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Resumen

El origami de ADN es una técnica de nanofabricacién en la cual se pliega una secuen-
cia monocatenaria circular de ADN denominada andamio con otras secuencias mas
pequenas complementarias a distintos loci del andamio llamadas grapas. Este autoens-
mable por apareamiento Wattson y Crick de bases nitrogenadas de ADN produce una
estructura predisenada. Esta metodologia ofrece la oportunidad de crear dispositivos de
tamano nanométrico con potenciales aplicaciones biomédicas como sistemas de entrega
dirigida de farmacos.

En este trabajo, se llevd a cabo la sintesis de una nanoestructura por medio de la
técnica de origami de ADN. Para ello, se acoplaron aptameros con el potencial de ser
utilizados como un sistema de reconocimiento molecular. La metodologia consistio en
el diseno, la sintesis, y la caracterizacion. Para corroborar su formacion, las nanoes-
tructuras se visualizaron por medio de electroforesis en gel de agarosa y microscopia de

fuerza atémica.




Abstract

DNA origami is a nanofabrication technique which consists of folding a single-stranded
DNA molecule, called scaffold, with oligonucleotides of DNA, denominated staples,
which are complementary to regions of the scaffold. The self-assembly of DNA nucleo-
bases by Wattson-Crick base pairs yields a predesigned structure. This methodology
allows the creation of nano-scaled devices with potential biomedical applications as
systems for targeted drug delivery.

In the present, a nanostructure was synthesized by DNA origami. For this purpo-
se, aptamers were coupled with potential to act as a key-lock system for molecular
recognition. The methodology consisted in design, synthesis, and characterization of
the nanostructure. For corroborating, the nanostructures were visualized by gel agarose

electrophoresis and atomic force microscopy.

xi



Capitulo 1

Introduccion

El origami de ADN es una técnica empleada en la sintesis de nanoestructuras de ADN
Esta consiste en plegar una cadena sencilla de ADN, denominada andamio, a una geo-
metria especifica. Este doblamiento se logra mediante la unién complementaria al an-
damio de cadenas de ADN mas pequenas, denominadas “grapas”, que originan entre-
cruzamientos de las dobles hélices dispuestos en un patron periddico. De esta forma la
técnica de origami de ADN garantiza la produccién de nanonestructuras predisenadas
de una manera sencilla con una alta precision [1].

Las nanoestructuras creadas mediante origami de ADN se suelen acoplar con na-
noparticulas metalicas para utilizarse en multiples de aplicaciones, sobre todo en mi-
croelectronica y nanofabricacion. Por ejemplo, se han disenado nanolentes que tienen
la capacidad de enfocar luz en el intervalo visible por debajo del limite de difraccién
clasico. También se han elaborado arreglos bidimensionales para sujetar nanoparticulas
a distancias especificas con el objetivo de aprovechar su efecto plasménico. Ademaés,
pueden utilizarse para sintetizar nanoacarreadores y en el diseno de biosensores con
moléculas fluorescentes [2].

Con el auge de la nanotecnologia, se han diseniado nanodispositivos elaborados con
base en nanomateriales con la capacidad de dirigirse a un tejido en especifico y de poder
detectar tumores de manera temprana. Estos dispositivos también pueden entregar
agentes quimoterapéuticos al sitio donde se ubica un tumor que ven reducidos sus

efectos citotdxicos en tejidos sanos [3]. Dentro de la amplia gama de nanomateriales
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empleados se encuentran los nanotubos de carbono, los puntos cuanticos, los liposomas,
las nanoparticulas poliméricas y las nanoparticulas metélicas [4].

Un tipo de nanoparticulas metalicas de gran interés son las nanoparticulas de oro
(AuNPs). Las AuNPs poseen varias propiedades ventajosas: tienen un alto cociente
entre area superficial y volumen, exhiben el fenémeno plasmon superficial de resonancia
(SPR por sus siglas en inglés), su sintesis se lleva a cabo de una manera sencilla, son
estables en un amplio intervalo de condiciones de temperatura, su superficie tiene un
intervalo adecuado de reactividad y pueden funcionalizarse de manera multiple [3].

En el drea médica, las AuNPs encuentran aplicaciones en radiografia de rayos X
como agentes de contraste y en entrega dirigida como nanoacarreadores. Su quimica
superficial les permite ser funcionalizadas con principios activos que poseen propie-
dades terapéuticas tales como péptidos, cadenas de ADN y ARN de interferencia [5],
Asimismo, la incorporacion de biomoléculas a la superficie de las AuNPs, como el po-
lietilenglicol (PEG), permite aumentar su biocompatibilidad [6].

Pero no solo las AuNPs se utilizan como nanoacarreadores, sino que las AuNPs por
si mismas también poseen propiedades terapéuticas. Por ejemplo, se han utilizado en
terapia fotodindamica y fototérmica. Del mismo modo, se han administrado dosis de
AuNPs en tumores malignos, en donde provoca el arresto de la fase de citocinesis en
el ciclo celular y la formacion de cuerpos binucleados que posteriormente induce a la
muerte celular programada de las células de cancer [7].

El cancer se coloca como una de las principales causas de muerte en el mundo.
De acuerdo con datos de la Organizacion Mundial de la Salud, durante el 2018 se
estimaron alrededor de 18.1 millones de casos nuevos de cancer a nivel mundial, de los
cuales 9.6 millones corresponden a casos fatales. Desafortunadamente, el panorama no
se vislumbra alentador ya que la incidencia de cancer y su mortalidad se encuentran al
alza [8].

De manera convencional, para tratar el cancer se recurre a la intervencion quirtrgica,
en donde se extirpa el tumor cuando se encuentra en etapas tempranas; a la radioterapia,
que consiste en la exposicion a altas dosis de radiacion, y a la quimioterapia, en la que

se realizan sesiones de dosificacion sistémica de un farmaco con efectos citotéxicos. El
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problema se hace patente cuando dichos agentes alcanzan tanto células sanas como
células tumorales [8].

Dado que estos agentes actiian de manera no selectiva, se originan efectos adversos
en tejidos sanos. Asimismo, la baja biodisponibilidad de estos agentes en circulacién
sistémica, implica el uso de dosis elevadas y por ende una mayor toxicidad. Esto se
relaciona a una alta tasa de mortalidad en los pacientes que reciben quimioterapias
como tratamiento principal contra el cancer [9]. Bajo este panorama, se han invertido
esfuerzos para desarrollar nuevos tratamientos basados en AuNP con ventajas frente a
los tratamientos convencionales de quimioterapia.

Para aprovechar las propiedades farmacocinéticas de las AuNP y generar agentes
farmacéuticos para su aplicacién, se recurre a metodologias novedosas para optimizar
su administracion sistémica. Unas de estas involucran como el uso de nanoacarreadores
y la entrega dirigida. El objetivo de la entrega dirigida es aumentar o facilitar la accion
terapéutica, asi como entregar los farmacos a su sitio de accién en una concentracion y
distribucién que minimiza sus efectos colaterales. Para ello se requiere enlazar el agente
activo a los nanoacarreadores. De esta manera, el fairmaco puede ser enmascarado de
tal forma que no interaccione con los tejidos sanos del organismo.

Los nanoacarreadores son estructuras constituidas con base en nanomateriales con
la facultad de llevar consigo una o varias moléculas de un farmaco. Idealmente los
nanoacarreadores entregan el farmaco en una tasa adecuada para maximizar su res-
puesta terapéutica, al aumentar la concentracién del farmaco localmente en el sitio de
accién. El farmaco interacciona con el tejido enfermo una vez que el nanoacarreador
recibe la senal adecuada. De esta manera, se puede reducir la toxicidad de los agentes
quimioterapéuticos y hacer eficiente la administracién de las AuNPs.

La entrega dirigida posee un enfoque pasivo y otro activo dependiendo de la ma-
nera en la que el nanoacarreador llega a su sitio de accién. La entrega dirigida pasiva
aprovecha las caracteristicas de los tumores que permiten una mayor acumulacién de
los nanoacarreadores por el efecto de permeabilidad mejorada (EPR por sus siglas en
inglés) [10]. La EPR se genera por una alta irrigacién sanguinea en el drea tumoral que

es producto de angiogénesis en dicha zona. Una vez en el sitio de accién los nanoaca-
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rreadores tienden a esparcirse en el tumor ya que los vasos sanguineos que los irrigan
poseen un tamano mas grande de poros.

Por otro lado, en la entrega dirigida activa los nanoacarreadores son conjugados con
sistemas de reconocimiento molecular que se unen a antigenos sobreexpresados tnica-
mente en la superficie de las células diana. Para conformar tales sistemas se emplean
anticuerpos u otro tipo de molécula afin que son complementarias a moléculas extracelu-
lares presentes en la membrana plasmatica de la célula tumoral [10]. El enfoque activo
ofrece la posibilidad de crear nanoacarreadores sitio-dirigidos para diferentes tejidos,
dependiendo del tipo de sistema de reconocimiento molecular empleado y de la senal a
reconocer. El nanomaterial del cual esta conformado el nanoacarreador le proporciona
diferentes propiedades fisicoquimicas y farmacocinéticas. En este sentido, entre la gran
variedad de nanomateriales el ADN se considera idoneo para construir nanoacarreadores
dadas sus propiedades fisicas, quimicas y biolGgicas sobresalientes [11].

El ADN permite crear nanoestructuras a través del autoensamble de una forma
sencilla y con una alta precision, ya que es posible explotar su propiedad de comple-
mentariedad de bases nitrogenadas. Asimismo, es posible utilizar varios métodos para
acoplar ADN con moléculas funcionales. Por ejemplo, el ADN puede conjugarse con
AuNPs mediante un grupo tiol (-SH) que es anadido a un extremo de un oligonucledti-
do. Otras ventajas que poseen las nanoestructuras de ADN son tener una estructura
bien definida y predecible, la posibilidad de ser internalizadas por células, estabilidad
estructural bajo condiciones fisiolégicas y buena biocompatibilidad [12]. En el caso de
las nanoacarreadores basados en ADN se prefiere utilizar un sistema de reconocimiento
molecular por medio de oligonucledtidos que aprovechen la propiedad de complementa-
riedad para acoplarse a la nanoestructura, por ejemplo, los aptameros.

La palabra aptamero proviene del griego aptus que significa “sujetar” o “unir” y
de meros que significa “particula” [13]. Este término hace referencia a ligandos de
ribo o desoxirribonucledtidos que adoptan estructuras secundarias y son capaces de
reconocer determinadas moléculas con una especificidad y afinidad comparables a los
anticuerpos. Ademas, los aptameros poseen caracteristicas que les dan ventaja frente a

los anticuerpos, tales como tener constantes de disociacién en el orden de nanomolar
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a picomolar, mantener una estructura estable en un amplio rango de condiciones de
temperatura y la posibilidad de sintetizarse mediante métodos quimicos [13].

Los aptameros son ampliamente utilizados en reconocer antigenos expresados en la
membrana plasmatica de células y pueden conjugarse a las nanoestructuras de ADN
de una forma simple. Es por ello que son adecuados para utilizarse como sistemas de
reconocimiento molecular en el diseno de sistemas de entrega dirigida de farmacos. De
este modo, en el presente trabajo se plantea disenar, sintetizar y caracterizar una na-
noestructura de ADN con un sistema de reconocimiento molecular a base de aptameros
especifico para antigenos expresados en células tumorales de colon CT26. que sirva co-
mo un nanoacarreador de AuNPs con potencial aplicaciéon como tratamiento contra el

cancer.
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Marco teorico

2.1 Acidos nucleicos

Los acidos nucleicos son uno de los principales tipos de biomoléculas presentes en los
organismos vivos. Su principal funciéon consiste en ser el medio de transmision de la
informacion génica que estructura, organiza y regula las actividades vitales realizadas
dentro de las células [15].

Estructuralmente los acidos nucleicos son polimeros cuyas subunidades se deno-
minan nucledtidos. Los nucledtidos estan compuestos de tres tipos de moléculas: una
pentosa, una base nitrogenada y un grupo fosfato. En los organismos existen dos tipos
de acidos nucleicos: E1 ADN y el ARN. Ambos se diferencian por el tipo de pentosa
presente en sus nucledtidos, el ARN posee una ribosa mientras que el ADN una desoxi-
rribosa. Estas se distinguen la una de la otra por la presencia o ausencia de un oxigeno
en el carbono 2’ respectivamente [14]. En la figura 1, se puede apreciar la estructura de
las subunidades del ADN enlazadas.

El papel que desempenan ambos tipos de dcidos nucleicos es distinto. E1 ADN
es encargado de contener y transmitir la informacion génica a través de generaciones
sucesivas de organismos vivos mediante su replicacion y herencia. Asimismo, pequenos
cambios o variaciones dentro de la molécula posibilitan la adaptacion de los organismos
a diferentes condiciones ambientales, por medio de mecanismos de evolucion y seleccion

natural. No obstante, la informacion codificada en el ADN es de vital importancia para
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la célula, por lo que esta ha desarrollado estrategias de reparacién con el objetivo de
corregir la mayor cantidad errores que se susciten [15].

Por otra parte, el ARN posee un miltiples funciones, que incluyen el uso de la infor-
macion codificada en el ADN por medio de los procesos de transcripcién y traduccion,
el transportar los aminodacidos a la cadena polipeptidica durante la sintesis proteica y
el regular la expresion génica entre muchas otras. Esta versatilidad es debida en gran
parte a que el ARN es mas pequeno y posee una vida media mas efimera en compara-
cién con el ADN [15]; por esta razén, el ADN es estructuralmente més estable que el

ARN lo que posibilita su empleo como componente en nanoestructuras.

Esqueleto de
azhcar-fosfato

" Puentes de hidrégeno
A

N—H-7-T0 CH,

° H [ P\/O_
/
Q Q7 rmmrH—
' HO N------ H— N oci 0
3 \ /) / —r 5
J 0
N—H -~~~ o] N
/

H Esqueleto de
Citosina Guanina azicar-fosfato

Figura 2.1. Esquema de las subunidades en el ADN, se muestran también el esqueleto de azicar
fosfato, la direccionalidad de las cadenas y los puentes de hidrégeno en el ADN.

2.1.1 Nucleotidos

Como se ha mencionado anteriormente, uno de los componentes de los nucleétidos
es una pentosa, que en el ADN es una 2’-desoxi-D-ribosa en conformacién de anillo
de 5 miembros denominada -furanosa. En soluciéon acuosa, la desoxirribosa no es una
molécula plana, sino que tiende a adquirir conformaciones fruncidas en donde uno de
sus atomos esta ligeramente fuera del plano del resto de los carbonos que conforman

la molécula. La desoxirribosa se une con la base nitrogenada en el carbono 1’ por un

2.1. Acidos nucleicos vé
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enlace N--glicosilo, mientras que la desoxirribosa y el fosfato se unen mediante una

esterificacién en el carbono 5’ [14].

2.1.2 Polimerizacion y direccion

Los grupos fosfato le brindan la carga negativa al ADN y proveen la energia necesaria
para polimerizar la molécula. Durante la polimerizacién, los nucleétidos trifosfatados
sufren una hidrdlisis, en donde un grupo pirofosfato actia como grupo saliente y el
grupo fosfato remanente en el carbono 5’ forma un enlace fosfodiéster con el carbono 3’
de un nucleétido aledano. Mediante la formacion de enlaces fosfodiéster entre unidades
individuales o cadenas de nucleétidos, se puede conformar cadenas de ADN de hasta
miles de millones de pares de nucleétidos de longitud [15].

La reacciéon de polimerizacién siempre ocurre en el extremo cuyo nucledtido tiene
disponible su carbono 3’, ya que es necesaria la hidrélisis de un pirofosfato de un nu-
cleétido con un trifosfato en el carbono 5’; por ende, el crecimiento de las cadenas de
ADN es en direccién de 5’ a 3’ [14]. Esta direccién se toma, por convencién, para la
lectura de la secuencia que poseen las cadenas de ADN. La secuencia de una cadena
de acidos nucleicos estd dada por el orden de las bases nitrogenadas que contienen los

nucleétidos cuando esta es leida en direccién de 5" a 3’ [15].

2.1.3 Bases nitrogenadas

Las bases nitrogenadas son moléculas aromaticas heterociclicas. Existen 4 diferentes
tipos de bases nitrogenadas en el ADN: adenina (A), guanina (G), citosina (c) y ti-
mina (T). Estas se clasifican de acuerdo al nimero de anillos arométicos que poseen:
las purinas A y G contienen un par de anillos concatenados en forma de hexagono y
pentagono, mientras que las pirimidinas C y T contienen un solo anillo hexagonal, las
estructuras de las bases nitrogenadas se puede apreciar en la figura 2.2. Asimismo, la
A forma dos puentes de hidrégeno con la T, mientras que la G forma tres con la C,
originando asi un tipo de apareamiento denominado Wattson-Crick. Un esquema de los

puentes de hidrégeno formados en el ADN, se aprecia en la figura 2.1 [14].
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Capitulo 2. Marco tedrico
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Figura 2.2. Estructura quimica de las bases nitrogenadas que componen al ADN.

El ADN;, en solucién acuosa, puede encontrarse en cadena sencilla (ssADN) o hibri-
dizado en cadena doble (dsADN). Los puentes de hidrégeno permiten que dos cadenas
puedan unirse mediante un proceso especifico denominado hibridacién. Unicamente los
pares de bases (pb) que forman puentes de hidrégeno AT y GC son complementarios
entre si, lo cual ocasiona que solo puedan hibridar las cadenas cuyas secuencias son
complementarias. Un par de cadenas complementarias con direcciéon antiparalela que
se encuentran enlazadas en su centro mediante puentes de hidrégeno conforman una

doble hélice [14].

2.1.4 La doble hélice

La estructura doble hélice en el ADN fue deducida en las investigaciones de James
Wattson y Francis Crick, quienes gracias a los trabajos de Rosalind Franklin en cris-
talografia de ADN, lograron averiguar la estructura que adopta el ADN dentro de las
células. Su descubrimiento fue un hito en el campo de las ciencias biologicas y abrié

la puerta a las investigaciones en biologia molecular, que cambiaron el paradigma de
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estudio de la biologia durante la segunda mitad del siglo XX.

En la doble hélice las bases nitrogenadas se apilan en el centro, de tal forma que los
planos donde se encuentran los pares de bases rotan un angulo con respecto a los pares
aledanos. Este desfase produce una estructura helicoidal dextrégira, es decir, el angulo

de giro va en sentido antihorario si se recorre la doble hélice de abajo para arriba [14].

Didmetro:

Vuelta de
hélice:
10.5 pb

Figura 2.3. Esquema de la estructura helicoidal del ADN.

La estructura helicoidal del ADN posee 3 variantes denominadas formas A, B y
7. La forma A se encuentra bajo condiciones de alta salinidad y posee una distancia
de separacion menor entre bases, mientras que la forma Z tiene una distancia mayor
entre pares de bases y se obtiene en repeticiones alternantes de G y C. La forma B se
encuentra bajo condiciones fisioldgicas y posee las siguientes caracteristicas: la hélice
posee 10.44 pb por giro, la distancia entre pb es de 0.33 nm y su didmetro es de 2 nm
[16]. Cabe senalar que a diferencia de las formas A y B que son dextrégiras, la forma Z

es levégira.

2.1. Acidos nucleicos 10
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2.1.5 Swurcos

Los surcos juegan un papel importante en la interaccién entre el ADN y los cationes di-
sueltos en solucién. Los surcos se forman debido a que los enlaces glucosidicos flanquean
un par de angulos, uno de 145° y otro de 2450 aproximadamente. Esta caracteristica
produce espacios entre el esqueleto que se denominan surco mayor y surco menor y
exponen las bases al medio acuoso [17].

El surco menor tiene una densidad de carga negativa mayor que el surco mayor,
puesto que las cargas estan mas cerca la una de la otra en dichas zonas; por lo tanto,
se presume que el surco menor es el sitio donde los cationes en solucién interactian
con el ADN [18]. Esta interaccién origina un fenémeno que neutraliza la cargas que
se denomina apantallamiento, dicho fenémeno es fundamental para evitar repulsiones
electrostaticas entre los fosfatos y permite a la cadena de ADN plegarse a una geometria

preestablecida [18].

2.1.6 Propiedades del ADN

La naturaleza aromatica de las bases nitrogenadas confiere al ADN de caracteristicas
como la deslocalizacién de los electrones que origina interacciones m — 7 de apilamiento
y la absorcién de luz en el UV. Las interacciones m — 7 de apilamiento y la repulsién
electrostatica del esqueleto de fosfatos le proporcionan rigidez a la doble hélice de ADN
[18]. Por otra parte, el ADN tiene una absorcién caracteristica en el UV a los 260 nm
que puede cambiar si transita entre un estado bicatenario y monocatenario. Cuando
el ADN bicatenario se desnaturaliza y sus cadenas se separan, se llega a un estado
de hipercromicidad donde la amplitud de absorciéon aumenta. En cambio, si el ADN
monocatenario es hibridado para formar una doble cadena, se pasa a un estado de
hipocromicidad con una amplitud de absorcion reducida. Este comportamiento es muy
util para monitorear la desnaturalizacién del ADN en tiempo real [18].

Por otro lado, el nicleo de bases nitrogenadas estd rodeado por un esqueleto de
fosfatos y pentosas de caracter hidrofilico. Las bases nitrogenadas son hidrofébicas y

presentan interacciones de apilamiento que involucran fuerzas de van der Waals y dipolo-
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dipolo, estés posicionan los planos de las bases de manera paralela a lo largo de la hélice.
La principal fuerza impulsora que estabiliza la doble hélice son las interacciones no
electrostaticas que producen el apilamiento de las bases [19]. El apilamiento minimiza
las interacciones de las bases con el agua y estabiliza la estructura terciaria de los
acidos nucleicos. En un estudio se comparé el papel de los puentes de hidrégeno y
del apilamiento de bases en la estabilidad de la doble hélice siendo la contribucion del
apilamiento mucho mayor [20].

Ahora bien, los puentes de hidrégeno ofrecen estabilidad a la doble hélice en un
pequeno intervalo de temperatura. Si se aumenta la temperatura hasta cierto punto,
los puentes de hidrégeno se rompen provocando la separacion de las cadenas, a este
proceso se le denomina desnaturalizacion y la temperatura a la que ocurre se le lla-
ma temperatura de desnaturalizacién (7,,). Esta varia dependiendo de la secuencia de
las cadenas, una secuencia abundante en repeticiones de GC, con mayor cantidad de
puentes de hidrégeno, posee una T, mayor [17].

Otros factores que afectan la estabilidad de la doble hélice es el pH y la concentracion
de cationes en solucién. Los cationes monovalentes como el Na™ aumentan la estabilidad
de la cadena al incrementar la T},,. Asimismo, los pH acidos protonan las bases, mientras
que los pH basicos las desprotonan afectando asi a los grupos donadores y aceptores
de puentes de hidrégeno. Por lo tanto, es preferible mantener condiciones neutras de
pH para no interferir en la hibridaciéon de moléculas de ADN [18]. A continuacién, se

discuten un par de técnicas empleadas en la caracterizacion de ADN.

2.2 Técnicas de caracterizacion

2.2.1 Electroforesis en gel de agarosa

La electroforesis es una técnica de separacién basada en el movimiento de particulas
cargadas en un medio, bajo la influencia de un campo eléctrico. Es ampliamente uti-
lizada para la caracterizacion de protémas y acidos nucleicos por peso molecular. Las

separaciones electroforéticas simples pueden realizarse ya sea de manera horizontal o
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vertical. El equipo basico de electroforesis consiste en una camara que contiene un
par de electrodos en extremos opuestos, en donde se coloca un gel elaborado a base
de un polimero ya sea de agarosa o poliacrilamida. El gel se sumerge en la soluciéon
amortiguadora y la muestra se coloca en unos pozos localizados en un extremo del gel
[21].

Las particulas cargadas negativamente migran hacia el anodo, mientras que las
particulas cargadas positivamente migran hacia el catodo. La carga neta determina la
fuerza o la velocidad a la cual estdas moléculas se desplazaran. y posteriormente puede
ser observado bajo luz UV mediante una tincién. El Bromuro de Etidio (EtBr) es un
compuesto utilizado ampliamente como tincién que se intercala en las bases y genera
una fluorescencia si se expone a luz UV [21].

El gel empleado en la electroforesis esta conformado por subunidades interconecta-
das de un polimero lineal que forma una matriz porosa como si se tratase de un tamiz
a nivel molecular. Uno de los polimeros mas empleados es la agarosa, que es un poli-
sacarido lineal proveniente del agar, que consiste en subunidades repetidas de galactosa

y 3,6-anhidrogalactosa [21]. La estructura de los monémeros de agarosa se aprecia en

la figura 2.4.
CH,OH
CH,
0 \ /
OH 0 /
/ 0
OH y \
0
enlace o
0 1-3
f’ OH OH glucosidico
/ galactosa .
3-6 anhidrogalactosa
enlace [
1,4
glucosidico n

Figura 2.4. Mondémeros de agarosa [adaptado de 19].

Para preparar el gel, la agarosa en polvo se mezcla con la solucién amortiguadora

de electroforesis a concentraciones de 0.5 a 3.0 de porcentaje en peso sobre volumen
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(w/V). La mezcla se calienta y se remueve hasta disolver la agarosa, se vierte en una
placa de vidrio y se deja enfriando para que se forme el gel [21].

La gelificacion se produce por la formacion de puentes de hidrégeno entre las subuni-
dades de agarosa, lo que resulta en la formacién de poros. El tamano de poro es contro-
lable ya que depende de la concentracién de agarosa; a mayor concentracion se forman
poros mas pequenos. La concentracion de agarosa se ajusta dependiendo del tamano
de poros requerido en el gel, esto es muy 1til para separar moléculas de un tamano
especifico.

El tamano de la molécula brinda resistencia a la movilidad debida a la friccion con
el entramado del gel. Las moléculas més grandes tienen una migracion méas lenta. Del
mismo modo, la forma de la molécula afecta su movilidad a través del tamiz molecular,
por ejemplo, el ADN lineal migra a menor velocidad que el ADN circular [21]. Por
ultimo, la movilidad aumenta dependiendo del voltaje aplicado. Voltajes altos tienen
una limitante practica puesto que provocan que el gel se desgelifique en menos tiempo,
por ello mientras el gel se corre es necesario un sistema de refrigeracién para mantener

el equipo y la muestra a bajas temperaturas.

2.2.2 Microscopia de Fuerza Atémica

La Microscopia de Fuerza Atémica (AFM) es una técnica de microscopia que se utiliza
en la caracterizacién topogréfica de superficies. E1 AFM adquiere informacion aprove-
chando las fuerzas que los atomos de la muestra ejercen sobre la punta de un voladizo.
El origen de estas fuerzas es principalmente del tipo de Van der Walls y dependen de la
separacion entre la muestra y la punta [22]. En 1986, Binnig, Quate y Berger produjeron
el primer AFM [22].

El AFM se basa en el principio de escanear con la punta de un voladizo sobre la
superficie de una muestra, de manera homéloga a un dedo que siente la textura de un
area que pasa rosando. Asi, se obtiene una imagen de la topologia mediante el registro
de la posicion vertical z como funcién de la posicién lateral xy.

Un laser se encuentra proyectando un haz sobre la parte posterior de la punta

del voladizo, de tal modo que el laser es reflectado hacia un fotodetector con cuatro
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cuadrantes, tal y como se muestra en la figura 2.5. Idealmente, cuando el voladizo se
encuentra en una posicion de equilibrio, el haz reflejado incide justo sobre el punto
central del fotodetector, que coincide con el punto de convergencia de los cuadrantes.
Asi, si se genera una desviaciéon en el voladizo, producida por la interaccién de la punta
con una muestra, el haz reflejado se mueve de su posicion de equilibrio y el fotodetector
es capaz de identificar este movimiento, registra esta senal y forma una imagen de
la muestra. El escaneo se realiza con una precision subatémica gracias a dispositivos

piezoeléctricos que controlan los movimientos en cada uno de los ejes.

Fotodetector

A|B

D

Laser

Haz del laser

Cantiléver

Figura 2.5. Equipo bédsico del AFM [adaptado de 21].

El AFM supera una limitacion del Microscopio de Efecto Tinel en donde la muestra
tiene que ser los suficientemente conductora como para generar una corriente de tuneleo
y asi el microscopio pueda adquirir informacion [22]. Ahora bien, el AFM posee tres tipos
principales de operacién: el modo contacto, el modo no contacto y el modo intermitente
o “tapping”. En el modo de contacto, la punta del AFM se encuentra en contacto
continuo con la muestra y debido a la cercania de la punta, la muestra ejerce fuerzas de
repulsién sobre la punta. Este modo de operacion es recomendable para muestras con
superficie lisa y resistente [23].

En el modo de no contacto, la punta del AFM es puesta a oscilar cerca de su
frecuencia de resonancia a una distancia de la muestra en donde gobiernan las fuerzas
de atraccién [23]. Este modo se emplea para contadas aplicaciones, sobre todo para la

caracterizacion de superficies hidrofébicas.
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Finalmente, en el modo intermitente o “tapping” la punta del AFM es puesta a
oscilar a una frecuencia cercana a su frecuencia de resonancia, de tal forma que la
frecuencia es amortiguada a medida que la punta entra en contacto con la muestra
[23], asi la punta estd en contacto con la muestra en pequenos intervalos de tiempo,
mientras la punta se acerca y se aleja de manera oscilatoria. Este modo, es adecuado para
materiales “suaves” como es el caso del ADN, ya que se evita danar la muestra producida
por un contacto intensivo de la punta de un voladizo. Por ello, en el presente trabajo
se realizara la caracterizacion de las nanoestructuras de ADN utilizando electroforesis

en gel de agarosa y mediante AFM en modo intermitente.
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Antecedentes

La nanotecnologia estructural del ADN es un campo fundado por el bioquimico es-
tadounidense Nadrian Seeman a principios de la década de los 80. En ese entonces,
¢l intentaba cristalizar acidos nucleicos en patrones peridédicos y para ello empled las
uniones Holliday y los extremos pegajosos para mantener unidas multiples hebras de
ADN [17].

Los extremos pegajosos son regiones en donde una doble hélice de ADN pasa a
conformarse como cadena sencilla dado que las cadenas tienen diferente longitud, oca-
sionando que la ultima parte de una cadena quede sin hibridar. Si los extremos pegajosos
de diferentes dobles hélices son complementarios, al hibridar estos es posible concatenar
multiples dobles hélices, asi como se observa en la figura 3.1.

Por otra parte, la union Holliday es un intermediario generado durante la recombi-
nacién genética en los organismos vivos, en donde cuatro cadenas de ADN se hibridan
para formar cuatro brazos o dobles hélices. La regién de esta estructura en donde se
unen los brazos o hélices se denomina entrecruzamiento como se puede apreciar en la
figura 3.1.

Las uniones Holliday conforman una unidad rigida y con la adicién de extremos
pegajosos en las puntas de los brazos es posible adherir varias unidades para formar
estructuras mas complejas. La flexibilidad de estas uniones ha propiciado la formacion
de uniones de 3, 4, 6, 8 o hasta 12 brazos y la formacién de objetos en 3D como

cubos y octahedros [1]. Posteriormente se comenzé a emplear otra forma para generar
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Figura 3.1. Estructuras formadas a partir de ADN. a) Se muestra una unién Holliday con extremos
pegajosos, A y A’ as{ como B y B’ son complmentarios entre si. b) Entramado hecho a partir de
multiples uniones Holliday con extremos pegajosos complementarios.

e interconectar unidades rigidas de ADN mediante procesos que implican el corte y
empalme de cadenas de ADN. Estos procesos consisten en el intercambio reciproco
entre dobles hélices y su resolucién.

El intercambio reciproco es un proceso que ocurre durante la recombinacién genética
de los organismos vivos y consiste en el intercambio de secuencias homologas entre
dos cadenas de ADN. En dicho proceso, un par de cadenas homologas se escinden en
determinados puntos de la cadena, y los extremos se vuelven a unir de tal forma que las
secuencias homologas terminan en la cadena opuesta. El proceso inverso al intercambio
reciproco se denomina resolucion y consiste en escindir y unir las cadenas de ADN
de tal forma que los segmentos que pertenecen a la otra cadena se vuelven a juntar,
restaurando asi las cadenas originales [17]. Una representacién de ambos procesos se
ilustra en la figura 3.2.

Mediante el intercambio reciproco fue posible formar entrecruzamientos de dobles
hélices de forma periddica, formando asi estructuras con la suficiente rigidez para gene-
rar entramados en 2 dimensiones. En este caso, la unidad rigida empleada es el motivo
DX o double crossover [1]. El motivo DX consiste en un par de dobles hélices con un
par de entrecruzamientos separados en multiplos de media vuelta de hélice. Se ha visto

que la rigidez proporcionada por el motivo DX es la apropiada para ser empleado en

18



Capitulo 3. Antecedentes

Intercambio
reciproco

Resolucion

Figura 3.2. Se esquematiza el intercambio reciproco y la resolucién de un par de cadenas. Las barras
verticales representan bases apareadas, que se conservan y generan un entrecruzamiento.

arreglos periddicos y en dispositivos nanomecénicos [17].

Las moléculas DX se clasifican de acuerdo al espaciamiento entre entrecruzamientos
y a la direccionalidad de sus cadenas. Asi, para denotar los tipos de moléculas DX se
anade una E si los multiplos son pares y una O si son impares, y si las cadenas con
entrecruzamientos paralelas se aiade una P o una A si son antiparalelas. De esta forma,
es posible conformar un total de 5 isémeros de las moléculas DX denominadas DAE,
DAO, DPE, DPON y DPOW, en estos dos ultimos casos, la N y la W hacen referencia
a la distancia entre los entrecruzamientos cuando es equivalente a un surco mayor (W)
o un surco menor (N). No obstante, de estos isémeros se ha encontrado que el motivo

DAE es el mas estable y apto para la construccién de redes de ADN [18].

| | |

DAE DAO DPE DPION DPLW

Figura 3.3. Isémeros del motivo DX.
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Ahora bien, al definir las secuencias de las cadenas y al combinar diferentes se-
cuencias de procesos de intercambio reciproco, es posible generar una gran variedad
de estructuras a partir de ADN de forma consistente, programable y precisa [17]. No
obstante, se comenzé a explorar nuevos enfoques de sintesis que pudiesen explotar al
maximo las propiedades de complementariedad, autoensamble y programabilidad de las
cadenas de ADN. Por ejemplo, para hacer que las propias cadenas de ADN dirijan el
plegamiento de la nanoestructura.

Uno de los primeros trabajos enfocados en al autoplegamiento de las cadenas fue el
realizado por Shih y colaboradores en 2004, en el cual se sintetizé un octaedro a partir
de motivos DAE [24]. En este trabajo se logré que una cadena pesada se autoplegara
mediante la adicion de 5 oligonucledtidos, seguido por reacciones de desnaturalizacion
y de enfriamiento. El trabajo de Shih y colaboradores demostré que era posible el
autoplegamiento de las nanoestructuras de ADN de una manera programable [24].

Posteriormente Paul Rothemund en 2006, introdujo la técnica de origami de ADN, y
con ello una metodologia basada en el disenio de un arreglo geométrico en 2D elaborado
a partir de la secuencia del fago M13pl8 que es plegada con la adicion de cadenas

complementarias mas pequenas y procesos de recocido, como se ilustra en la figura 3.4.

grapas
3
—

——

andamio

Figura 3.4. Diagrama del autoensamble durante el recocido en el origami de ADN [adaptado de 1].

De manera general, la metodologia empleada por Rothemund crea arreglos periédi-
cos del motivo DX y consta de los siguientes pasos. Primero, se define la geometria de
la nanoestructura y se adapta el largo y la distribucién de las hélices de acuerdo a la
forma del disenio. Posteriormente se pliega el andamio de tal modo que pase por las

hélices y se forme una especie de costura de entrecruzamientos en el centro. Una vez
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obtenida la forma base de la estructura se generan las grapas que son complementarias a
las distintas regiones del andamio, de tal forma que se produzcan los entrecruzamientos
requeridos entre hélices. Por tltimo, se hace la optimizacién de las grapas y se minimiza
la torsi6n en el andamio [1].

El origami de ADN trajo consigo ventajas respecto a los métodos convencionales
para sintetizar nanoestructuras de ADN. Por ejemplo, no es necesaria una estequio-
metria precisa de las grapas componentes sino que se emplea un exceso de las mismas.
De esta forma se simplifica en gran medida la sintesis al anadir todos los componentes
de una sola vez, ademas se eliminan los pasos intermedios de purificacion durante la
sintesis [17]. El origami de ADN ha facilitado en gran medida la formacién de nanoes-
tructuras de ADN con aplicaciones en ensamble supramolecular, ingenieria biomédica
y nanofabricacién [18]. El siguiente paso seria aplicar la misma estrategia para crear

nanoestructuras en 3D.

Figura 3.5. Nanoestructuras elaboradas a partir de origami de ADN [1].

Paul Rothemund logré sintetizar nanoestructuras en dos dimensiones con geometrias
sencillas como estrellas o caritas sonrientes como se observa en la figura 3.5. El motivo
DX empleado para la creacién de estructuras en 2D, ubican el arreglo de las hélices en
un solo plano. Por lo tanto, para crear nanoestructuras en 3D se requirié de un motivo
cuyos componentes se ubicaran en planos oblicuos, como es el caso del motivo 6HB.
El motivo 6HB fue sintetizado por Mathieu y colaboradores en 2005 [25], consiste en 6
hélices, cada una rotada 120° con respecto al par aledano que se encuentran ordenadas de

manera hexagonal en un paquete hueco, un esquema de esta estructura pude apreciarse
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en la figura 3.6.

En 2009, Douglas y colaboradores emplearon el motivo 6HB y exploraron su es-
tabilidad mecéanica al agregar deleciones e inserciones en secuencias para modificar el
nivel de torsién y el dngulo de giro de los paquetes [26] y utilizaron un programa CAD

denominado caDNAno para sintetizar las nanoestructuras utilizando origami de ADN.

Figura 3.6. Vista frontal del motivo 6HB. En niimeros romanos se sehalan las hélices que lo conforman.
Las hélices poseen entrecruzamentos que mantienen la cohesién del motivo [adaptado de 23].

Un programa de licencia libre dedicado al diseno de estructuras de origami de ADN
en 2 y 3 dimensiones es caDNAno. En este programa, el andamio se utiliza como base
para disenar la nanoestructura y se organiza a modo de raster con entrecruzamientos
en hélices aledanas.

El programa caDNAno, cuenta con 2 modos: el patrén square lattice y el patréon
honeycomb para disenar nanoestructuras de ADN en 2 y 3 dimensiones respectivamente.
La diferencia entre ambos modos, es el patron de los entrecruzamientos. En square
lattice, los entrecruzamientos se ubican en patrones de 8 bases y los entrecruzamientos
entre el mismo par de hélices se repiten cada 32 pb, este patrén representa 3/4 de vuelta
de hélice [2].

En honeycomb, el patrén de entrecruzamientos utiliza el mismo patrén de entrecru-
zamientos que el motivo 6HB. Los 7 pb representan 2/3 de vuelta de la hélice o 240° de
giro. Por lo tanto, este patron considera 10.5 pb por vuelta de la hélice. Dicho valor es
cercano a los 10.44 pb de la forma B del ADN, de modo que la torsién de las moléculas
de ADN es minima. Ademas, los entrecruzamientos se repiten cada 21 pb en el mismo

par de cadenas [2]. Una vez finalizado el trabajo en caDNAno, este genera un archi-
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vo con las grapas correspondientes segin el diseno de la nanoestructura, el andamio
empleado y el patrén de entrecruzamientos deseado. Ahora bien, es posible verificar la
estabilidad de la nanoestructura, previo a la obtencién del material, con apoyo de otro
software denominado CanDo. Este programa desarrollado por Kim y colaboradores,
simula la estructura de los origamis de ADN mediante el método de elemento finito
geométrico no lineal [27]. CanDo considera a la doble hélice de ADN como una varilla
elastica homogénea, en la cual el movimiento esta restringido por los entrecruzamientos
con hélices aledanas y cuyos pardmetros se toman de fuentes experimentales [27].

Con el auge de la técnica de origami de ADN, no solo se realizaron nanoestructuras
rigidas en 2 y 3 dimensiones, sino que también se comenzo a disenar nanodispositivos
que pudieran cambiar de conformacién en respuesta a una senal especifica. Por ejemplo,
en 2009 Andersen y colaboradores realizaron por primera vez la sintesis de una caja de
ADN con una tapa que funciona como una compuerta légica tipo AND, un modelo de

la caja se puede apreciar en la figura 3.7.

Figura 3.7. “Caja” elaborada mediante origami de ADN [27].

La caja se sintetiz6 a partir de seis subunidades planas cuadraticas, que se unieron a

manera de un cubo con entrecruzamientos en las aristas. Una de las caras podia abrirse
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a manera de una tapa, y uno de sus lados poseia secuencias de ADN complementarias
a otras secuencias del lado adyacente; al hibridar las secuencias la cara se mantenia
cerrada homélogamente a como una pestana mantiene cerrada la tapa [28].

La tapa solo podia abrirse al anadir las secuencias “llave” en solucién, que son se-
cuencias complementarias a las secuencias de la tapa. Asi, se generaba una competicién
entre secuencias y al hibridar las secuencias llave con sus complementarias, la tapa era
liberada [28]. De esta forma, se disend un sistema con el potencial de acarrear compues-
tos activos con un mecanismo de liberacion controlada. Aunque los autores no tenian
una aplicacién en especifico para la caja, brindaron ideas de algunas de las posibilida-
des de uso de este tipo de estructuras tales como encapsular farmacos y liberarlos bajo
condiciones especificas [28]. Posteriormente, se implementaria el uso de aptdmeros para
aprovechar su propiedad de alta especificidad.

En 2012, Douglas y colaboradores sintetizaron una nanoestructura de ADN con
forma de barril que posefa una bisagra en la parte posterior. Dichas nanoestructu-
ras, denominadas nanorobots, fueron funcionalizadas en su interior con AuNPs de 5
nm de diametro. Para ello, se formaron conjugados AuNPs-ADN que se unieron a la
nanoestructura con secuencias extendidas sobresalientes del cuerpo del nanorobot y
complementarias a los conjugados [29]. El modelo de dicha nanoestructura se aprecia

en la figura 3.8.

Figura 3.8. Modelo del nanorobot [29].
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Para mantener la bisagra cerrada, se acopld un sistema de llave-cerradura al nano-
robot. Este sistema consistié en un par de aptameros ubicados en la parte posterior de
la nanoestructura, los cuales se hibridaron parcialmente con una cadena complemen-
taria adherida en la nanoestructura. Los aptameros empleados son complementarios a
antigenos sobreexpresados en lineas celulares de cancer, esta caracteristica posibilita la
creacién de sistemas de entrega dirigida dependiendo del tipo de aptamero acoplado

[29].

3.1 Planteamiento del problema

Los biomateriales son una excelente alternativa para crear sistemas de entrega dirigida.
Asimismo, el biomaterial debe permitir la funcionalizacion con AuNPs mediante la
adicion de una modificacion quimica. Ademas, se requiere disenar una compuerta logica
que permita exponer las AuNPs solo en el sitio de accion.

La técnica de origami de ADN permite realizar nanoestructuras 3D de ADN de una
manera controlada y precisa. Estas nanoestructuras pueden ser funcionalizadas en su
interior con AuNPs mediante modificaciones con un grupo tiol en el extremo de un
oligo. Asimismo, se puede acoplar un sistema de reconocimiento molecular a base de
aptameros que solo se activa cuando las AuNPs interaccionan con los ligandos presentes

en la célula diana.

3.2 Hipotesis

Es posible crear una nanoestructura hexagonal de ADN que posea un sistema de reco-

nocimiento molecular basado en aptameros.

3.3 Objetivos

3.3.1 Objetivo general

Sintetizar y caracterizar nanoestructuras de ADN con forma hexagonal.
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3.3.2 Objetivos especificos

e Disenar por medio de caDNAno una nanoestructura hexagonal hueca de ADN

usando el andamio p7308.

e Simular el plegamiento de la nanoestructura a través de CanDo para determinar

las fluctuaciones térmicas y evaluar la estabilidad de la nanoestructura.

e Sintetizar y purificar la nanoestructura mediante el autoensamble de las grapas y

el andamio.

e (Caracterizar la nanoestructura mediante electroforesis en fase gel de agarosa y

AFM.
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Metodologia

De manera general, la metodologia de este trabajo se divide en tres etapas: diseno,
sintesis, y caracterizacién. Primero, se procedié con el diseno de la nanoestructura con
ayuda de los programas cADNAno y CanDo, para obtener las secuencias de las grapas.
Después, se procedio a realizar el recocido de la nanoestrucructura en un termociclador
mediante una rampa de temperatura, asi como su purificacion mediante filtros DNA
Fast Flow Ultracel Regenerated Cellulose del proveedor Microcon. Posteriormente, se
verificé la formacion de la nanoestructura mediante una caracterizacion con electrofo-

resis en gel de agarosa y AFM.

4.1 Diseno

En primer lugar, se realizé el diseno de la nanoestructura utilizando CAD (Computer
Aided Design por sus siglas en inglés) con el programa caDNAno. Aqui se definieron los
entrecruzamientos necesarios para adquirir la estructura hexagonal de barril deseada.
Mas tarde, se evalud su estabilidad térmica dentro del programa CanDo. Al final, se

obtuvieron las secuencias de las grapas necesarias para la sintesis.

4.1.1 Bosquejo en caDNAno

El disefio de la nanoestructura estuvo basado en el trabajo de Church [29]. La na-

noestructura cuenta con unas dimensiones de 35 nm x 35 nm x 45 nm. Se utilizé la
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secuencia del andamio p7308 de 7308 bases, el cual fue reportado por Douglas y colabo-
radores en 2009 [30] y se eligié el patrén de entrecruzamientos honeycomb para realizar
la nanoestructura tridimensional. Asimismo, dentro de la nanoestructura se considera-
ron seis ubicaciones con posibilidad de colocar AuNPs. El diseno consiste en un barril
con dos dominios que estan covalentemente unidos en la parte posterior por bisagras de
ADN monocatenario. Los dominios pueden ser sujetados en la parte anterior mediante
grapas modificadas que contienen la secuencia de aptdmeros.

El programa caDNAno, genera un archivo .JSON con la secuencia del andamio y
de las grapas necesarias para formar la nanoestructura. El nimero de grapas generadas
para esta nanoestructura fue de 196. Al terminar el diseno en caDNAno, se introdujo
la secuencia del andamio p7308 y el programa determiné las secuencias de las grapas

necesarias para tal estructura, estas se exportaron a un archivo .CSV.

4.1.2 Estabilidad en CanDo

En CanDo se verificaron los esfuerzos cortantes y de torsién, asi como la flexibilidad
de la nanoestructura. En el sitio de CanDo, se subié el archivo con extension .JSON.
Dentro de las opciones, se seleccionaron los parametros de red cuadrada y modelo de
fluctuaciones térmicas. El nivel de estabilidad térmica se evalué con el valor de la am-
plitud de las fluctuaciones térmicas. Si este valor era mayor a 5 nm, se realizaban los
ajustes de la nanoestructura en los entrecruzamientos y la longitud de las grapas para
minimizar tales fluctuaciones. De este modo, se llevé a cabo un proceso de retroali-
mentacion entre caADNAno y CanDo para disenar una nanoestructura estable. Si las

fluctuaciones eran menores a 5 nm, el diseno era 6ptimo para ser sintetizado.

4.2 Sintesis

La etapa de sintesis consistié en la hibridacion de las grapas y el andamio, esto se logré
mediante un tratamiento térmico de recocido en un termociclador. Después de ello, se

procurd retirar el exceso de grapas realizando un proceso de purificacién con filtros.
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4.2.1 Tratamiento de recocido

Se ordenaron las secuencias de las grapas y el andamio a la compania Integrated DNA
Technologies (IDT) y a BioGuild respectivamente. Las grapas fueron obtenidas a una
concentracion de 200 uM y el andamio se obtuvo a 100 nM. En el laboratorio se pro-
cedi6 a armar 4 conjuntos de grapas, para diluir la concentracién de las grapas. Los
conjuntos 1 y 2 contienen 42 grapas cada uno, que corresponden al dominio superior
de la nanoestructura. Mientras tanto, los conjuntos 3 y 4 con 45 grapas cada uno, con-
tienen las grapas del dominio inferior. El conjunto 5 corresponde a las 12 grapas no
extendidas de los posibles sitios de funcionalizacion y el conjunto 6 tiene las mismas
grapas extendidas. Del mismo modo, se realizaron conjuntos de los aptameros y de las
grapas guia.

Después, para preparar 100 pL de la solucién del recocido, se anadieron en un tubo
Eppendorf para termociclador la solucién amortiguadora 1XTAE con 10 mM de Mg?+,
asi como una concentracion de andamio y grapas de tal manera que se mantuviera una
relacion 1:1, 1:2 y 1:4 entre ambos. Asimismo, se anadi6 DDH,O hasta completar el

volumen deseado. Las cantidades de los reactivos anadidos se especifican en la tabla I.

Tabla I. Volimenes utilizados para el recocido de la nanoestructura de ADN

Concentracién [nM]

Solucion Volumen requerido
Inicial Final (L]
Andamio 100 5 10.5
Conjunto 1 4762 500 10.5
Conjunto 2 4762 500 11.3
Conjunto 3 4444 500 11.3
Conjunto 4 4444 500 11.3
Conjunto 5 16667 500 3.0
Aptameros 25000 500 2.0
Guias 50000 500 1.0
TAE-Mg**  10x 1x 10.0
DDH,0 30.1
Volumen total 100

Una vez anadidos los reactivos requeridos, la solucién se sometié a un recocido para
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hibridizar las cadenas, tal tratamiento tuvo una duracién de aproximadamente 16 h.
Este consistié en una rampa de temperatura que comenzo con un rapido calentamiento
seguido de un enfriamiento lento desde los 80 °C hasta los 25 °C. Dicho proceso se realizé
en un termociclador Prime Thermal Cycler de Techne. Posteriormente, la muestra se
conservo a 4 °C una vez finalizado el recocido. La rampa de temperatura llevada a cabo,

se especifica en la tabla II.

Tabla II. Rampa de temperatura para el recocido de la nanoestructura de ADN

Temperatura [°C] Tiempo por °C

Inicial Final

80 5 min
79 56 15 miny 12 s
55 45 25 min
44 25 15 miny 12 s

Tiempo total 15 h y 50 min

4.2.2 Purificacién

Para la purificacion de la solucién, se emplearon una centrifuga XC-2000 Premiere y
micro tubos con filtros DNA Fast Flow Ultracel Regenerated Cellulose del proveedor
Microcon. Primero se colocaron 400 uL. de DDH5O en la parte superior del filtro y se
centrifugé a 4000 rpm durante 2 minutos. Se descarté el agua que pasé por el filtro,
manteniendo los 100 uli restante en la parte superior. Luego, se anadié 300 ul. de
la solucién amortiguadora 1XTAE-Mg?+ en la parte superior del filtro y se repitié el
mismo procedimiento desechando la soluciéon amortiguadora que paso por el filtro.
Enseguida, se anadieron 50 uL. de muestra del recocido y 250 uL. de DDH,O para un
total de 400 pL. El procedimiento de centrifugado se repitié una vez més conservando
la muestra en el filtro. Finalmente, el filtro se invirtié y se centrifugd para recuperar la
muestra ya purificada con 2 ciclos de 2 y 5 min. La muestra se almacen¢ en refrigeracién

para su posterior analisis.
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4.3 Caracterizacion

En la caracterizacién de la nanoestructura, se emplearon dos técnicas para comprobar
la hibridacién de las cadenas durante el recocido. A continuacién, se describe a detalle

cada una de ellas.

4.3.1 Electroforesis en gel de agarosa

Se prepard un gel de agarosa al 1% anadiendo 0.5 g de agarosa ultrapura en 50 mL de
la solucion amortiguadora 1XTAE. Esta solucién se introdujo en un horno de micro-
ondas, se calenté por un periodo de 5 s, se mezclé moviendo el matraz para diluir la
agarosa y se repitié el procedimiento un nimero definido de veces hasta obtener una
mezcla transparente y homogénea. Durante el proceso, se tuvo la especial precaucion
de no generar burbujas. Enseguida, se anadié a la mezcla 2 yl. de GelRed y se dejé
reposar por 15 min a temperatura ambiente. Posteriormente, se vertié la mezcla en el
molde para geles de electroforesis, se coloco el peine en el molde y se dejo enfriar hasta
que el gel solidificara. Mas tarde, se removio el peine y se separé el gel del molde. El
gel fue colocado en una camara de electroforesis, la cual fue puesta en una cama de
hielo. Se vertio la solucion amortiguadora 1XTAE en la camara hasta el nivel indicado.
Previamente, se prepararon 10 ul. de las muestras sometidas a recocido. Para ello se
agregaron 8 ul de cada muestra junto con 2 uL de glicerol al 50 %. Ademés, para com-
parar con un marcador de peso molecular, se utilizo la escalera Quick-Load 1kb DNA
Ladder de New England BioLabs Inc. Una vez preparadas las muestras, se pipetearon
los 10 puL. de cada una en los pozos del gel, Se cerrd la camara de electroforesis y el gel

se corrié durante 2 hrs a 70 V. Finalmente, se revel6 en un transiluminador bajo UV.

4.3.2 Microscopia de Fuerza Atémica

Se utilizé el AFM Nano Scope IIla de Digital Instruments con un portavoladizo conven-
cional en modo intermitente. Para preparar la muestra se utiliz6 una lamina de 6xido de

silicio sobre un portamuestras de acero. Posteriormente, se colocaron 2 ul. de muestra
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en una concentracién de 2 nM y se dejé reposar durante 15 min.

Después de este tiempo, se enjuagd la superficie de la lamina de 6xido de silicio
utilizando 1 pLL de agua destilada y esta fue removida con un flujo de nitrégeno. Cuando
se secO la muestra, esta fue colocada en el AFM y se equip6 el portavoladizo. Ya con la
punta puesta, se configuraron los parametros del AFM para la toma de imagenes. Para

ello, se utilizaron las puntas Silicon SPM sensor NC4R-20 del proveedor Nanoworld.
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Resultados y discusion

A continuacién, se muestran y detallan los resultados obtenidos en las etapas de diseno
sintesis y caracterizacion por electroforesis en gel de agarosa y AFM de la nanoestruc-

tura.

5.1 Diseno

En la figura 5.1 se muestra una vista frontal del diseno en caDNAno de la nanoes-
tructura, el cual estd basado en el trabajo publicado por Douglas y colaboradores [29],
tomando la secuencia del plasmido p7308 como andamio. La nanoestructura contiene
un total de 62 dobles hélices acomodadas en el patron hexagonal, con numeracion de
0 a 61. Las hélices numeradas como 62-68, 70 y 72 representan los sitios de amarre
designados para AuNPs.

El diseno, cuenta con dos subdominios simétricos que forman la mitad de una seccién
transversal hexagonal cada uno. Los dominos se unen en la parte posterior por un par
de grapas que sirven como bisagra, esta bisagra permite que la nanoestructura pueda
abrirse por la mitad simulando un par de valvas. El entrecruzamiento de los subdominos

se puede observar en la figura 5.2.
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Figura 5.1. Vista frontal del disefio de la nanoestructura en caDNAno. Se aprecia la distribucién
de las hélices acorde con los entrecruzamientos establecidos. La numeracién corresponde a las dobles
hélices correspondientes de la figura 5.2.

De acuerdo con el diseno de entrecruzamientos, se espera que las secuencias se
plieguen formando una nanoestructura hexagonal, que posteriormente fue corroborada

mediante los andlisis de gel de agarosa y AFM.
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Figura 5.2. Bosquejo de la nanoestructura en caDNAno basado en el trabajo de Douglas y cola-
boradores [29]. Se muestra el entramado de entrecruzamientos en la nanoestructura hexagonal. En
azul se muestra la secuencia del andamio, en gris se muestran las grapas y en amarillo las grapas que
corrresponden a los sitios de funcionalizacién de AuNPs. Las secuencias de los aptdmeros se muestran
En rojo se muestran las grapas gufa que mantienen los dominios cerrados.
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El analisis de estabilidad térmica-plastica generado por CanDo se muestra como
una desviacién cuadratica media térmica en la nanoestructura, en la figura 5.3 se puede
observar que las regiones que sufren una mayor amplitud de fluctuaciones son aquellas
que se ubican en los extremos de la nanoestructura. Por otra parte, la region central
mostro tener la menor amplitud de las fluctuaciones, que es indicativo de una mayor
rigidez en dicha zona. Este valor asegurd que el diseno es suficientemente estable para

proceder con el paso de sintesis.

1.5 nm

Figura 5.3. Simulacién de la estabilidad de la nanoestructura en CanDo. En el inciso a) se observa
la vista superior, mientras que en b) se muestra la vista frontal.

5.2 Caracterizacién por gel de agarosa

Después de generar el archivo con las secuencias y realizar el tratamiento de recocido,
se comprobd la formacion de las nanoestructuras por medio de electroforesis en gel de
agarosa. El gel que se muestra en la figura 5.4 contiene las siguientes muestras en los
respectivos pozos: el pozo 1 contiene Quick-Load 1kb DNA Ladder de New England
BioLabs Inc., cuyo marcador de peso molecular se mide en Kb (kilobases); el pozo 2
contiene el andamio p7308 a 5 nM. Los pozos 3, 4 y 5 contienen andamio p7308 a 10
nM junto con 10, 20 y 40 nM de grapas respectivamente, estas cantidades representan

una relacion 1:1, 1:2 y 1:4 de andamio y grapas respectivamente. Por ultimo, los pozos
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6, 7 v 8 contienen un duplicado de cada muestra de los pozos 3, 4 y 5.

Figura 5.4. Gel de agarosa del reccido de la nanoestructura. Los pozos se encuentran numerados
como sigue: 1) Quick-Load 1kb DNA Ladder de New England BioLabs@®) Inc., 2) andamio p7308 a 5
nM, 3), 4) y 5) nanoestructura con 10, 20 y 40 nM de grapas respectivamente. 6), 7) y 8) duplicados
de las muestras de los pozos 3, 4 y 5. La banda de las nanoestructuras se ubica a la altura de las 3 Kb.

En el gel de agarosa se puede apreciar que las bandas de la nanoestructura presentan
una movilidad cercana a la banda de los 3 Kb, este valor se encuentra influenciado por
el peso molecular y por la geometria de la nanoestructura, ya que una razén entre largo
y ancho méas aproximado a 1 provoca que la nanoestructura aumente su movilidad en
el gel.

En cada uno de los carriles con muestra sometida a recocido se observd que la

nanoestructura tuvo un nivel de corrimiento menor al andamio. Idealmente, si se anade
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una saturacion 1:1, todas las grapas hibridarian con el andamio y no se observaria una
banda de grapas en el carril. No obstante, en la cinética de la reaccion existe un punto
de equilibrio donde la cantidad de grapas hibridadas en el andamio es menor al total y
depende de la concentracion de saturacién.

El tratamiento de recocido empleado de aproximadamente 16 h permitio la for-
macion de la nanoestructura en un tiempo menor al reportado de 90 h empleado por
Douglas [29], lo que sugiere que el tiempo de recocido puede adaptarse. Por otra parte,
las bandas que corresponden a las grapas corrieron a mayor distancia que la banda de
0.5 kb de la escalera, esto es consistente con el tamano de las grapas que tienen un
tamano maximo de 49 nucleétidos.

En los carriles con una muestra de mayor saturacion se puede observar que la ban-
da de la nanoestructura tiene mayor intensidad y un menor corrimiento, que indica
una mayor cantidad de grapas hibridadas y que el peso molecular de la estructura au-
menta. Esto sugiere que a bajas concentraciones de saturacion se forman estructuras
parciales con una menor cantidad de grapas. corrimiento es un indicador del incremento
en el peso molecular que revela el apareamiento de secuencias complementarias, esto
puede relacionarse con la formacion de la nanoestructura. Con esta informacién pue-
de comprobarse el autoplegamiento del andamio mediante la complementariedad de

secuencias.

5.3 Caracterizaciéon por AFM

Una vez hecha la caracterizacién por gel de agarosa, se purificé la muestra y se procedid
a tomar iméagenes en el AFM. En la figura 5.5 se puede observar una micrografia de
AFM obtenida en un area de muestreo de 500 nm por 500 nm, de una solucién con
los origmais a 2 nM sobre una lamina de 6xido de silicio. En la micrografia se pudo
apreciar una figura en forma de baston, ubicada cerca del centro del area de muestreo,

que poseia dimensiones y morfologia parecidas a las nanoestructuras esperadas.
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Figura 5.5. Micrografia de la nanoestructura por AFM, en la imagen se exhibe una morfologia
parecida a las nanoestructuras esperadas.

En la figura 5.6 se observa la misma micrografia de la muestra sintetizada de la
nanoestructura, pero bajo otra perspectiva. En ella se roté la imagen con respecto al
eje z en un angulo de 45° y con respecto a un eje en el plano xy que atraviesa la
imagen en diagonal en un angulo de 35°. En la imagen sin rotar y no rotada, se puede
apreciar que la escala de la profundidad es de 20 nm, valor que difiere de los 35 nm
esperados para la nanoestructura. No obstante, esto puede atribuirse a la poca rigidez
de la nanoestructura sobre el eje z, debido a su naturaleza hueca. Cabe mencionar
que la técnica de AFM posee una limitante en la deteccion AuNPs en el interior de
nanoestructuras en 3D. Esto se debe a que el AFM solo puede palpar la topologia

externa de la nanoestructura.
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Figura 5.6. Micrografia rotada de la nanoestructura por AFM.

Una vez obtenidas las micrografias de la nanoestructura se procedio a verificar sus
dimensiones, para ello se realizaron 6 mediciones tanto en el largo como en el ancho y
se obtuvo un promedio y la desviacion estandar para cada una. Asi, el promedio de las
dimensiones de la nanoestructura resulté ser: en el largo de 53.88 4+ 1.92 nm y en el ancho
de 35.97 £ 2.17 nm. Estos valores son muy cercanos a los reportados por Douglas de 45
por 35 nm, y fueron obtenidos mediante el andlisis seccional transversal y longitudinal

de la nanoestructura, que se muestran en la figura 5.7 y 5.8 respectivamente.

nm
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MY APV A o .
W W sl VLA VESY. 4 Py
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Figura 5.7. Analisis seccional transversal de la nanoestructura. Se observa la micrografia en AFM y
el registro de la senial de la punta del voladizo.

5.3. Caracterizacién por AFM 40



Capitulo 5. Resultados y discusion

Al realizar el analisis seccional transversal de la nanoestructura, se pudo apreciar
que la senal registrada por el AFM presentaba una meseta justo antes de llegar al
maximo absoluto. Este patrén es indicativo de una estructura que tiene una altura
mas baja en los laterales respecto al punto central, lo cual es consistente con una
estructura hexagonal. Por otra parte, el analisis seccional longitudinal realizado de la
nanoestructura mostré un cambio repentino en el nivel de la senal, esto quiere decir

que la altura de la nanoestructura en su largo es constante.

T
250 500

Figura 5.8. Analisis seccional longitudinal de la nanoestructura. Se observa la micrografia en AFM
y el registro de la senal de la punta del voladizo.

De acuerdo con los datos anteriores, se pudo definir de manera mas precisa la mor-
fologia de la nanoestructura, gracias a los andlisis seccionales se demostré que posee
caracteristicas que la perfilan como una nanoestructura hexagonal. De este modo, junto
con los resultados del gel de agarosa se pudo comprobar la formacion de la nanoestruc-

tura con las caracteristicas esperadas en el paso de diseno.
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Se comprobd la efectividad de la técnica de origami de ADN para sintetizar nanoes-
tructuras a partir del autoplegmiento de cadenas dirigido por la complementariedad de
bases. Esto permite obtener una sintesis precisa del diseno y la optimizacién de recursos
para, posteriormente, llegar a aplicaciones tangibles.

Se realizé el diseno de una nanoestructura de ADN utilizando el andamio p7308 me-
diante el uso del programa caDNAno. Se llevé a cabo la simulacion de la nanoestructura
plegada utilizando CanDo y se determinaron sus fluctuaciones térmicas en un rango de
0.8 a 1.5 nm, con estd informacién se evalud la estabilidad de la nanoestructura y se
verificé su plausibilidad para su sintesis.

Una vez realizada la sintesis, en el andlisis del gel de agarosa se determiné que logré
llevarse a cabo el autoplegamiento de la nanoestructura por medio de la hibridacion
entre las grapas y el andamio, lo anterior con base en el corrimiento de sus bandas
respectivas en el gel, donde un decremento en la movilidad electroforética implicé un
aumento en el peso molecular, y por ende, la hibridacién de cadenas.

Posteriormente, a través de la visualizacion de la nanoestructura en AFM se com-
probé la morfologia hexagonal y las dimensiones de la nanoestructura. Al realizar los
analisis seccionales longitudinal y trnasversal de la muestra se obtuvieron unas dimen-
siones de 53.88 £ 1.92 nm para el largo y de 35.97 4+ 2.17 nm en el caso del ancho, que
son aproximadas a las dimensiones reportadas en el diseno original de Douglas y cola-

boradores [29], De esta manera, tanto la caracterizaciéon mediante gel de agarosa como
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por AFM verificaron la formacién de nanoestructuras congruentes a las caracteristicas
anticipadas por los modelos y simulaciones en caDNAno y CanDo respectivamente.
Con el objetivo de implementar la nanoestructura como un sistema acarreador. Se
plantea la evaluacion del sistema de llave cerradura con la adiciéon de los antigenos
correspondientes a la linea celular de cancer de colén, de este modo, se podra tener
certeza de la sensibilidad del sistema para reconocer su diana. Ademads, se sugiere llevar
a cabo la funcionalizacion de las AuNPs y su visualizacién en Microscopia Electrénica
de Transmision, con el propdsito de corroborar la encapsulacién de las AuNPs en la na-
noestructura. Del mismo modo, se recomienda llevar a cabo los protocolos para evaluar
la citotoxicidad de las nanoestructuras, y determinar asi sus potenciales aplicaciones

biomédicas.
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