcionalizacion. El primero, referido aqui como funcionalizacién en solucion, consistio en agitar
la solucion del origami con los conjugados a una razén molar de 5:1 AuNP-Origami por 12 h.
Pasado ese tiempo, se incubd la mezcla a 309 K durante 20 min y se visualizd en el AFM. En el
segundo experimento el origami se anclé a una superficie de mica y enseguida se afiadieron los
conjugados. Esta técnica se conoce como funcionalizacion en superficie y fue reportada por Pilo-
Pais en el 2011 [15]. EI dltimo experimento consistié en la incubacion de las dos soluciones con la
proteina C8-BS7® [32] (que neutraliza las cargas negativas en el ADN y en los conjugados
AuNPs:ADN), seguida de la funcionalizacion en solucion. Cada una de las muestras se visualizo a
una concentracion 1 nM, en una soluciéon amortiguadora 1x TAEMg?*, con agua DDI, puntas

Bruker SNL 10, y en modo tapping usando una celda de fluido.

CAPITULO IV
RESULTADOS Y DISCUSION

Se obtuvieron resultados de cada operacion descrita anteriormente; es decir, del disefio de caDNAo y
su simulacion por CanDo, del estudio por electroforesis de la formacién del origami y de la
visualizacion del autoensamble origami-AuNPs por AFM. Estos se presentan y discuten a continuacion.

Disefio en CaDNAnNo y simulacion de su estabilidad por CanDo

El disefio basico del rectangulo de ADN empleado fue tomado a partir del disefio se tomo a
partir del publicado por Rothemund [16]. Esta nanoestructura basica fue estudiada en caDNAno para
identificar las grapas que podrian extenderse con la secuencia A24. En la Figura 4.1 se muestra el disefio
asi como la simulacion de su estabilidad termodinamica de acuerdo a los resultados de CanDo,

El disefio de la Figura 4.1 en caDNAnNo se basé en el andamio del fago M13mp18 que consiste

en 7249 nt, con entrecruzamientos antiparalelos localizados a la mitad del rectdngulo y con una
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horquilla hecha con 73 nt en uno de los lados. Esta cadena sencilla circular se doblé por medio de 253
grapas de 32 nt cada una, cuyos entrecruzamientos ocurrieron cada 16 pares de bases. En total se
tuvieron 32 dobles hélices paralelas, que sumadas darian una longitud total de aproximadamente 65 nm
(de arriba abajo Figura 4.1); si se visualizan como varillas, cada una de éstas tendria una longitud de
aproximadamente 75 nm (de izquierda a derecha Figura 4.1), de acuerdo a los valores de la Tabla I (ver
antecedentes).

El archivo en *.json del disefio del rectangulo generado en caDNAno se cargd al programa
CanDo. La Figura 4.1 despliega el resultado del estudio de la estabilidad del rectangulo creado en
caDNAnNno en un diagrama de mapa de calor, el cual indica las fluctuaciones térmicas; o bien,
flexibilidad de la nanoestructura. Se observa que las fluctuaciones solo son alrededor de 2.7 nm en dos
esquinas opuestas y en la mayor parte del area es menor a 2 nm. Esto es una sefial de la escasa
curvatura de la nanoestructura cuando se somete a esfuerzos axiales, torsionales y de flexion; por lo
tanto, la superficie del rectangulo disefiada en caDNAnNo es llana. Estos valores dieron pauta al uso de

este rectangulo como superficie plana.
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Figura 4.1. Disefio del origami rectangular en caDNAnNo y la simulacién de sus fluctuaciones térmicas calculadas por
CanDao. A la izquierda se representa la cadena del andamio con una linea de color azul y las grapas con lineas de colores. A

la derecha se encuentra un mapa de calor que representa las fluctuaciones térmicas en nandmetros.

Estudio por electroforesis de la formacion del rectangulo

La primera caracterizacion constd en probar la formacion de la nanoestructura de forma
rectangular de origami de ADN por la técnica de electroforesis en gel de agarosa. EI campo eléctrico E
en este gel permitié el desplazamiento de las cadenas de ADN, debido a que estas poseen una carga
negativa. La velocidad de migracion del ADN es inversamente proporcional a su peso molecular, que a
su vez se ve influenciado por el nimero de bases que lo conformen y por la naturaleza de la cadena; es
decir, si es cadena sencilla, doble o una nanoestructura. Por lo tanto, las cadenas sencillas se desplazan
mas rapido que las dobles, y de este modo se puede identificar la formacion del origami.

En el gel de la Figura 4.2 se analizaron 4 muestras: en el ler pozo se encontraban 5 pl de una
solucion de marcadores de peso molecular de ADN, conocida como “escalera de ADN”; en el 2do pozo
se pipetearon 10 pl a una concentracion de 50 nM de las grapas del rectangulo; en el 3ro 10 pul 5 nM
del andamio; y en el 4to, 10 pl a 5 nM de una solucion de origami de ADN purificado del exceso de
grapas.

Las 11 bandas de la escalera sirven de referencia para conocer el peso molecular aproximado de
las deméas muestras. La primera banda (de arriba a abajo) corresponde a una doble cadena de 1500
pares de bases, mientras que la Gltima de abajo a 100 pares de bases. Se puede notar que la banda de las
grapas (pozo 2) migré mas lejos que la banda de 100 pares de bases, lo cual concuerda con lo esperado
puesto que cada una de estas grapas tiene una longitud promedio de 32 nt. Como se esperaba en el
tercer pozo, el andamio M13 (de cadena sencilla circular) aparecié sobre la banda de 1500 pares de
bases, puesto que éste tiene una longitud de 7249 nt. Esta misma banda se present6 en la muestra del
origami purificado, lo que sugiere que se encontraban andamios sin aparear. En esta muestra ademas se
presento una sefial sobre la del M13, que correspondio a la nanoestructura, puesto que la nanoestructura
estd conformada de dobles cadenas de ADN; o bien, de 7176 pares de bases. Finalmente, se encontrd
una sefial tenue entre la del origami y del andamio. Se dedujo que esta sefial correspondié a

nanoestructuras parcialmente formadas.
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Figura 4.2. Imagen del gel de agarosa al 1.7 % iluminado con luz UV de la solucién del origami rectangular purificado. En
el pozo 1 se encuentra un marcador de peso molecular, en el 2 la solucion de grapas, en el 3 el andamio M13 yen el 4 el
origami.

Micrografias por AFM del rectdngulo sin nanoparticulas de oro

Una vez mostrada la formacion de la nanoestructura por electroforesis, se prosiguié con la
visualizacién por microscopia de fuerza atbmica en modo intermitente (tapping) usando una celda de
fluido. Para ello se prepar6 la muestra a una concentracion de 0.5 nM sobre un sustrato de mica recién
escindida (después de haber removido la capa superficial). La micrografia de AFM mostrada en la
Figura 4.3 sefiala que el autoensamble de la nanoestructura a una concentracion de 0.5 nM fue exitoso.
En ella se muestran 5 nanoestructuras, 4 de ellas apiladas debido a la interaccion n- © de los anillos

aromaticos de los nucledtidos, como se observa en la Figura 4.3.
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Figura 4.3. Micrografia por AFM del origami rectangular a 0.5 nM. Se muestran 5 rectangulos.

Adicionalmente, se determinaron las dimensiones de la nanoestructura con el software
NanoScope Analysis, ver Figura 4.4. A partir de 5 muestreos se midieron 18 rectangulos en total y se
obtuvieron los valores de (72.46 nm £ 5.92 nm) x (95.26 nm * 11.84 nm), correspondientes a las 224
pares de bases de ancho, y a las 32 dobles hélices de largo, respectivamente. Estas mediciones cayeron
dentro de los 70 nm x 90 nm, anteriormente reportados por Rothemund [16]. Una vez que se corrobord
la correcta formacion del origami rectangular, se prosiguié con los experimentos de funcionalizacion
con AuNPs.

surface distance F3.821 nm
Horiz distanca(L) 73.816 nm
vert distance 0035 nm
angle 0.oz7 "

Figura 4.4. Analisis seccional de la micrografia por AFM del origami rectangular. Se muestran dimensiones aproximadas a

80 nm x 110 nm.
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Micrografias por AFM del rectdngulo con nanoparticulas de oro

Con la finalidad de obtener el arreglo de las 12 AuNPs enlazadas en cada origami de forma
rectangular, se realizaron tres metodologias para realizar este autoensamble.

En la primera, referida como funcionalizacion en solucién, a una concentraciéon 1 nM se
obtuvieron origamis con una o ninguna nanoparticula enlazada, ver Figura 4.5.a 'y 4.5.c. Se infiere que
esto se debid a la repulsion electrostatica entre las AuNPs, asi como a la libertad de movimiento que
estas adquieren cuando se encuentran en solucion. De aqui que tienen capacidad de desplazarse e
interaccionar (repulsion electrostatica) con mas conjugados por todo el volumen de la muestra.

La segunda metodologia, definida como funcionalizacion en superficie, mostr6 mejores
resultados. De acuerdo a la micrografia de la Figura 4.5.b, se enlazaron en promedio 2 nanoparticulas a
cada origami a la misma concentracion que las anteriores metodologias, 1 nM. La explicacién en la
mejoria radica en que en este protocolo los origamis estaban semi-fijos a la superfice del sustrato
(mica, gracias a su buena adsorcion de electrolitos en su superficie), de esta manera las AuNPs tienen
contacto con una sola cara del rectangulo. Asi, las nanoparticulas tienen mayor probabilidad de
encontrar su sitio de unién sobre el origami.

Finalmente, los mejores resultados se obtuvieron siguiendo la metodologia de funcionalizacién
en solucion, pero agregando la proteina C8-BS°7 los resultados se muestran en la Figura 4.6. Las
micrografias obtenidas muestran conjugados con hasta 8 nanoparticulas enlazadas por origami. La
proteina C8-BS7¢ tiene una parte hidrofébica que se intercala con el ADN [32], de modo que durante
las 12 h de incubacidn, esta proteina se adhirio al origami y a las cadenas T24 de los conjugados. Una
explicacion en el incremento en el nimero de AuNPs adheridas al origami es que la parte de la proteina
atraida al ADN, neutraliz6 la carga negativa del grupo fosfato, y mas conjugados AuNP-ADN se

ensamblaron con el origami.
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Figura 4.5. Micrografia por AFM del origami rectangular funcionalizado con AuNPs en a) solucién y en b) superficie. Los
puntos brillantes corresponden a las AUNPs. La micrografia en c¢) es una amplificacion de a) que muestra que sélo una

AUNP se enlaz6 a una nanoestructura, mientras que en b) se enlazaron mas AuNPs.
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Figura 4.6. Micrografias por AFM del autoensamble del rectangulo de origami de ADN con AuNPs usando la proteina C8-

BS*7 para mejorar el rendimiento. Las imagenes b) y d) corresponden a amplificaciones de a) y c), respectivamente.

Los resultados de la Figura 4.6 son una primera aproximacion al Split ring resonator planteado en la
hipétesis. De las 12 AuNPs del patron original, faltaron 4 de enlazar. Se espera que al tener un mejor
conocimiento de la concentracion de la proteina C8- BS7Y, se lograran enlazar las 12 AuNPs com en el
disefio de la Figura 4.7.c. A partir de este patron de AuNPs, el siguiente paso seria la formacion del
circuito cerrado mediante un proceso llamado metalizacion, reportado por Pilo-Pais y colaboradores
[15]. Este consiste en la reduccion de una solucién de AgNO; sobre las AuNPs usando el kit de
metalizacion HQ SILVER ™ ENHANCEMENT, de modo que las nanoparticulas se unirian con plata. La
formacion de este circuito se aproximaria al de la Figura 4.7.a, que fisicamente equivale a un circuito

de dos capacitores conectados en serie con un inductor, ver Figura 4.7.b.
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Figura 4.7. Perspectiva general de los resultados obtenidos. Se muestra a) un split ring resonator, su b) circuito equivalente:
dos capacitores C conectados en serie con un inductor L, c) el disefio de la aproximacién de un split ring resonator con

origami de ADN funcionalizado con AuNPs y d) el resultado obtenido de dicha aproximacion.

A partir de estos resultados se puede reflexionar que la construccion de nanodispositivos por las
técnicas bottom-up exige un entendimiento no solo de las propiedades intrinsecas de los materiales
precursores, sino también de aquellas que éstos adquieren cuando se encuentran en un medio.
Asimismo se puede notar que la complejidad del sistema aumenta conforme se alcanzan niveles mas
grandes. Es decir, que las propiedades de las nanoestructuras de ADN con AuNPs son méas que las de
cada entidad por separado. Este hecho se evidencia con las interacciones electrostaticas presentes entre
las nanoestructuras de ADN con las AuNPs, y con la solucién idnica en que se encuentran. Describir
sistemas complejos es uno de los principales objetivos de las ciencias exactas, y las técnicas bottom-up

han marcado el camino para lograrlo.
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CAPITULO V
CONCLUSIONES Y TRABAJO A FUTURO

La técnica de origami de ADN es una herramienta versatil para el autoensamble de
nanoestructuras con geometria distinguible. En particular, el origami rectangular aqui empleado es una
superficie plana, facil de disefiar y con alto potencial de ser utilizado en aplicaciones de

nanoelectrénica.

En cuanto a la metodologia adoptada, se ha comprobado reproducibilidad en los experimentos
reportados por Pilo-Pais y Rothemund [15, 16]. Las dimensiones reportadas del rectangulo variaron
dentro de un 10-20% con las medidas por AFM. Ademas, la formacion de las nanoestructuras fue

completa y concordd con lo analizado por CanDo.

De las tres metodologias utilizadas para el autoensamble de los origamis con los conjugados
AuNP-ADN, la que permitid6 que méas nanoparticulas se enlazaran fue la de funcionalizacion en
solucién con la proteina C8-BS**7®. Haciendo uso de ésta, se enlazaron hasta 8 de 12 AuNPs. La
afinidad de uno de los bloque de esta proteina hacia el ADN fue determinante para neutralizar cargas
superficiales en las nanoestructuras funcionalizadas. Las otras dos metodologias consistieron en
exponer al origami con los conjugados en solucidn, o bien, sobre una superficie de mica. Esta Gltima
reporté en promedio 2 AuNPs/origami y en la primera de 0 a 1 AuNP/origami, ambas soluciones a 1
nM.

En este estudio se propuso la funcionalizacién de este rectangulo con nanoparticulas de oro para
crear circuitos eléctricos. El circuito aqui desarrollado consistio en un Split-ring resonator, debido a su
potencial uso en aplicaciones de nanoelectronica y nano-optica. El patron obtenido de 8 nanoparticulas
necesita ser mejorado para lograr enlazar las 12 nanoparticulas inicialmente propuestas. Para ello, se
plantea encontrar las concentraciones optimas de la proteina C8-BS**™® para aumentar el nimero de

AUNPs enlazadas.

Una vez que se haya logrado enlazar las 12 AuNPs sobre el rectangulo, el siguiente paso sera la
unién de estas nanoparticulas mediante la reduccion de plata en solucion. Esta metodologia esta

reportada por Pilo-Pais y colaboradores [15]. Cuando se llegue a este paso, se podra proseguir con la

42



caracterizacion eléctrica de los nano-circuitos. Recientemente se desarrollé una técnica por litografia

por haz de electrones para medir la corriente a lo largo de un origami metalizado [33].

Las metodologias de construccion bottom-up aqui implementadas permiten la descripcion de
sistemas complejos. A partir del estudio de los niveles fundamentales de la materia, como los 4&tomos y
las moléculas, o bien, como los iones y del ADN, se puede alcanzar niveles més altos de complejidad,
como las nanoestructuras de ADN funcionalizadas con AuNPs.
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