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RESUMEN

En la presente tesis se muestra el disefio y sintesis de nanovarillas de ADN formadas
mediante la técnica de origami de ADN para su uso como soporte en la formacion de
cadenas auto-similares (nanolentes) de nanoparticulas de oro de 5, 15 y 50 nm. Debido a
la baja rigidez obtenida en las nanovarillas sintetizadas se evalué el efecto de la
concentracion de magnesio (12.5 y 120 nM), sin obtener algun cambio significativo.

A su vez, se compard el uso del método “salt aging” y “freeze-thaw” para la formacion
de conjugados de las nanoparticulas de oro y las secuencias tioladas, evaluando diferentes
tiempos de incubacion. En ambos casos se obtuvo un bajo rendimiento en la union de las
nanovarillas con las nanoparticulas, y sin un incremento significativo después de las 8
horas de incubacion.

Por ultimo, se realizo un tratamiento en una rampa de temperatura de 80 a 20° C para
disociar todas las secuencias usadas y volver a hibridizarlas, junto con los conjugados de
nanoparticulas. Con este tratamiento se observaron dimeros y trimeros de nanoparticulas
de oro de diferente tamafio colocadas colinealmente en una longitud de alrededor de 172
nM, correspondiente al tamafo de nanolente disefiado, por lo que se presenta como una
posible técnica para la sintesis de cadenas auto-similares con aplicaciones en plasmonica.
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CAPITULO |

INTRODUCCION

Las mas grandes interrogantes del ser humano surgieron cuando éste se percato de su
propia existencia y empez0 a reflexionar sobre la naturaleza que le rodea. Muchas de estas
preguntas dieron pie a ideas que hasta la actualidad nos sirven como herramientas
intelectuales que permiten el desarrollo de nuevo conocimiento. Preguntas como ¢qué es
todo aquello que nos rodea? y ¢, qué es aquello que lo impulsa? incentivaron la generacién
de pensamientos mas abstractos acerca de nuestro entorno, desarrollando asi conceptos
que ahora usamos dentro de nuestra cotidianidad como, por mencionar algunos, materia
y energia.

El estudio de la materia siempre ha sido intrigante debido a sus distintas formas de
manifestarse. Muchas de sus caracteristicas pueden entenderse mejor si se parte de su
composicion fundamental. Sin embargo, la parte “fundamental” de la materia se
encuentra limitada por el conocimiento y la tecnologia de la época en gue es definida. En
la actualidad, los grandes avances tecnoldgicos nos proporcionan un entendimiento méas
preciso de las dimensiones elementales de la materia. Ejemplo de ello es el surgimiento
de una nueva rama del conocimiento denominada nanociencia.

La nanociencia es el estudio de la materia y sus interacciones en la escala nanométrica
(1 x 1072 m), es decir las dimensiones entre &tomos y moléculas. Aunque actualmente
se conocen estratos de la materia aln mas basicos, la descripcion a esta escala es lo
suficientemente pequefia para poder explicar muchas de sus propiedades [*. Sin embargo,
muchas de las condiciones experimentales a esta escala son dificiles de alcanzar, aun asi,
el desarrollo tecnoldgico apunta a que en un futuro el desarrollo de la nanotecnologia sera
cosa del dia a dia.

La nanotecnologia es un campo especializado muy extenso debido a que es el resultado
de la colaboracion de fisicos, bidlogos, quimicos e ingenieros que buscan resolver los
grandes problemas de la actualidad. Entre algunas de las aplicaciones que se desarrollan
en esta area se encuentran: liberacién de farmacos, sensores bioldgicos, medicina
regenerativa, tratamiento de aguas residuales, generacion de energia, tratamiento de gases
de efecto invernadero, asi como la creacion de dispositivos electronicos mas eficientes
para el mejoramiento del computo actual 41,

Un ejemplo de nanotecnologia es aquella basada en el uso de la molécula de acido
desoxirribonucleico (ADN) para el desarrollo de nanoestructuras y sus aplicaciones. Esta
area surge gracias al interés de ingenieros y bidlogos en el uso del ADN para la formacién
de “objetos” con un fin determinado debido a la capacidad de auto-ensamble y
direccionalidad especificos de esta molécula. Esto permite que, mediante el disefio de
secuencias de cadenas complementarias, se puedan programar y sintetizar diferentes tipos
de estructuras.
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Ainicios de 1964, el biélogo molecular Robin Holliday propuso un modelo para describir
uniones entre cromatidas hermanas de ADN (entrecruzamientos) que ocurren después del
proceso de replicacion en algunos hongos 2. Estos sitios, denominados uniones Holliday,
se forman cuando dos dobles hélices de ADN se abren y una de las hebras de cada
secuencia se intercambia, dejando a su pareja y uniéndose a la cadena adyacente
formando una estructura parecida al cruce de dos caminos (Figura 1) E1.

A

T

[ [T

v

Figura 1. Esquemas de una union tipo Holliday en dos secuencias de ADN EI,

Este tipo de estructuras inspiraron al cristalografo Nadrian C. Seeman para involucrarse
en el desarrollo de ADN ramificado sintético. Se conocia que la formacion de ADN
ramificado con cuatro brazos por medio de uniones Holliday tiene la caracteristica de
estar constituido por secuencias palindromicas. Estas generan sitios méviles tales que
pueden recorrerse a lo largo de la secuencia tal y como si fuese una cremallera (Figura
2a). En 1979, Seeman se percatd que al realizar variaciones en las secuencias se podia
romper la simetria palindrémica y fijar estas uniones en una posicion; es decir, uniones
inmoviles (Figura 2b) 1,

Posteriormente, inspirado en la obra Profundidad de M. C. Escher, Seeman ided la
formacion de una red tridimensional mediante ADN ramificado de seis brazos. Dentro de
esta red de ADN, Seeman pretendia colocar moléculas organicas en posiciones puntuales
para poder crear cristales organicos y estudiar estos compuestos mediante técnicas
cristalogréficas (Figura 2c). Sin embargo, no obtuvo éxito en la formacion de uniones con
seis ramificaciones. En 1991, en colaboracion con Junghuei Chen de la Universidad de
Delaware, Seeman us6 uniones con tres brazos para la formacion de cubos de ADN y
otras formas tridimensionales (Figura 2d).

A pesar de sus esfuerzos, sus estructuras tenian limitaciones pues no contaban con la
suficiente estabilidad para formar una estructura que pudiera funcionar como una red
cristalina donde se anclaran macromoléculas orgéanicas . No obstante, Seeman y
Chendge Mao lograron sintetizar cristales bidimensionales a partir de una estructura
similar a un paralelogramo formando un tapiz de ADN. Posteriormente en el afio 2009
junto con Jianping Zheng lograron sintetizar cristales 3D de ADN I,
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Figura 2. ADN ramificado de 4 brazos con sitios de union a) moéviles y b) fijos. Asi
como un ¢) bosquejo de la estructura reticular que Seeman pretendia desarrollar y d) un
cubo obtenido con uniones de 3 brazos en sus vértices I,

El trabajo de Seeman incentivé la bisqueda de metodologias para usar la propiedad de
auto-ensamble del ADN en el disefio y desarrollo de nanoestructuras. En el afio 2006, el
profesor estadounidense Paul W. K. Rothemund desarroll6 una novedosa técnica para
sintetizar nanoestructuras de ADN, que denominé “origami de ADN”. Con esta técnica
el profesor Rothemund pudo demostrar una gran versatilidad en el disefio y sintesis de
estructuras bidimensionales. En su trabajo obtuvo diferentes tipos de triangulos,
rectangulos, estrellas e inclusive “caritas felices” (Figura 3). Gracias a esto, Rothemund
inicid una nueva area dedicada al disefio y desarrollo de nanoestructuras de ADN
mediante una técnica muy eficaz [°1,

Figura 3. Diferentes estructuras disefiadas y sintetizadas mediante la técnica de origami
de ADN por Rothemund [,

La técnica de origami de ADN se continu6 desarrollando a lo largo de los afios siguientes
logrando la obtencion de nanoestructuras tridimensionales de ADN, asi como la adicion
de nanoestructuras no organicas como nanoparticulas (NPs) metélicas o nanotubos de
carbono (CNTs) "8l La versatilidad de esta técnica ha permitido el desarrollo de
multiples aplicaciones relacionadas con el uso de estructuras nanométricas que requieran
un alto control en sus dimensiones y posiciones.

Algunos ejemplos de las aplicaciones que se han desarrollado mediante esta técnica se
encuentran: la liberacion controlada de farmacos mediante capsulas de ADN, el
ordenamiento de NPs mediante la formacion de nanoflores (Figura 4a), el ordenamiento
de proteinas y colorantes fotosensibles para el desarrollo de circuitos excitonicos (cosecha
de luz solar), la fabricacion de engranes nanométricos (Figura 4b), el ordenamiento de
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CNTs mediante origami de ADN para la formacion de circuitos eléctricos (Figura 4c), asi
como la elaboracion de moldes de ADN para el crecimiento de nanovarillas dentro de
estos (Figura 4d) (4. Como se puede apreciar, la técnica de origami de ADN es (til en
la manipulacion de objetos a escala nanométrica con un objetivo especifico.
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Figura 4. Algunas aplicaciones desarrolladas mediante origami de ADN como: a) el
ordenamiento de NPs, b) la formacion de nanoengranes, la orientacion controlada de
CNTsy d) la formacion de moldes de ADN para el crecimiento de nanovarillas 1241,

El uso de la técnica de origami de ADN para el ordenamiento de nanoparticulas metélicas
es una de sus aplicaciones mas destacadas. Las nanoparticulas metélicas pueden ser
funcionalizadas con cadenas de ADN complementarias a extensiones no apareadas de las
secuencias que conforman la nanoestructura de ADN. Esta funcionalizacion se puede
realizar mediante el uso de linkers (-SH, -S2) que unen las secuencias de ADN a la
superficie de las particulas metélicas. Un ejemplo de esto son los trabajos realizados en
1996 por Mirkin y Alivisatos donde desarrollaron una metodologia para unir secuencias
de ADN tioladas a nanoparticulas de oro bajo concentraciones altas de NaCl 51,

Las nanoparticulas metélicas son de especial interés debido a su comportamiento
resonante ante campos electromagnéticos. Este efecto es conocido como plasmoén de
superficie localizado (LSP por sus siglas en inglés) y estudiado por un &rea denominada
plasmonica. La plasménica forma parte de un campo mucho mayor llamado fotonica, el
cual explora como los campos electromagneticos pueden ser confinados en dimensiones
menores a la longitud de onda. Este campo se basa en la descripcion de los procesos de
interaccion entre la radiacion electromagnética y los electrones de conduccién en
interfaces metélicas o nanoestructuras metalicas 2],

La presente tesis propone el uso de la técnica de origami de ADN para la fabricacién de
dispositivos plasmonicos denominados nanolentes. Al igual que los lentes
convencionales, los nanolentes son sistemas que interaccionan con un haz de luz de forma
tal que la enfoquen en regiones con dimensiones por debajo del limite de difraccion en el
rango visible, incrementando la intensidad del campo eléctrico de la misma. Estos
sistemas oOpticos fueron propuestos tedricamente en el afio 2003 por Stockman y Li para
describir ciertos fendmenos Opticos observados en cimulos fractales de plata coloidal 171,
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En este trabajo, un nanolente es un sistema conformado por una serie de particulas
metélicas colineales de tamafio nanométrico las cuales decrecen en tamafio de forma
proporcional al igual que la distancia de separacion entre las mismas (Figura 5). Este tipo
de sistemas, también llamados “cadenas auto-similares” interaccionan con la luz de forma
tal que se genera un efecto amplificativo, debido a la resonancia de plasmones de
superficie localizados (LSPR) de las nanoparticulas y a la geometria del sistema. Es por
ello qu? I]a posicion en la que las nanoparticulas se encuentran dentro del sistema es
crucial 171,

d1,2 d2,3
Figura 5. Cadena auto-similar de nanoparticulas esféricas ordenadas colinealmente
donde los didametros de las particulas (R; > R, > Rj3), asi como la distancia centro a
centro entre estas (d, , > d, ;) se reducen proporcionalmente.

Debido a que la técnica de origami de ADN nos proporciona una alta precision en la
colocacion de nanoparticulas, es que se propone su uso para la elaboracion de estos
sistemas fotdnicos. En este trabajo de tesis se describe la metodologia y resultados del
disefio y sintesis de nanolentes basados en el uso de tres nanoparticulas de oro de
diferentes tamarfios funcionalizadas y ordenadas mediante una nanoestructura de ADN.
Entre algunas de las futuras aplicaciones mas relevantes de estos nanolentes se encuentran
relacionadas con el desarrollo de sensores moleculares, el mejoramiento de técnicas
espectroscopicas como la Espectroscopia Raman de Superficie Mejorada (SERS por sus
siglas en inglés), en guias de onda, e inclusive en el mejoramiento de celdas solares 7],
El desarrollo de este tipo de metodologia permitiria poder realizar en un futuro diferentes
tipos de sistemas plasmonicos basados en esta técnica para obtener arreglos cada vez mas
eficientes para su uso tecnologico.




CAPITULO II
MARCO TEORICO

Los topicos principales que involucran este trabajo se encuentran relacionados con el
disefio y sintesis de nanoestructuras desarrolladas mediante la técnica de origami de ADN,
asi como el efecto plasmonico debido a la interaccion luz-materia que se produce en el
sistema optico. Es por ello que el presente marco tedrico se divide en dos secciones:
nanotecnologia de ADN, asi como principios de propagacion e interferencia de ondas
electromagnéticas en sistemas de nanoparticulas.

I1.1 Nanotecnologia de ADN

La nanotecnologia de ADN se ha desarrollado a lo largo de las ultimas décadas,
permitiendo el desarrollo de multiples aplicaciones a partir del uso de la molécula de
ADN. Uno de los méximos exponentes en el desarrollo de nanoestructuras a partir ADN
es el amplio uso de la técnica de origami de ADN del profesor estadounidense Paul
Rothemund. Antes de empezar con los detalles de esta técnica en particular, es importante
conocer algunas caracteristicas generales de la molécula de ADN.

I1.1.1 Estructura del ADN

El ADN o éacido desoxirribonucleico es una macromolécula organica en la cual se
almacena la informacion genética de un organismo 8. Esta molécula tiene una estructura
helicoidal muy similar a una escalera de caracol conformada por dos cadenas sencillas
antiparalelas. Cada una de estas cadenas esta constituida por grupos fosfato y azlcares
desoxirribosa donde los peldafios se encuentran formados por bases nitrogenadas
(Adenina, Timina, Guanina y Citosina) (Figura 6). Esta estructura fue propuesta en 1953
por Watson y Crick a través de los trabajos de difraccion de rayos X realizados por
Rosalind Franklin (29,

Bases nitrogenadas:
3 5 D Adenina
==X Timina
B Guanina

Par de bases

Esqueleto
azucar-fosfato

menor

Figura 6. Estructura helicoidal del ADN [2,

Gracias a estos trabajos se concibe que la doble hélice de ADN esta conformada por dos
cadenas sencillas antiparalelas y complementarias en donde solo existen uniones entre los
pares Adenina-Timina y Citosina-Guanina mediante 2 y 3 enlaces puente de hidrdgeno,
respectivamente (Figura 7). Asi, la complementariedad del ADN hace referencia a la alta
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afinidad que presentan ciertas secuencias debido a estas uniones y a la direccionalidad de
la molécula. Por ejemplo, dada una secuencia 3° TTT CGA TTC 5’°, su cadena
complementaria correspondiente serd 5° AAA GCT AAG 3’, donde 3’ y 5 son la
posicién del carbdn en la azlcar desoxirribosa en el que se une el grupo fosfato en los
extremos de la secuencia [2],

Timina

Adenina

Extremo 5’

o /o 0. -H2N o
Esqueleto p e - )
Azlcar- Yoz
fosfato ‘<°
¢

NH 3 3
o ) b
A »’(Nuz . AN\s
& 2 o
Extremo 3’ ) Citosina -4
Guanina Extremo 5’

Figura 7. Estructura detallada del ADN [22],

La capacidad de esta molécula de auto-ensamblarse gracias a la complementariedad de
sus secuencias es lo que incentivo a su uso en el disefio y produccidn de nanoestructuras.
Dado que en el disefio de nanoestructuras se pretende asegurar una alta estabilidad es
importante conocer las principales caracteristicas relacionadas con las propiedades
mecéanicas de la molécula. Algunas las caracteristicas que son consideradas en el disefio
de nanoestructuras se muestran en la Tabla 1 [©1,

Tabla 1. Caracteristicas mecanicas del ADN

Propiedad dsDNA | ssDNA
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

Conociendo estas caracteristicas se pueden realizar una gran variedad de disefios de
nanoestructuras, estimar sus dimensiones, asi como evaluar su estabilidad para después
ser sintetizadas.
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I1.1.11 Origami de ADN

La técnica de origami de ADN propuesta por Rothemund en el afio 2006 consiste en el
uso de una cadena circular de ADN de una sola hebra o cadena denominada “andamio”
la cual tiene una secuencia de bases nitrogenadas especifica y conocida. Esta cadena se
puede doblar y plegar gracias a un conjunto de secuencias lineales cortas llamadas
“grapas” que son complementarias a ciertas secciones del andamio. Estas secuencias
cortas se unen al andamio debido a la afinidad de sus secuencias y a las variaciones de
temperatura del sistema al encontrarse en un buffer adecuado. Al calentarse, la energia
térmica del sistema conformado por el andamio y las grapas es la suficiente para asegurar
el rompimiento de enlaces tipo hidrogeno. De esta forma se asegura que no exista alguna
unién no deseada. Posteriormente mediante un proceso de enfriamiento lento las cadenas
empiezan a unirse de acuerdo a la afinidad de las secuencias, conformando una estructura
ya predeterminada de antemano (Figura 8). Este proceso de calentamiento y enfriamiento
es conocido como recocido o0 annealing. Cada conjunto de grapas empleado es disefiado
de acuerdo a la forma o estructura que se desee obtener [,

Andamio
+ —_—

Estructura de Origami de ADN
Grapas

Figura 8. Mecanismo de formacion de nanoestructuras mediante origami de ADN %1,

En general, se puede emplear cualquier cadena de ADN de una sola hebra como andamio,
siempre que se conozca su secuencia, esta no sea repetitiva y sea de facil obtencion. El
andamio empleado por Rothemund y el més usado en esta técnica es la secuencia
denominada m13mp18 de 7249 bases. Este andamio se obtiene mediante la extraccion
del ADN contenido dentro de particulas virales que se encuentran presentes en el caldo
de cultivo de bacterias de E. coli infectadas por el bacteriéfago m13 241, En la actualidad
se emplean diferentes variaciones de la secuencia m13mpl8 y de la secuencia del
bacteriofago lambda para la formacién de nanoestructuras usando la técnica de origami
de ADN [,

Una vez establecido el tipo de andamio que se usara en la produccion de nanoestructuras
de ADN es preciso establecer la forma de la estructura que se disefiara. Este proceso se
puede llevar a cabo con un bosquejo del patron que se desea seguir y con base en ello
continuar con el disefio de las grapas. Para esto se recurre al disefio asistido por
computadora (CAD por sus siglas en inglés) mediante el programa Cadnano. Este
programa fue inicialmente desarrollado en el laboratorio de William Shih en el Dana
Farber Cancer Institute, ha sido mejorado por el Wyss Institute en Harvard University y
por Autodesk Inc [?5],

Cadnano permite el acomodo Y distribucion del andamio y las grapas para formar una

nanoestructura especifica siguiendo las reglas de autoensamble y direccionalidad del
ADN. De acuerdo con las caracteristicas de la molécula de ADN, Cadnano cuenta con
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dos tipos de mallas en las cuales se pueden entrelazar dobles hélices para la formacién de
estructuras. Estas mallas ofrecen diferentes angulos de union o entrecruzamientos entre
las cadenas mas cercanas. La malla square (Figura 9a) permite obtener entrecruzamientos
en angulos maltiplos de 90°. Para poder alcanzar esta disposicion el nimero de bases por
vuelta se ajusta ligeramente a 10.67 bases, generando un poco de tension en las cadenas.
Esto establece que por cada 32 bases se obtengan 3 vueltas de la hélice y por cada multiplo
de 8 bases, dos tercios de vuelta (d&ngulos de 270°) Debido a que es posible unir cadenas
adyacentes a lo largo de un plano, esta red es muy empleada en el disefio de estructuras
bidimensionales. Por otra parte, la malla honeycomb (Figura 9b) permite uniones cada
120°. Este tipo de malla sigue la estructura natural del ADN, teniendo 10.5 bases por
vuelta. Con base en esto, por cada 21 bases se alcanzan dos vueltas de hélice, y por lo
tanto en cada multiplo de 7 bases se recorren dos tercios de vuelta (240° y 120°). Esta
malla es muy util en la formacion de estructuras tridimensionales debido a que permite
alcanzar una alta estabilidad en las estructuras 21,

a) b) P N7 =\
270° (8 + 32n)bp { i |

. ~

180° -“P—-- ! , --d:- 0°
(16 £ 32n)bp,

90° (24 £ 32n)bp S

Figura 9. Esquemas de los diferentes angulos de entrecruzamientos entre cadenas
cercanas en la red a) square y b) honeycomb [261,

Una vez seleccionada la malla que se empleara en el disefio de la nanoestructura, se
prosigue al acomodo del andamio y grapas. Primeramente, se genera el patron que el
andamio seguira para formar la estructura deseada, asegurando que su extension sea igual
0 un poco menor al tamafio del andamio que se usara experimentalmente. Después se
realiza el acomodo de las grapas recordando tener multiplos de 8 y 7 bases para las mallas
square y honeycomb, respectivamente. Es importante mencionar que un patrén de grapas
simétrico permite alcanzar una alta estabilidad en la estructura. Finalmente, Cadnano
permite cargar la secuencia del andamio que se usard, para asi exportar las secuencias de
las grapas necesarias para formar la estructura disefiada.

Una vez finalizado el disefio, se evalla la estabilidad conformacional de la estructura
usando el software libre en linea Ilamado Cando. Este programa, basado en el método de
elemento finito, fue inventado y desarrollado en el Massachusetts Institute of Technology
por el profesor Do-Nyun Kim y su estudiante postdoctoral Mark Bathe. Cando predice la
forma y flexibilidad del ensamble de ADN usando un modelo mecanico que asume a la
doble hélice como una barra elastica y homogénea con estiramiento axial, torsional y
rigidez a la flexion. Asi los entrecruzamientos que conectan las hebras vecinas de ADN
son incorporados en Cando para predecir su forma 2D o 3D y su flexibilidad 1. De esta
forma es posible determinar si es necesario reajustar el disefio en Cadnano o si se esta

listo para realizar la sintesis de la nanoestructura de ADN.
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IL.11 Interaccion luz-materia

La luz y su interaccion con la materia juegan un papel crucial en la dindmica del Universo.
Solo basta con dar un vistazo a uno de los libros religioso méas antiguos en donde se resalta
su relevancia: Y en el principio Dios creo el cielo y la Tierra ... y Dios dijo “Hdgase la
luz” y la luz se hizo, y vio Dios que esto era bueno y dividio la luz de las tinieblas
(Génesis, 1:1-3). Este pasaje nos muestra el valor e importancia que se le ha dado a la luz
desde la antigiiedad 21,

Uno de los primeros acercamientos que tuvo el hombre con fendmenos relacionados con
la luz fue el reconocimiento del propio reflejo en ciertas superficies que separan dos
medios distintos como en estanques Yy “espejos”. Existen indicios que desde alrededor del
afio 1200 a.C. se refundian “espejos” para formar vasijas ceremoniales. Estos primeros
espejos estaban formados a partir de metales pulidos como bronce y cobre que servian
como superficies reflejantes 241,

Desde esos tiempos hasta la actualidad se han desarrollado un sin fin de herramientas
basadas en el uso de la luz. Esto a su vez ha traido consigo el desarrollo de nuevo
conocimiento relacionado con la luz. Hoy en dia la Optica es una ciencia teorica y
experimental en la cual se estudian la luz y sus interacciones con la materia. Esta area del
conocimiento describe a la luz con una descripcién dual onda-particula, el cual permite
tener un entendimiento mas preciso del comportamiento de la luz 29,

Desde hace varios afios se habia vislumbrado el comportamiento ondulatorio de la luz, se
habian observado fendémenos de interferencia y difraccion tal y como lo hacen otras ondas
como las de agua. Estos fenémenos permitieron identificar a la luz como un tipo de onda
electromagnética compuesta por dos campos, uno eléctrico y otro magnético. Estos
campos son ortogonales entre si, varian con el tiempo y se dirigen hacia la misma
direccion de propagacion de la onda que a su vez es perpendicular al plano formado por
los campos eléctrico y magnético (Figura 10). Al tener la luz un comportamiento
ondulég(])rio, se puede describir a partir de la amplitud y la frecuencia de oscilacion de la
onda 7.,

ONDA ELECTROMAGNETICA

campo ) (;\b“é.e //

eléctrico

Figura 10. Esquema de una onda electromagnética (Luz) [,

Todas las radiaciones electromagnéticas que se propagan en el vacio viajan a la misma
velocidad, a 3 x 108 m/s. Esta velocidad ¢ se encuentra relacionada con la permitividad

eléctrica en el vacio ¢, y la permeabilidad magnética en el vacio u, mediante la Ecuacién
1 B2,
1

v €olo

Ecuacion 1.
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De esta forma, existe una relacion entre la velocidad de la luz en el vacio y estas
constantes que describen las caracteristicas eléctricas y magnéticas en el vacio. Por otra
parte, la frecuencia v y la longitud de onda A de la radiacién electromagnética son una
funcion de la velocidad de acuerdo a la Ecuacion 2 2,

c=vA Ecuacion 2.

A pesar del gran alcance descriptivo de la teoria electromagnética ondulatoria de la luz,
esta perspectiva no era suficiente para entender un fenémeno en particular. En 1887,
Heinrich Hertz descubri6 que al incidir luz sobre una superficie metélica limpia y pulida
a su vez emite electrones al medio. La cantidad de electrones emitidos por unidad de
tiempo dependia de la intensidad (brillo) y frecuencia (color) de la luz incidida. Sin

embargo, los detalles de esta relacion no fueron descritos hasta los trabajos de Einstein
[31]

En sus trabajos, Einstein describe que la energia de la luz necesaria para liberar un
electrén de un metal es discreta. Esto significa, que la energia de la luz se libera en
paquetes de energia los cuales deben ser igual a la energia necesaria para liberar un
electrén del metal (funcion de trabajo del material) mas la energia cinética del electron.
Asi se concibié a la luz como una particula sin masa con una energia dada, a la que
denomino foton. La energia del fotdn es proporcional a la frecuencia de la onda que
describe la luz (Ecuacion 3) B,

E = hv Ecuacion 3.

donde E es la energia del foton, h es la constante de Planck y v es la frecuencia de la onda
electromagnética.

A partir de estas dos perspectivas es que se ha obtenido un entendimiento mas completo
de la luz y sus interacciones con la materia. Esto ha favorecido el desarrollo de nuevas
herramientas tecnolégicas enfocadas en el uso de la luz.

11.11.1 Propiedades 6pticas de materiales

Las propiedades Opticas de un material se refieren a su respuesta al ser expuesto ante una
radiacion electromagnética. Cuando la luz incide sobre la interfaz entre dos medios
diferentes, como entre el aire y un objeto sélido, parte de la luz puede ser transmitida,
mientras que otra parte puede ser absorbida y/o reflejada (Figura 11) 21,

luz incidente luz reflejada

luz transmitida

Figura 11. Propiedades Gpticas de un material ante la luz 2,

De acuerdo al tipo de material con el que la luz interaccione es la proporcién de luz que
es reflejada, transmitida o absorbida. De esta forma los materiales que son capaces de
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transmitir luz con muy poca absorcion son llamados transparentes mientras que aquellos
en los cuales la luz es transmitida difusamente, son denominados translucidos. Por altimo,
los materiales opacos son aquellos que no permiten la transmision de luz visible 21,

La luz que es transmitida en el interior de un material transparente experimenta una
disminucion en su velocidad generando un efecto conocido como refraccion. Un ejemplo
cotidiano de este fendmeno es la imagen “doblada o alterada” que se observa en un vaso
de agua al introducir un lapiz en su interior. La razén que relaciona la velocidad de la luz
en el vacio ¢ y su velocidad en el material v se define como el indice de refraccion n
(Ecuacion 4) 2,

n==< Ecuacion 4.

v
La magnitud del indice de refraccion n (que tanto se “dobla o altera” la imagen) depende
de la longitud de onda de la luz incidente. Esta dependencia puede visualizarse claramente
cuando un haz de luz blanca pasa a través de un prisma de vidrio. Al incidir el haz de luz,
cada color (con una longitud de onda especifica) que lo compone se desvia en una
diferente proporcion al pasar dentro del prima resultando en la separacion de los colores
[321 Por otra parte, similar a la velocidad de la luz en el vacio, su velocidad v en el material
se encuentra dada por:

V= — Ecuacion 5.

donde € y u son la permitividad eléctrica y la permeabilidad magnética del material
respectivamente 2°1, De esta forma, con base en la Ecuacion 4, puede expresarse el indice
de refraccion en funcion de las propiedades eléctricas y magnéticas del material (21;

c VEu . s
n=-= =./€ Ecuacion 6.
v /—80“0 rir

donde &, y u, son la constante dieléctrica y la permeabilidad magnética relativa
respectivamente. Debido a que la mayoria de los materiales son solo ligeramente
magnéticos, su permeabilidad relativa p, ~1, por lo que ¥2:

n = 4/e, Ecuacion 7.
de esta forma, los materiales tienen una relacion estrecha entre su indice de refraccion y
su constante dieléctrica, por lo que esta Gltima también depende de la longitud de onda
de la luz incidente. Asi, la constante dieléctrica es mas bien una funcion dieléctrica
dependiente de la frecuencia de la luz que describe las propiedades dpticas de un material
[321 En general, la funcion dieléctrica es compleja y conformada por una parte real e
imaginaria y, por lo tanto, el indice de refraccion también [2°1,
n=n-—1ik Ecuacion 8.

A lo largo de la trayectoria de propagacion de la luz incidente I, en el material existe una
atenuacion exponencial expresada por la ley de Beer-Lambert como:

I(r) = I,e @ Ecuacion 9.
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donde a es el coeficiente de absorcion o coeficiente de atenuacion y se encuentra
relacionado con la parte imaginaria del indice de refraccion por 2

2wk .,
— Ecuacion 10.

a

L1111 Propiedades Opticas de metales

Los metales son materiales opacos desde las bajas frecuencias del espectro
electromagnético, como las microondas, hasta la region intermedia de la radiacion
ultravioleta debido a su alta absorcion. La absorcion total de la luz no ocurre hasta una
profundidad, llamada “skin depth &“, aproximada de 50 nm la cual depende de la
frecuencia de la luz incidente. La mayoria de la radiacion absorbida es emitida en forma
de luz de la misma longitud de onda. Esto se aprecia como una alta reflectividad en la
mayoria de los metales, de alrededor de 90 a 95% con pequefias pérdidas de energia
debido a disipacion en calor. 32331 por otra parte, la interaccion de los metales con la
radiacion electromagnética se encuentra fuertemente relacionada con los electrones de
conduccion del metal 341,

Una caracteristica importante de los metales es que su estructura cristalina se encuentra
“vacia” desde una perspectiva en la cual su red cristalina se encuentra conformada por
nacleos idnicos (conformados por los ndcleos atdmicos y los electrones méas cercanos) y
los electrones de valencia a su alrededor. Esto significa que la distancia internuclear es
muy grande comparada con el radio idnico. De esta forma, los electrones de valencia se
encuentran mas uniformemente distribuidos comparados con estructuras conformadas por
enlaces i6nicos o covalentes [,

Este tipo de comportamiento es descrito con un modelo en el que se asume que los
electrones son libres de moverse alrededor de la estructura cristalina, el modelo de
electrones libres. Sin embargo, estos electrones se encuentran sujetos dentro de una red
conformada por pozos de potencial debido a los nucleos idnicos. Estos pozos de potencial
se encuentran superpuestos provocando que los electrones se encuentren en un potencial
efectivo mucho més bajo que el de un atomo aislado. Este potencial “montafioso” (mas
profundo en las posiciones de los nlcleos) puede asumirse como constante en tanto el
electron esté en el metal. Asi los electrones se encuentran en un pozo de potencial donde
los electrones de valencias son “libres”. Esta libertad de los electrones puede ser
aproxi[miada desde diferentes maneras, una de ellas es la teoria de Drude de electrones
libres (41,

La teoria de Drude asume que los electrones de valencia son libres de moverse en el metal
como un gas de electrones, por lo que pueden ser tratados por la teoria cinética de gases.
Otras de las suposiciones de este modelo estan relacionadas con las colisiones entre
particulas. Se asume que los electrones experimentan colisiones, o que son dispersados.
Estas colisiones son eventos de dispersion instantdneos que ocurren de manera aleatoria
con una velocidad proporcional a la temperatura T. Por otra parte, entre estas colisiones
los electrones viajan en linea recta obedeciendo las leyes de Newton. Asi, por ejemplo, si
un campo eléctrico se aplica en la direccion x tendremos que mi = —eE de forma que al
integrar con respecto al tiempo, se obtiene que el electron tendra una velocidad extra dada

E . . .
por — (%) t. De manera especifica, en promedio los electrones son dispersados en un
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tiempo 7 donde el movimiento aleatorio debido a la temperatura se anula entre si. De esta

forma, ante un campo eléctrico, los electrones tendran una velocidad promedio extra dada
35].

por [

v, = —(%)r Ecuacion 11.

donde v, es la velocidad de arrastre debido al campo eléctrico. La teoria de Drude a su
vez asume una velocidad cuadratica media v,,, debido a la distribucion térmica en una
temperatura T. Esta velocidad en la mayoria de los metales tiende a ser mayor que la
velocidad de arrastre (v,,, > v,). Por altimo, en este modelo se asume que todos los
detalles de la dispersion se resumen a un tiempo de relajacion 7. Este es el tiempo
promedio entre los eventos de dispersion De esta forma se puede definir una trayectoria
libre media | como [ = v,,,T. A partir de estas suposiciones es posible calcular diferentes
propiedades del gas de electrones 31,

Las propiedades dpticas de los metales pueden ser descritas mediante la constante
dieléctrica compleja del material. Bajo esta perspectiva de la teoria de Drude, la presencia
de un campo eléctrico genera un desplazamiento r de un electrén, lo cual se encuentra
asociado a la generacion de un momento dipolar u dado por u = er. El efecto
acumulativo de todos los momentos dipolares de todos los electrones libres desplazados
produce una polarizacion macroscopica por unidad de volumen P = nu, donde n es el
nimero de electrones por unidad de volumen B4, De esta forma, el desplazamiento
eléctrico D se encuentra relacionado con la polarizacion macroscopica por:

D(r,t) = g,E(r,t) + P(1,t) Ecuacion 12.

donde E es el campo eléctrico. A su vez P esté relacionada fenomenoldgicamente con E
por medio de la siguiente relacion constitutiva:

P=¢yx.E Ecuacion 13.

donde y. es la susceptibilidad eléctrica, propia de cada material. De esta forma se el
desplazamiento eléctrico se puede expresar como:

D =¢y(1+ x.)E = g4¢E Ecuacion 14,

donde € = &,(1 + y.) se denomina la permitividad del material. Otra cantidad que suele
usarse es la permitividad relativa al vacio ¢, = /go =1 + yx, también llamada constante

dieléctrica del material.

Por otra parte, el movimiento de los electrones que oscilan como respuesta al campo
aplicado es amortiguado por las colisiones que ocurren con una frecuencia caracteristica
y = 1/7. La ecuacion de movimiento que describe los electrones libres bajo la accion de
un carr[1p]o externo E y el amortiguamiento debido a los eventos de dispersion se expresa
como B3I

mX + myx = —eE Ecuacion 15.
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Si se asume una dependencia temporal armoénica del campo externo E(t) = Ey et
como en el caso de una onda electromagnética, la solucion particular de esta ecuacion
describe una oscilacion de los electrones dada por x(t) = x,e~*t. La amplitud compleja
x, incorpora cualquier cambio de fase entre el campo externo y la respuesta mediante [°1:

e

x(t) = E(t) Ecuacién 16.

m(w2+iyw)

Este desplazamiento de electrones contribuye a la polarizacion macroscépica P = —nex
de acuerdo a:

ne? .,
P=———E(t) Ecuacion 17.

m(w?+iyw)

Empleando esta expresion de la polarizacion dependiente de la frecuencia, se puede
sustituir en la Ecuacion 12 obteniéndose:

w? .,
D = ¢, (1 — = )E Ecuacion 18.
W +iyw
2
donde w} = =2 es la frecuencia de plasma del gas de electrones libres. De acuerdo a la

Eom
relacién expresada en la Ecuacion 13 la funcién dieléctrica del metal puede expresarse
como:

w3 .,
Ecuacion 19.

clw)=1-

w2+iyw

De esta forma, las componentes real e imaginaria de esta funcién dieléctrica compleja
e(w) = & (w) + ie,(w) se encuentran dadas por:

w3T? .

g(w) =1-—== Ecuacion 20a.
_ w$T .,

&y (a)) = m Ecuacion 20b.

donde se ha usado la relacion y = 1/7. Analizando la Ecuacion 19 en un régimen de
frecuencias diferentes bajo la condicion w < w,, donde los metales mantienen sus
caracteristicas metalicas, se puede identificar que para frecuencias cercanas a w, el
producto wt > 1 permitiendo despreciar el amortiguamiento. De esta forma la parte real
de £(w) es predominante quedando como 3¢

2
s(w)y=1- % Ecuacion 21.
el cual puede ser tomado como la funcion dieléctrica de un plasma de electrones libres no
amortiguados. Por otra parte, si consideramos el régimen de bajas frecuencias, donde
w « 171, la parte imaginaria es mucho mayor que la parte real de la funcion dieléctrica
y por lo tanto la parte real del indice de refraccion n y la parte imaginaria k son de
magnitudes comparables, pudiéndose expresar como F6l:
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2
TW -,
n~k= /—82 = /—” Ecuacion 22.
2 2w

Es esta region, los metales absorben principalmente, con un coeficiente de absorcion dado
por:

2 1/2
a= (prm) Ecuacion 23.

c?

Al emplear la ley de Beer, se puede identificar que la absorcion para bajas frecuencias el
campo decae dentro del metal como e ~%/%, donde § es la profundidad de penetracion dada
por:

2 2¢2 .
§===—= |5 Ecuacion 24.
a kw WpTW

Esta profundidad de penetracion es valida siempre que la trayectoria libre media de los
electrones sea mucho menor a esta [ «< § aunque a temperaturas bajas | puede
incrementarse y tener un efecto sobre § 1,

L1111 Propiedades Opticas de particulas metélicas

Las propiedades dpticas de particulas metalicas, especialmente metales nobles como oro,
plata y cobre, tienen una respuesta Optica distinta comparada con aquella obtenida por
materiales en bulto o peliculas delgadas 2.

En general, el tipo de dispersién de luz que la particula genera se relaciona con su tamafio
y puede parametrizarse por la razon Bl

X == Ecuacién 25.

donde r es el radio de la particula y A la longitud de onda de la luz.

Particulas grandes con una razén X > 1 se comportan como una forma geométrica,
dispersando la luz de acuerdo a su area proyectada. Si la particula es muy pequefia, de
manera que la razon X « 1, la dispersion se comporta de acuerdo a la aproximacion de
Rayleigh. En esta aproximacion predomina la dispersion eléstica de la luz con las
particulas. Esto implica que el estado energético de la materia no cambia. Estas particulas
pueden ser atomos individuales o moléculas y es muy comun encontrar este tipo de
dispersion en gases. ElI campo eléctrico oscilante de la luz actua sobre las cargas en las
particulas causando que se muevan a la misma frecuencia. Asi, las particulas se
convierten en un dipolo radiante pequefio cuya radiacion vemos como luz dispersada 371,

Por ultimo, para particulas con una razén X =~ 1 se comportan de acuerdo a la dispersion
de Mie B, En el afio de 1908, Mie desarroll6 una teoria completa de la dispersion y
absorcion de la radiacién electromagnética por una esfera. Su aproximacioén, conocida
como Teoria de Mie, es una expansion de los campos internos y dispersados en un
conjunto de modos normales descritos como vectores armoénicos. Sus resultados cuasi-
estaticos (para un dipolo como la aproximacion de Rayleigh) son expresados como el
primer término de una expansion de series de potencias de los coeficientes de absorcion

y dispersion de las particulas 361,
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Un ejemplo de las particulas que presentan este tipo de dispersion son las nanoparticulas
metélicas. Estas presentan un comportamiento electromagnético resonante que es debido
al confinamiento de electrones en el volumen de la particula. Para este tipo de particulas,
los electrones se mueven en fase sobre el plano de excitacion de la onda de radiacion
(Figura 12). A este fendmeno de dispersion se le denomina plasmon de superficie
localizado (LSP) y se diferencia con la aproximacion de Rayleigh por tener
comportamiento mas complejo que el de un dipolo resonante 33271,

Nanoparticula
Metalica

Campo
eléctrico

N\

Nube de electrones

Figura 12. Esquema de resonancia plasmonica de una nanoparticula 81,

La interaccién de una particula de tamafio a ante un campo electromagnético puede ser
analizada usando la aproximacion cuasi-estatica siempre que se cumpla d < A, como en
el caso de nanoparticulas ante luz en el rango visible. En este caso, la fase armdnica de la
oscilacién electromagnética es practicamente constante en el volumen de la particula, por
lo que se puede simplificar el problema a una particula bajo un campo electroestético 61,

Una aproximacion es describir el comportamiento de una particula esférica de radio a
localizada en el origen ante un campo eléctrico incidente uniforme E = E,Z, como se
muestra en la Figura 13. Bajo este esquema, el medio circundante puede establecerse
como isotropico y no absorbente con una constante dieléctrica ¢,,. Ademas, la respuesta
dieléctrica de la esfera es descrita por la funcion dieléctrica e(w) 1.

Ep

E(w)
Em

Figura 13. Esquema de una esfera homogénea colocada ante un campo electrostatico.
En esta aproximacion electrostatica nos interesa la solucion de la ecuacion de Laplace
para el potencial eléctrico,v2® = 0, con el cual se puede calcular el campo eléctrico E =
—V®. Debido a la simetria azimutal del problema, la solucion general de esta ecuacion
se encuentra dada por 36

&(r,0) = X2 [A4;r 4+ Br~ED]P(cos 6) Ecuacion 26.
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donde P;(cos 0) son los polinomios de Legendre de orden I, y 8 el angulo entre el vector
posicion r en el punto P y el eje z. Debido a que los potenciales son finitos en el origen,
la solucién para el potencial dentro @,y fuera ®,,,; de la esfera pueden ser escritos como:

O, (1,0) = Y2, AP, (cos 8) Ecuacion 27a.
D e (1,0) = X2 [Byrt + Cr~ VP, (cos 6) Ecuacion 27b.
Los coeficientes A;, B; y C; pueden ser determinados de acuerdo con las condiciones de

frontera cuando r — o y en la superficie de la esfera cuando r = a. Al usar estas
condiciones de frontera se obtiene que los potenciales evaluados estan dados por:

3&m

b, =— Eyrcosf Ecuacion 28a.
£+2em
_ E—&m 3 cos6 .,
Pour = —Eorcos 8 + Z-2 Ega” = Ecuacion 28b.

La interpretacion fisica de la Ecuacidon 28b es muy interesante, se puede identificar que
existe una superposicion del potencial aplicado y una contribucion tipo dipolar localizada
en el centro de la particula en la regidn fuera de la esfera. Mediante la introduccion del
momento dipolar p en esta ecuacion se puede reescribir como F°1:

_ p'r .z
®,ye = —Egrcos6 + pr— Ecuacion 29a.
p = 4meye, a3 —mF, Ecuacion 29b.
E+2&m

Ademas, se puede identificar que el campo aplicado induce un momento dipolar dentro
de la esfera con una magnitud proporcional a |E,|. Si se introduce el término de
polarizabilidad « definida mediante p = ¢,¢,,aE,Se deduce que:

3 €= &m
E+2&m

a = 4ma Ecuacién 30.

La dependencia del valor absoluto y la fase de esta polarizabilidad con respecto a la
frecuencia para plata se puede observar en la Figura 14. Se puede identificar que la
polarizabilidad para plata varia conforme &(w) del modelo de Drude (Ecuacion 19) 1361,

1.75 \ ’ \
15 . 2 \
1
125 | —_ 1 ]
— . e I| E T—
= — l'l [= S—
0.75 ' < T
I': 1
05 A —
0.25 \L'/f ! \
0 3
0 1 2 3 4 3 & 7 0 1 2 3 4 5 &
Energy [eV] Energy [eV]

Figura 14. Valor absoluto y fase de la polarizabilidad @ de una nanoparticula metalica
de plata con dimensiones menores a la longitud de onda con respecto a la frecuencia de

un campo aplicado 1361,
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También identifica que la polarizabilidad experimenta una resonancia cuando la
condicion |e + 2¢&,,| es un minimo, que para el caso de variaciones pequefias de Im[¢]
durante la resonancia, la funcion dieléctrica se simplifica a:

Re[e(w)] = —2¢,, Ecuacion 31.

Esta relacion es Ilamada la condiciéon de Frohlich y el modo asociado (en un campo
oscilante) es el plasmon de superficie dipolar de la nanoparticula metalica. Por otra parte,
la distribucion del campo eléctrico se obtiene a partir del potencial eléctrico dado en las
Ecuaciones 28a y 28b mediante E = —V® como:

Ey = Si‘;’:m E, Ecuacion 32a.
Epue =Eq+ Sn(np)-p 1 Ecuacién 32b.

4TEGE, T3

Como se aprecia, la resonancia de a implica un incremento resonante de ambos: el campo
interno y el campo dipolar. Este incremento del campo en la resonancia plasmonica puede
ser empleado en aplicaciones como dispositivos Opticos mediante el uso de
nanoparticulas metalicas (61,

Esta representacion es valida en el régimen cuasi-estatico. Ahora bien, recordando que
existe una variacion temporal del campo eléctrico y despreciando efectos de retardacion
espacial dentro del volumen de la particula, se puede definir la propagacién de una onda
plana como E(r,t) = E,e~'“t. Este campo eléctrico induce una oscilacion del momento
dipolar dado por p(t) = gye,,aEe . La radiacion de este dipolo genera la dispersion
de ondas planas por la esfera, la cual puede ser representada como la radiacion de un
dipolo puntual 61,

Al ser los plasmones de superficie localizados una excitacién no propagante de los
electrones de conduccion en las estructuras metélicas, se genera una polarizacion de
cargas en la superficie de la particula. Estas cargas actian como una fuerza efectiva
restauradora haciendo que la resonancia sea a una frecuencia especifica 13331,

En general, frecuencia de resonancia, el amortiguamiento y la intensidad del dipolo en las
nanoparticulas metalicas dependen del material de la particula e(w), su tamafio (a), la
geometria (esferas, triangulos, etc.) y la funcion dieléctrica del medio que la rodea &,,31.
Esto permite que sistemas conformados por nanoparticulas en diferentes arreglos y con
diferentes formas y tamafios tengan una respuesta plasmonica diferente.

I1.11.V Cadenas auto-similares de nanoesferas (nanolentes)

Las propiedades plasmonicas de los sistemas de nanoparticulas metélicas incentivaron la
investigacion cientifica enfocada en el desarrollo de aplicaciones tecnologicas. Un
ejemplo de esto fue el uso de nanoestructuras metalicas para incrementar la sensibilidad
de la espectroscopia Raman (SERS por sus siglas en inglés). En el afio 1997 Kneipp y
colaboradores reportaron la medicion de una sola molécula mediante SERS por primera
vez, mediante el uso de una solucion coloidal de cimulos fractales de plata. En este
trabajo se identificd que la dispersion Raman necesaria para la deteccion una molécula
debe de ser incrementada alrededor de 1012 veces comparada con la radiacion incidente

[1739]
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Al medir el incremento promedio en la dispersion Raman en la solucién de plata, se
percataron que tan solo era generado un incremento de 10° veces. Estos resultados dieron
indicios para suponer que solo ciertos sitios son capaces de generar tan alto incremento
en la dispersion Raman. Estos sitios activos deberian tratarse asi de un conjunto de
nanoparticulas, ya que era conocido que el incremento en la dispersion generada por una
sola nanoparticula es de tan solo ~ 8 x 105 veces 7],

En el afio 2003, Li, Stockman y colaboradores propusieron un modelo para describir
posibles sitios con alta actividad Raman encontrados experimentalmente en los cimulos
fractales de plata de los resultados de Kneipp et al. Debido a que el incremento en la
dispersion Raman y el campo local de las nanoestructuras se encuentran relacionados (la
dispersion Raman es alrededor de la cuarta potencia el campo local), el sistema propuesto
buscaba generar un incremento en el campo eléctrico local que fuera capaz de generar la
dispersion Raman necesaria para detectar una sola molécula. 7.

El sistema propuesto por Li se conformaba por un conjunto de nanoesferas metalicas auto-
similares arregladas colinealmente (Figura 5). Esta auto-similitud se refiere a una razén
de proporcionalidad que relaciona el diametro y las distancias entre las nanoesferas. De
manera general se establece que el diametro de la i-ésima particula R;, asi como la
distancia centro a centro entre la i-ésima esfera y la siguiente d;;,q, decrecen
proporcionalmente por un factor de proporcion k. Es decir, se deben cumplir las siguientes
condiciones de auto-similitud 271:

R;,1 = kR; Ecuacion 33a.
di+1,i+2 = kdi,i+1 Ecuacion 33b.

Al incidir una onda electromagnética con una intensidad de campo eléctrico E,, en estos
sistemas auto-similares, se produce un incremento en el campo local. El efecto que se
genera es similar a un efecto cascada. Al incidir el campo eléctrico sobre la nanoparticula
de mayor tamafio se genera un incremento en el campo local de alrededor de Q veces la
intensidad del campo eléctrico incidente. Q es el factor de “calidad” de resonancia y es

descrito en relacién a la parte real e imaginaria de la funcion dieléctrica del material como:
[17]

Re[e(w)]

P Ecuacion 34

Q~
Para la siguiente esfera a lo largo de la cadena, el didmetro sera tan pequefio y se ubicara
tan cerca de la esfera mas grande que el campo de excitacion para esta particula sera el
campo local que se incremento en la particula anterior. De esta forma el aumento en el
campo local de la segunda nanoesfera sera de alrededor de Q2 veces el campo incidente
E . Este comportamiento continGia sucesivamente a lo largo de la cadena hasta la i-ésima
nanoesfera con un campo local de QE, *™

Es importante mencionar que de acuerdo con la relacion de la Ecuacion 34, el incremento
en la intensidad del campo local esta fuertemente relacionado con el tipo de material, pues
su calidad de resonancia plasmonica depende de la funcion dieléctrica de este. Por
ejemplo, se observa en la Figura 15 la dependencia de la calidad de resonancia plasmonica
en plata y oro bajo un amplio rango de frecuencias. De esta forma, la intensidad maxima

Febrero de 2019




del campo local en estos sistemas se encuentra relacionada con la configuracion de auto-
similitud y con el tipo de material que interacttia ",

3100- ‘
80 4 \*‘; —— Au
604 |
40 4

20 A

1 2 3 4
Energy (eV)
Figura 15. Calidad de resonancia plasmoénica de oro y plata bajo un rango de
frecuencias de 0 a 5 eV 140,

Para determinar la intensidad del campo local en este sistema de particulas ante una onda
electromagnética, Stockman resolvid las ecuaciones de Maxwell de forma computacional
empleando el método de expansion espectral multipolar. De esta manera, se evaluaron
diferentes arreglos de cadenas auto-similares de nanoesferas 171,

Uno de estos arreglos estaba conformado por un conjunto de tres nanoesferas con una
. ~ 1 . .
proporcion de tamafio k = Y una distancia centro a centro dada por d; = 0.6d;,4. Al

evaluar este sistema bajo tres frecuencias de luz diferentes se observo el comportamiento
mostrado en la Figura 16 [7):

r 600 150 10
a ! b ¢

hw=337¢V L 200 100
s hw=325eV e

... » : ‘
I 200

ho=0.77eV

m

Figura 16. Resultados computacionales obtenidos para una cadena auto similar de tres
nanoesferas con proporciones k = 1/3 y d; = 0.6d;,, ante una onda electromagnética
con energia de a) 3.37 eV, b) 3.25eV y ¢) 0.77 eV ],

Como se puede apreciar en la Figura 16, la zona con mayor incremento en el campo local
es en el espacio situado entre la nanoesfera mas pequefia y mediana. Este incremento se
ve fuertemente relacionado con la frecuencia de la luz incidente, siendo el maximo
obtenido a 3.37 eV con un campo local de alrededor de 550 veces el campo incidente.
Después de evaluar este arreglo, se redujo la distancia centro a centro del mismo sistema
de esferas por d; = 0.3d,,,. Este nuevo arreglo tuvo el comportamiento mostrado en la
Figura 17 0171,
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Figura 17. Resultados analiticos obtenidos para una cadena auto similar de tres
nanoesferas con proporciones k=1/3 y di=0.3Di+1 ante una onda electromagnética con
energia incidente de a) 3.37 eV, b) 3.25eV y ¢) 0.77 eV 7],

En la Figura 17 se observa que al reducir la distancia entre nanoesferas a la mitad se
incrementa aproximadamente al doble el maximo de intensidad de campo local. En este
caso el méaximo es de alrededor de 1200 veces el campo incidente en la zona entre la
particula méas pequefia y la mediana. Ademas, se observa un corrimiento hacia el rojo en
la frecuencia en que se presenta el maximo, siendo en este caso a una energia de 3.25 eV.
Este ultimo arreglo puede ser una opcién como un posible sitio activo Raman ya que el
campo local maximo obtenido fue de alrededor de 1 x 103|E,| con una dispersién Raman
aproximada de 1 x 102, Con este incremento en la dispersion seria posible la deteccion
de una sola molécula en SERS. La fabricacidn de este tipo de sistemas podria aumentar
la sensibilidad en esta técnica espectroscopica, ademas de que concentrar una gran
cantidad de luz en un sitio confinado o enfocar la luz por debajo del limite de difraccion,
y hace el simil con un lente de dimensiones nanométricas. Este efecto podria usarse como
guias de ondas de luz o como nanoantenas al permitir amplificar una sefial determinada.
También, la capacidad del nanolente de incrementar la densidad de fotones por unidad de
area bajo una frecuencia modulable podria hacer mas eficiente la captacidn de luz en
celdas fotovoltaicas al dirigir la maxima concentracion del sistema en el rango del
espectro visible. 1740
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CAPITULO Il
ANTECEDENTES

A partir de los trabajos de Li y colaboradores, se han propuesto otro tipo de arreglos que
pudieran emplearse como nanolentes, asi como diferentes métodos de sintesis de estos
sistemas. Uno de los primeros trabajos en hacer referencia a la sintesis de cadenas auto-
similares es el publicado en 2009 por Ding y colaboradores. En este trabajo se empled la
figura triangular disefiada por Rothemund mediante la técnica de origami de ADN como
sustrato para un nanolente !, Esta nanoestructura bidimensional de ADN fungié como
soporte para colocar seis nanoparticulas de oro de 5, 10 y 15 nm de diametro. En esta
estructura se emplearon tres extremos pegajosos por nanoparticula para fijarlas en una
posicion determinada en un lado del triangulo como se muestra en la Figura 18 4,

Figura 18. a) Disefio de nanolentes organizados mediante origami de ADN con
nanoparticulas de 5, 10 y 15 nm e b) imagen de SEM de las estructuras obtenidas [

A pesar del éxito obtenido en la sintesis del disefio empleado, este sistema no sigue
completamente la condicion de auto-similitud en relacion al didmetro de las
nanoparticulas. También la falta de caracterizacion del efecto plasménico no nos
proporciona informacion acerca de su comportamiento. Sin embargo, nos da un buen
indicio de que la técnica de origami de ADN permite tener un acomodo controlado de
nanoparticulas de diferente tamafio.

En el afio 2013, Jean y colaboradores optaron por otra via de fabricacion de nanolentes.
En este trabajo se muestra que mediante el uso de fulerenos es posible crear materiales
con memoria mecanica en un sistema de nanolentes sintetizado por fotolitografia. A pesar
de tener buenos resultados del comportamiento mecanico, este patron de litografia no
cumple con el disefio de auto-similitud presentado por Li, ademas de no mostrar ningun
resultado en el mejoramiento de la dispersion Raman o en el incremento de campos
locales en los nanolentes. También hay que mencionar que estos nanolentes no tienen una
geometria completamente esférica ya que forman parte de la superficie y que su tamafio
es muy grande comparado con la longitud de onda, de alrededor de 200 nm de didmetro
por particula (Figura 19) 421,
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Figura 19. Imégenes de SEM del patron de nanolentes fabricado mediante fotolitografia
por Jean en 2013. Barra de escala: 200 nm [#2,

En el afio 2014 se report6 otro trabajo relacionado en la fabricacién de nanolentes. En
este trabajo Yun y colaboradores emplearon una técnica de nanoimpresion para fabricar
nanolentes de 6xido de estafio e indio (ITO por sus siglas en inglés). EI ITO es un material
empleado en la investigacion cientifica relacionada con el disefio de celdas solares méas
eficientes. Este sistema de nanolentes desempefid un comportamiento Optico
sobresaliente en la reduccion de la reflectancia del material. Sin embargo, de nuevo este
sistema no sigue el disefio de auto-similitud propuesto por Li, ademas de tener
dimensiones grandes por particula (alrededor de 250 nm) y no presentar una forma
completamente esférica (Figura 20) 431,

=i ——

Figura 20. Imagenes de SEM de nanolentes fabricados por nanoimpresién con ITO para
el mejoramiento de celdas solares 1.

En 2015, Coluccio y colaboradores realizaron un trabajo en el que se sintetiz6 un sistema
de nanolentes de acuerdo con el disefio propuesto por Li. Este sistema fue generado
mediante la técnica de litografia por haz de electrones y por deposicion electrolitica de
plata. De esta manera obtuvieron un sistema semiplano de nanolentes con dimensiones
de 300 nm por arreglo, con didametros de particula de 148, 64 y 27 nm (Figura 21a). A
pesar del tamafio grande del sistema, se emple6 exitosamente en SERS para la deteccion
de moléculas de ADN de 6 a 9 nucleétidos (1.92-2.88 nm) [“I. En ese mismo afio,
Coluccio emple6 esta misma metodologia para fabricar nanolentes de menor tamafio
(sistemas de alrededor de 120 nm). Después, mediante una matriz de nanolentes de 10 x
10, se realizo la deteccion de variaciones de péptidos relacionados con la formacion de
cancer de mama en SERS (Figura 21b) [*]. Este trabajo muestra el éxito obtenido en el
uso del disefio propuesto por Li para aumentar la sensibilidad de la técnica SERS. La
Unica diferencia con el modelo propuesto por Li es que se tratan de esferas cuasi-planares,
pero que muestran tener un gran desempefio.




Figura 21. Imagenes de SEM de nanolentes sintetizados por Coluccio mediante
litografia por haz de electrones y deposicidn electrolitica de plata. a) Primer sistema
reportado con dimensiones de ~300 nm [*4! b) submatriz de 3x3 de nanolentes de c)

alrededor de 120 nm. Barra de escala de 50 nm 3],

En el afio 2017 se reportaron dos trabajos relacionados con la fabricacién de nanolentes.
El primero de ellos emplea un método diferente a los usados anteriormente. Este trabajo
realizado por Lloyd y colaboradores emplea una técnica de auto-ensamble mediante
interacciones electrostaticas para formar trimeros de nanoparticulas de oro. Para ello se
funcionalizaron nanoparticulas de diferentes tamafios con cargas superficiales alternadas
mediante diferentes ligandos. Para ello se emple6 un sustrato de silicio funcionalizado
con carga negativa, dos nanoparticulas (de 10 y 25 nm) con carga positiva y una (de 15
nm) con carga negativa (Figura 22). Mediante esta técnica lograron obtener un arreglo
similar al disefio propuesto por Li con espacios entre nanoparticulas de hasta 2 nm.
Ademas, se logré demostrar el incremento en campos locales mediante la técnica de
catodoluminiscencia [“®l. Este trabajo refuerza el concepto del disefio propuesto por Li
como una opcion en el incremento de campos locales, aunque mediante esta técnica se
obtiene un bajo rendimiento de formacion y existe la formacidn de estructuras secundarias
como dimeros y mondmeros.

Figura 22. Imagen de SEM de nanolentes sintetizados mediante interacciones
electrostaticas por Lloyd. Barra de escala: 500 nm 4],

En ese mismo afio Heck y colaboradores reportaron la sintesis de nanolentes organizados
mediante la técnica de origami de ADN. En este trabajo se uso el triangulo disefiado por
Rothemund en 2006 como soporte para colocar nanoparticulas de oro de diferente tamafio
con una alta precision. De esta manera se realizan tres arreglos diferentes con
nanoparticulas de 10, 20 y 60 nm siguiendo el principio de auto-similitud propuesto por
Li (Figura 23). Estos sistemas mostraron tener un alto desempefio en SERS probando la
formacion de un efecto cascada en el incremento del campo local en la cadena auto-

similar (471,
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Figura 23. a) Disefio y b) micrografias de AFM de los diferentes arreglos de nanolentes
sintetizados por Heck. Barra de escala: 100 nm [47],

El trabajo anterior muestra la alta precision de la técnica de origami de ADN para realizar
arreglos con nanoparticulas de oro. Este a su vez nos demuestra que el sistema propuesto
por Li y colaboradores es capaz de producir un alto incremento en la dispersién Raman.
Sin embargo, este sistema no ha alcanzado la dispersion que ha sido reportada por dimeros
en anterioridad, por lo que una opcion podria ser incrementar el nimero de nanoparticulas
en el arreglo y/o reducir el largo de las secuencias de ADN ligadas a las nanoparticulas;
aunque esto ultimo requeriria una mayor cantidad de sitios de union en la estructura base
de ADN. Ademas, el uso de una estructura tridimensional capaz de generar arreglos
colineales de nanoparticulas podria mejorar la respuesta dptica. Otro aspecto importante
es que el tipo de material de las nanoparticulas es un papel fundamental en el incremento
de campos locales. Por lo que una opcion viable seria el recubrimiento de nanolentes de
oro con plata. Esto permitiria incrementar los campos locales del sistema debido al
aumento en la calidad de resonancia del material (Figura 15), ademas de reducir el espacio
entre particulas lo cual también favorece la respuesta [*71,
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CAPITULO IV

IV.I PLANTEAMIENTO DEL PROBLEMA

El actual desafio experimental por generar cadenas auto-similares de nanoesferas
metalicas (nanolentes) puede ser afrontado mediante la técnica de origami de ADN al
permitir organizar de forma eficiente y con gran precision nanoparticulas de oro. Sin
embargo, es necesario realizar un disefio estratégico para evitar bajos rendimientos de
formacion debido a repulsiones electrostaticas entre la estructura de ADN y el
recubrimiento de ADN en nanoparticulas grandes (>40 nm) [481,

IV.I1 HIPOTESIS

Es posible construir nanolentes colineales usando nanoparticulas de oro de diferentes
tamafios ordenadas mediante una nanoestructura de ADN estable y de baja area de
contacto disefiada mediante la técnica de origami de ADN. El recubrimiento con plata de
estos sistemas en el futuro mediante reduccion electrolitica podria incrementar su
respuesta dptica debido al aumento en la calidad de resonancia del plasmén.

IV.111 OBJETIVO GENERAL

Sintetizar cadenas auto-similares mediante un arreglo de tres nanoparticulas de distinto
tamafo, ordenandolas por medio de una estructura disefiada estratégicamente mediante
la técnica de origami de ADN.

IV.IV OBJETIVOS PARTICULARES

1. Disefio del sistema de nanoparticulas (nanolente) basandose en el disefio
propuesto por Li y colaboradores.

2. Disefio de la nanoestructura de ADN con una alta estabilidad y baja area de

contacto usada como soporte para ordenar el sistema de nanoparticulas.

Sintesis y caracterizacién de la nanoestructura de ADN.

Funcionalizacion de las nanoparticulas de oro con extremos pegajosos de ADN.

Adicion de nanoparticulas en la nanoestructura de ADN.

Caracterizacion morfoldgica de los nanolentes mediante AFM y TEM.

o0k w
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CAPITULO V
METODOLOGIA

Se siguid la siguiente metodologia para realizar el disefio, sintesis y caracterizacion de
cadenas auto-similares (nanolentes) con base en el disefio propuesto por Li y
colaboradores 171,

V.l Disefio de nanolentes

Para realizar el disefio del nanolente se siguieron las caracteristicas de las cadenas auto-
similar propuesta por Li y colaboradores en 2003. Para este fin se propuso el uso de tres
nanoparticulas de oro de 5 (d,), 15 (d;) y 45 (d3) nm de diametro y ordenandolas
mediante una nanoestructura de ADN con una separacion minima centro a centro de 15
nm (L) como se muestra en la Figura 24.

d; = 45nm

Ancho ~ 50nm

25nm 73.5nm

Figura 24. Esquema del disefio de nanolente propuesto.

Mediante trigonometria se dedujeron las distancias entre los sitios de union de las
nanoparticulas para mantener las proporciones requeridas. Estas distancias a lo largo de
la nanoestructura fueron de 24.5 nm entre la nanoparticula méas pequefia y la mediana; y
de 73.5 nm entre la nanoparticula mediana y grande, como se muestra en la Figura 24.
Con base a este bosquejo se prosiguio al disefio de la nanoestructura de origami de ADN.

V.1.1 Diseflo de nanoestructura de ADN

Para realizar el disefio de la estructura de ADN, y bajo el asesoramiento del profesor
Thomas LaBean de la Universidad Estatal de Carolina del Norte (NCSU por sus siglas en
inglés), se optd por una estructura tridimensional similar a una nanovarilla. Este tipo de
estructura permite alcanzar una alta estabilidad mecéanica, asi como una baja area
superficial para evitar la repulsion electrostatica. En la Figura 25 se muestra un bosquejo
de la nanoestructura disefiada donde cada cilindro representa una hélice de ADN.
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Figura 25. Esquema de la nanoestructura de ADN propuesta como sustrato.

Como se ilustra en la Figura 25, la nanoestructura de ADN se conforma por 14 hélices
acomodadas en un patron hexagonal formando un tipo de nanovarilla con dimensiones de
163.52 nm de largo (511 pb), 12.39 nm de ancho y alrededor de 6 nm de altura. A partir
de este bosquejo se realizé el disefio mediante la ayuda del software Cadnano. Se empled
la malla honeycomb para acomodar la secuencia del andamio del fago m13mp18 (ver Al)
y distribuir las grapas correspondientes. En general, se emplearon 244 grapas, 97 de 21
bases, 97 de 28 bases y 47 de 49 bases de largo (ver A2). En la Figura 26 se muestra el
patron de disefio obtenido en Cadnano para el acomodo de las grapas. Este patron es
repetitivo a lo largo de la estructura disefiada.
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Figura 26. Patron logrado en Cadnano para el disefio de la nanoestructura de ADN.

Después de realizar el disefio en Cadnano, se prosiguié a evaluar su estabilidad en la
plataforma de Cando. Por medio de retroalimentacion de la estabilidad mecénica obtenida
se evaluod la viabilidad de la sintesis de la nanoestructura. Una vez alcanzada una alta
estabilidad se continué con el disefio de los extremos pegajosos para la adicion de las
nanoparticulas de oro.
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V.L11 Disefio de extremos pegajosos para unir nanoparticulas a la estructura de ADN

Con base en la estructura disefiada de ADN Yy a las distancias establecidas entre sitios de
unioén de las nanoparticulas, se escogieron las grapas a extender (extremos pegajosos).
Para ello se eligieron las hélices expuestas en la parte superior mostradas en color rosa en
la Figura 27. De estas tres hélices se escogieron las grapas que terminan en los sitios de
unién aproximados al disefio y que se encuentran orientadas hacia arriba en la
nanoestructura.

231pb, N73:)V
21pb,~6.Tnm_x %

Figura 27. Esquema de las distancias de los sitios de union en la estructura de ADN.

De esta forma, se estableci6 una distancia alrededor de 6.7 nm (21 pb) desde uno de los
extremos de la nanoestructura al sitio de union de la nanoparticula de 5 nm. Para esta
nanoparticula se emplearon tres sitios de unién, uno en cada hélice tal como se aprecia en
la Figura 28.

21pb ~6.72 nm

Figura 28. Vista superior mostrando los sitios de union en la estructura de ADN para la
nanoparticula de 5 nm.

Para la ubicacion de los sitios de union de la nanoparticula de 15 nm se dejé una distancia
de 22.88 nm (84 pb), muy aproximada a la establecida en el disefio del nanolente original
(24.5 nm). En la Figura 29 se muestra el acomodo de los cuatro sitios de union en la
estructura de origami de ADN seleccionados para la unién de la nanoparticula de oro de

15 nm.
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\ ~6.92 nm

21pb ~6.72 nm

Figura 29. Vista superior mostrando los sitios de union en la estructura de ADN para la
nanoparticula de 15 nm.

Debido a la ausencia comercial del producto, se adquirieron nanoparticulas de 50 nm en
lugar de las establecidas en el disefio del nanolente de 45 nm. Para el acomodo de los
sitios de union de la nanoparticula de 50 nm se dejé una distancia de 73.92 nm (231 pb)
muy aproximada a lo establecido en el disefio del nanolente original (73.5 nm). En la
Figura 30 se muestra la distribucion de los seis sitios de union empleados en la estructura
de origami de ADN para la unién de la nanoparticula de 50 nm.

\~6.92 nm

C

63pb ~20.16 nm

Figura 30. Vista superior mostrando los sitios de union en la estructura de ADN para la
nanoparticula de 50 nm.

Finalmente, se muestran los sitios de unién de las tres nanoparticulas en el disefio de la
nanoestructura de Cadnano de la Figura 26. En la Figura 31 se pueden apreciar los sitios
de union de todas las nanoparticulas a lo largo de la parte superior de la estructura de
ADN diseflada. Las secuencias de las grapas extendidas y las complementarias de las
nanoparticulas se muestran del anexo A3 al A5. Las secuencias fueron establecidas en
orientaciones alternantes por nanoparticula para evitar competencia entre si y el uso de
poli-timinas en la nanoparticula de 50 nm para mantener su estabilidad coloidal 71,
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Figura 31. Sitios de las grapas extendidas a lo largo de la estructura disefiada en
Cadnano.

V.11 Sintesis de nanolentes

Para realizar la sintesis y purificacion de las nanoestructuras de ADN, la funcionalizacion
de las nanoparticulas de oro y la formacion de los nanolentes se sigui6 la siguiente
metodologia:

V.11.1 Sintesis y purificacién de nanoestructura de ADN

Se prepard un conjunto de 4 “pools” de las grapas obtenidas por medio de Cadnano
descrito en la seccion V.1.1 y adquiridas por la compafiia IDT. Para ello se midieron las
concentraciones de cada secuencia con ayuda del equipo Nanodrop 2000
Spectophotometer Thermo Scientific. Los “pools” 1 y 2 se conformaron con la mitad de
las grapas de la nanoestructura sin las grapas a extender: siendo 10 uL a 200 uM de 115
y 116 grapas respectivamente. Después el “pool” 3 se conformo con 100 uL a 200 uM de
cada una de las grapas seleccionadas sin extender (13 grapas). Por Gltimo, se formé el
“pool” 4 con 10 uL a 200 uM de cada una de las 13 grapas seleccionadas con su extension
correspondiente. Se almacenaron bajo refrigeracion a 4°C.

Después se prepard la solucién pre-annealing con el andamio, los pools y el buffer
correspondiente (1 x TAE 12.5 mM Mg?"). La razdn entre la concentracién molar que se
usé de cada grapa con respecto al andamio que se usé fue de 10:1. En la Tabla 2 se
muestran las concentraciones iniciales y finales de cada uno de los componentes de la
solucion pre-annealing usados para la sintesis de la nanoestructura de ADN sin grapas
extendidas.

Tabla 2. Concentraciones usadas en la preparacion de la solucion pre-annealing para la
formacion de la estructura de ADN.

Solucién Concentracion inicial | Concentracion final | Volumen requerido
Andamio 341 nM 10 nM 5.865 pL
Pool 1 1739.13 nM 100 nM 11.5 pL
Pool 2 1724.13 nM 100 nM 11.6 uL
Pool 3 15384.61 nM 100 nM 1.3 uL
TAE Mg?* 10 X 1x 20 uL
Agua DDI 149.735 pL
Total 200 pL
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Después de preparar la solucion pre-annealing, ésta se llevd al termociclador Prime
Thermal Cycler de Techne para hibridizar la nanoestructura de ADN usando una rampa
de temperatura de 80 a 20 °C por 3 horas y posteriormente mantenerla a 4°C. Una vez
terminado el proceso de recocido o annealing, se prepar6 la muestra para su purificacion.

Para purificar la solucidn post annealing se empled una centrifuga XC-2000 Premiere y
micro tubos con filtros DNA Fast Flow Ultracel Regenerated Cellulose de Microcon. Para
ello se colocaron 400 uL de agua doblemente destilada y desionizada (DDI) en la parte
superior del filtro y se centrifugé a 4000 rpm por 2 minutos. Al finalizar se filtraron
alrededor de 300 uL de agua que se desechd, manteniendo los 100 uL restante en la parte
superior. Después se agregaron 300 uL de buffer 1 x TAE Mg ?* en la parte superior del
filtro y se centrifugd bajo las mismas condiciones.

Luego, se desechd de nuevo el buffer filtrado (alrededor de 300 pL) y se agregaron 50 pL
de la muestra de post-annealing, mas 250 uL de buffer restante para completar 400 uL en
el lado superior del filtro. Se centrifugd bajo las mismas condiciones ya descritas y se
desechd la muestra filtrada. Después en la parte superior, junto con la muestra restante,
se agreg6 mas buffer hasta completar 400 uL y se centrifugo bajo las mismas condiciones.
La solucion filtrada se desechd y después se invirtio la posicion del filtro para poder
recuperar la muestra purificada. Para ello se emplearon dos ciclos de centrifugacion, a
4000 rpm durante 2 y 5 minutos respectivamente. Se recupero la muestra en un microtubo
limpio y se almacend bajo refrigeracion para su posterior caracterizacion.

Una vez confirmada la sintesis exitosa de la nanoestructura mediante las técnicas de
caracterizacion, se prosiguio a realizar el mismo procedimiento para la sintesis de la
nanoestructura con grapas extendidas. Para este fin solo se sustituy6 el “pool” 3 por el
“pool” 4 para asi adicionar las grapas extendidas y poder continuar con la
funcionalizacién de las nanoparticulas de oro.

V.IL11 Funcionalizacion y adicién de nanoparticulas de oro

Para realizar la funcionalizacion de las nanoparticulas se siguieron dos metodologias
diferentes: “salt aging” y “freeze-thaw”. Después se evaluaron diferentes condiciones
para unirlas con las nanovarillas de ADN.

V.ILILI Funcionalizaciéon de nanoparticulas de oro por “salt aging”

Primero se realizé la activacion de las secuencias tioladas y la secuencia “backfill”. Esta
ultima es una secuencia de cadena sencilla de 5 timinas que sirve para prevenir la
aglomeracion de las nanoparticulas. Tanto el “backfill” como las secuencias tioladas
contienen un grupo tiol extra usado como proteccion el cual debe ser removido antes de
conjugarse con las nanoparticulas.

Para realizar la activacion se realizaron los calculos para determinar las cantidades
precisas de TCEP (tris(2-carboxythyl) phospine en inglés), el cual es un agente reductor,
del buffer 10 x TE (Tris-EDTA) y de las secuencias correspondientes (ver A6). Para ello
se siguieron las proporciones mostradas en la Tabla 3. Por otra parte, la razon de
concentracion entre secuencias y nanoparticulas fue de 1:5 para la de 5 nm, 1:60 para el
backfill en la NP de 5nm, debido a que es dificil establecer una razon para las
nanoparticulas de mayor tamarfio, se usaron las mismas proporciones de concentracion
debido a que conforme se incrementa el tamafio de las nanoparticulas adquiridas en Ted
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Pella, su concentracién disminuye en un orden de magnitud, pero se ve compensado por
el incremento en el area superficial de las nanoparticulas 1.

Tabla 3. Proporciones usadas para la activacion de secuencias tioladas.

5 uL de TCEP Si son usados 15 pL de las
1.66 uL de 10 X TE | secuencias tioladas a 100 uM
5x10*3 AuNPs/mL

Las cantidades de TCEP, buffer y secuencias que se calcularon para cada nanoparticula
y se muestran en la Tabla 4.

Tabla 4. Volimenes calculados para la activacion de las secuencias.

Secuencia 5’ Thiol TTG...3’ (NP Snm)
Secuencia 20.99 ulL
TCEP 6.91 ul.
10x TE 2.29 ul
Secuencia 5> ATT... Thiol 3’ (NP 15nm)
Secuencia 4.23 uL
TCEP 6.92 uL
10x TE 2.29 uL.
Secuencia 5°’Thiol TTT...3’ (NP 50nm)
Secuencia 4.23 uL
TCEP 6.92 ul
10x TE 2.29 ulL.
Secuencia Backfill (NP 5, 15y 50nm)
Secuencia 81.50 ulL
TCEP 249.10 pL
10x TE 82.70uL

De acuerdo con estas cantidades, se vertid cada conjunto de secuencias en un microtubo
y se colocaron en un agitador rotatorio (giro de 360°) por 12 horas. Después del periodo
de incubacion de las secuencias, se centrifugaron, se tomd el sobrenadante y se agregé a
las nanoparticulas tratadas.

Las nanoparticulas fueron adquiridas en la compafiia Ted Pella, Inc. Estas se encuentran
en una suspension coloidal con trazas de citrato, acido tanico y carbonato de potasio y
pueden dafar la estabilidad del ADN. Por esta razén se realiza un tratamiento para
precipitar las nanoparticulas y resuspenderlas en un nuevo medio.

Para ello se agregaron 10 mL de la suspension de AuNPs de 5, 15 y 50 nm con
concentraciones de 83.028 nM, 2.324 nM y 0.0747 nM, respectivamente en tubos de
plastico con rosca. A cada tubo se le agregaron 3 mg de Bis(p-sulfonatofenil) fenilfosfona
(BSPP por sus siglas en inglés) que tiene una mayor afinidad por el oro y permite remover
el citrato, a su vez que mantiene la estabilidad coloidal de las nanoparticulas. Estos se
dejaron en agitacion durante 12 horas.

Al finalizar se retird de la agitacion y se tomé una fotografia de la coloracion de las

muestras para usarlas como referencia (ver A7). Después se agrego0 la cantidad necesaria
de NaCl hasta obtener una coloracion purpura tenue. Es importante mencionar que la
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cantidad de sal depende tanto de la concentracion de nanoparticulas como de su tamafio,
por lo que es necesario agregarla cuidadosamente sin sobresaturar la solucion.

Después se centrifugaron las soluciones en la centrifuga XC-2000 de Premiere a 4000
rpm por 30 minutos a temperatura ambiente. Se obtuvo un precipitado obscuro en el fondo
y un sobrenadante incoloro. Se descart6 el sobrenadante obtenido. Aparte, en un tubo
nuevo se prepard una solucion con 3 mg de BSPP en 10 mL de agua. Se tomaron 500 uL
de la solucion y 500 uL de metanol para resuspender los precipitados y colocarlos en un
microtubo.

Despueés se centrifugaron las muestras a 10000 rpm por 10 minutos en la centrifuga
Centurion Scientific Limited. Se descarto el sobrenadante y resuspendio el precipitado en
100 pL de soluciéon BSPP colocando las soluciones en tubos de PCR. Por ultimo, se
afiadieron las secuencias tioladas, el backfill y se mezclaron en un “vortex”, incubandolas
posteriormente por 40 horas en un agitador rotatorio 360°. Adicionalmente, se agregd
NaCl de forma paulatina a lo largo de las 40 horas de agitacion hasta alcanzar una
concentracion final de 300 mM.

Para realizar la purificacién de los conjugados de las nanoparticulas de oro y las
secuenciad de ADN se siguio la siguiente metodologia. Primero se centrifugaron las
muestras a 15 000 rpm por 40 minutos. Se retiro el sobrenadante y se resuspendié en 0.5
mL de 1 x TE. Se repitid el proceso tres veces para retirar el exceso de secuencias no
unidas y finalmente se resuspendi6 en 1 x TAE 12.5 mM Mg?** almacenando las muestras
a4°C.

V.ILILII Funcionalizacién de nanoparticulas de oro por “freeze-thaw”

Para realizar la purificacion de los conjugados de las nanoparticulas de oro y las
secuencias tioladas se colocaron 500 uL de cada nanoparticula en microtubos. Para las
nanoparticulas de 5 nm se agregaron 50 pL de la secuencia 5° Thiol GTT ... 3’ a 100 nM
y 5 uL de backfill a 916.77 uM. Para las nanoparticulas de 15 nm se agregaron 10 uL de
la secuencia 5” ATT ... Thiol 3’ a490.73 uM y 5 puL de backfill. Por ultimo se agregaron
10 puL de la secuencia 5° Thiol TTT ... 3’ a 490.89 uM y 5 uL de backfill para las
nanoparticulas de 50 nm. Las muestras se congelaron a -20° C por 2 horas y después se
descongelaron a temperatura ambiente.

Después se centrifugaron las muestras para remover el citrato a 15000 rpm por 30
minutos, se retir0 el sobrenadante, resuspendiendo en 0.5 mL de 1 x TE. Se repiti6 el
proceso tres veces seguidas y finalmente se resuspendio en 1 x TAE 12.5 mM Mg?*.

V.ILILII Adicion de conjugados de nanoparticulas a nanovarillas de ADN.

Para adicionar las nanoparticulas conjugadas con ADN en la nanoestructura con
extensiones, se sigui6 la metodologia de Heck y colaboradores [“®l. Para ello se agregaron
las nanoparticulas de 5, 15y 50 nmarazén 1:1 con las nanovarillas de ADN. Se realizaron
pruebas a diferentes tiempos de incubacion con los conjugados de cada de metodologia:
3 minutos, 90 minutos, 8 horas y 12 horas a 30 °C. Por altimo, se realizd una prueba
mediante una rampa de temperatura de 80 a 20° C por 12 horas para separar las secuencias
y permitir una hibridacion lenta.
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V.11l Caracterizacién de nanolentes

Para realizar la caracterizacion de las nanoestructuras de ADN Yy los nanolentes
sintetizados se siguieron las siguientes metodologias:

V.I11.1 Caracterizacion por electroforesis de nanoestructuras de ADN

Se corrieron dos geles de electroforesis al 1% y 2%. Para preparar el gel de electroforesis
al 1% de agar se emplearon 50 mL de buffer 1 x TAE maés 0.5 g de agar, mientras que
para el de 2% se us6 1 g de agar. La respectiva solucion se mezcl6 y después se introdujo
al horno de microondas por intervalos de 1 min. Entre intervalos se mezcl6 la solucion y
se termind de calentar hasta que la solucién fuera homogénea y sin burbujas. Después se
dejo enfriar un poco. Después se agregaron 2.5 uL de bromuro de etidio (EtBr) y se dejo
enfriar a temperatura ambiente. Antes de que la solucion gelificara se vertio
cuidadosamente sobre el molde para el gel con un peine de 8 dientes, evitando la
formacion de burbujas. Después se prepararon las muestras correspondientes. Para ello
se usé como comparacion un marcador de peso molecular 1000 bp DNA ladder de
Promega, el andamio m13mp18 y los pools 1, 2 y 3. Se usaron 10 uL de cada muestra
preparado el andamio a 5 nM, y los “pools” a 50 nM (las muestras post-annealing estan
a esas mismas concentraciones) y se agregaron después 2 pL de colorante Blue/Orange 6
x Loading Dye de Promega.

Una vez solidificado el gel, se retird el peine con cuidado y se colocé sobre la camara de
electroforesis. Se agregaron aproximadamente 350 uL del buffer 1 X TAE hasta que el
gel se encontrara completamente cubierto. Después, con ayuda de una micropipeta, se
agregaron los 10 pL de cada muestra en el fondo de cada pozo. Siguiendo el siguiente
orden: marcador de peso molecular, andamio, “pool” 1, “pool” 2, “pool” 3, post-annealing
1y post-annealing 2. Una vez terminado se colocd la tapadera y se corri6 a 100 Volts por
una hora y media. Se tomaron imagenes correspondientes del corrimiento de las muestras
en el gel con ayuda de un fotodocumentador con luz ultravioleta.

V.I11.11 Caracterizacion por AFM de nanoestructuras de ADN

Las muestras de ADN se prepararon mediante la siguiente metodologia usando un
portacantilever convencional en modo “tapping”. EI AFM usado para este analisis fue
Nano Scope Illa de Digital Instruments. Para realizar el analisis de la muestra mediante
la celda convencional se colocé una pieza de mica Muscovite (H2KAI3(SiO4)3) mediante
un adhesivo sobre el portamuestras de acero y con ayuda de una cinta adhesiva se clivo
hasta obtener una superficie uniforme. Después, se colocaron 5 uL de la muestraa 5 nM
y se dejé reposar 3 minutos. Se enjuago la superficie de la mica con 1 uL de agua destilada
gota por gota, se removio el exceso de agua y se secO mediante un flujo suave de
nitrégeno. Una vez seca la muestra, se coloco en el AFM y se colocé el portacantilever
con la punta previamente colocada. Se ajustaron los parametros y se continud con la toma
de iméagenes. El tipo de puntas usadas para este analisis fueron: Silicon SPM-sensor
NC4R-20 de NanoWorld.

V.11 Caracterizacion por AFM de nanolentes de oro.

Para realizar la caracterizacion por AFM de los nanolentes de oro se siguio el mismo
procedimiento que en la seccion V.I1L1I. La Unica variacion fue el tipo de muestra a

analizar.
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CAPITULO VI
RESULTADOS Y DISCUSIONES

Los resultados obtenidos en el disefio, sintesis y caracterizacion de las distintas etapas de
la metodologia se muestran en esta seccion.

V1.1 Disefo de nanoestructura de ADN

La nanoestructura disefiada fue evaluada en diferentes ocasiones hasta obtener un disefio
con una maxima estabilidad mecanica. El disefio con mayor estabilidad es el que se
empleo en este trabajo y es el que se ilustra en el Capitulo V.

VI1.1.1 Estabilidad de la nanoestructura de ADN

Los resultados de maxima estabilidad obtenidos para la nanoestructura de ADN disefiada
se muestran en la Figura 32. Este analisis fue realizado en la plataforma web Cando.

P B - T
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Figura 32. Resultados de estabilidad mecanica de la nanoestructura disefiada.

Como se puede apreciar en la figura anterior, la fluctuacion mas grande fue de 2.1 nm en
las regiones de los extremos. Esto indica que la estructura disefiada tiene una alta
estabilidad, lo cual permitiria tener un mayor control en el posicionamiento colineal de
nanoparticulas. Por otra parte, es importante mencionar que la anchura de la estructura es
lo suficientemente corta para lograr una baja area superficial y asi evitar repulsién
electrostatica con las nanoparticulas de mayor tamafio recubiertas de ADN.

Febrero de 2019



V1.1l Caracterizacién de nanolentes

Los resultados de las diferentes etapas de la metodologia seguida en el Capitulo V en
relacion a la caracterizacion de las muestras de nanoestructuras de ADN y nanolentes
sintetizadas se presentan a continuacion.

VIL.I1.1 Caracterizacion por electroforesis de nanoestructuras de ADN

Los resultados obtenidos en el analisis por electroforesis de las nanoestructuras de ADN
se muestran en la Figura 33. Las muestras colocadas en el gel se encuentran ordenados
en el siguiente orden: 1) marcador de peso molecular, 2) andamio m13mp28 de 7249 b,
3) pool 1 con grapas de 21, 28 y 49 bases, 4) pool 2 con grapas de 21, 28 y 49 bases, 5)
pool 3 con grapas de 21 y 28 bases, 6) y 7) nanoestructuras sintetizadas.

Figura 33. Imagen de electroforesis de gel al a) 2% y b) 1%.

Como se apreciar en la figura anterior, las muestras se encuentran en los extremos
superior e inferior del marcador de peso molecular los cuales son 2000 y 100 pb
respectivamente. Esto concuerda con los tamafios de las muestras colocadas. Por otra
parte, se puede observar que las bandas en el pozo 6 y 7 contiene las mismas bandas
relacionadas con las grapas en los pozos 3, 4 y 5. Esto es debido al exceso de grapas que
se coloca en la sintesis para obtener el maximo rendimiento. A su vez, se puede identificar
que existe un corrimiento en la banda correspondiente al andamio en el pozo 2. Este
corrimiento es un indicador del aumento del peso molecular debido al apareamiento de
las secuencias complementarias, lo cual puede relacionarse con la formacion de la
nanoestructura disefiada.

VLILII Caracterizacion por AFM de nanoestructuras de ADN
Los resultados de caracterizacion por AFM de las nanoestructuras de ADN se muestran

en la presente seccion. La micrografia de 10 um para una muestra de origami de ADN a
1 nM en 1 x TAE 12.5 mM Mg?" colocada sobre un sustrato de mica se muestra en la

Figura 34.
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Figura 34. Micrografia de AFM de 10 um de nanovarillas de ADN a 1 nM con 12.5
mM de magnesio sobre mica.

Se observa la formacion de aglomerados de nanoestructuras, asi como algunas
nanovarillas bien definidas. Ademas, en el fondo de la imagen se pueden identificar

pequefios cumulos que podrian corresponder a las “grapas” no hibridizadas. En la Figura
35 se muestra un acercamiento a 5 um en una zona de interés de la misma muestra.

5.00 50.0 nm

25.0 nm

0.0 nm

Digital Instruments NanoScope

Scan size 5.000 pm
Scan rate 1.969 Hz
Number of samples 512
Image Data Height
Data scale 50.00 nm

pm

Figura 35. Micrografia de AFM de 5 um de nanovarillas de ADN a 1 nM con 12.5 mM
de magnesio sobre mica.
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Se observa la presencia de nanovarillas de ADN de diferentes longitudes, asi como
algunos nudos formados por éstas. La formacion de estos nudos indica que las
nanovarillas de ADN presentan una alta flexibilidad y por lo tanto una baja rigidez.
Ademas, se identifican algunas aglomeraciones de nanoestructuras que pueden deberse a
interacciones “m-m stacking” entre los anillos de las bases expuestas en ciertas regiones
de la nanoestructura %, Mediante un analisis por corte seccional (ver A8) se midi6 la
longitud de 16 nanovarillas, teniendo en valor promedio de 174.10 nm, muy aproximado
al valor del disefio (163.52 nm). A su vez, se realizaron mediciones de la anchura y la
altura de las nanovarillas, teniendo un valor promedio de 52.67 nm y 8.22 nm
respectivamente. El valor de la altura de las nanovarillas es muy cercano a la establecida
en el disefio (~ 6 nm), sin embargo, el valor de la anchura promedio de las nanoestructuras
es alrededor de cuatro veces el valor esperado (12.39 nm). Esto puede deberse a la unién
de mudltiples varillas formando estructuras gruesas mas estables o al exceso de agua
remanente que se mantiene en la nanoestructura.

Es sabido que la concentracion de magnesio es critica para la formacion de las
nanoestructuras de origami de ADN ya que sus iones neutralizan la carga en los grupos
fosfatos de las hélices de ADN evitando su repulsion electrostatica. Por ello se preparo
una muestra bajo una concentraciébn mayor de magnesio, reportada en la sintesis de
nanoestructuras tridimensionales de ADN, para observar si se reduce la flexibilidad de
las nanovarillas 2. En la Figura 36 se muestra una micrografia de 3 um de las
nanovarillas de ADN a una concentracion de 5 nM en 1 x TAE 120 mM Mg?* sobre mica.
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Figura 36. Micrografia de AFM de 3 wm de nanovarillas de ADN a 5 nM con 120 mM
de magnesio sobre mica.

Contrario a lo que se esperaba, no se encontro un cambio significativo en la rigidez de las
nanovarillas. Esto indica que las nanoestructuras de ADN disefiadas tienen baja rigidez y
que prevalece la formacion de aglomerados y nudos. Para tener un punto de comparacion
se prosiguio a realizar la adicion de las nanoparticulas de oro bajo las dos condiciones de
concentraciones de magnesio.
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VLILIII Caracterizacién por AFM de nanolentes de oro.

Los resultados de caracterizacion por AFM de la adicion de nanoparticulas de oro a las
nanovarillas de ADN se muestran en la presente seccion. La muestra de origami de ADN
en 12.5 mM de magnesio junto con los conjugados de nanoparticulas de diferente tamafo
preparados por el método “salt aging” incubados sobre mica por 3 minutos a temperatura
ambiente se presenta en la Figura 37.
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Figura 37. Micrografia de AFM de 3 um de nanovarillas de ADN en 12.5 mM de
magnesio con conjugados de nanoparticulas de 5, 15 y 50 nm preparados por el método
“salt aging” incubados sobre mica por 3 minutos.

El numero de uniones de las nanoparticulas de oro con las nanovarillas de ADN es escaso
en estas condiciones. Ademas, se aprecia la aglomeracion de las nanoparticulas de 50 nm.
Por esta razon se incubo la mezcla de origami de ADN con los conjugados de
nanoparticulas por 90 minutos en una rampa de temperatura de 45 a 20 °C, para permitir
la hibridacién de las secuencias extendidas y las nanoparticulas. En la Figura 38 se
observa la micrografia de la muestra bajo estas condiciones.
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Figura 38. Micrografia de AFM de 3 um de nanovarillas de ADN en 12.5 mM de
magnesio con conjugados de nanoparticulas de 5, 15 y 50 nm preparados por el método
“salt aging” incubados por 90 minutos sobre mica.
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Después del periodo de incubacion de 90 minutos, se aprecia una mayor cantidad de
nanoparticulas unidas en las nanovarillas de ADN, sin embargo, no se encontrd la
formacion de trimeros de nanoparticulas de diferente tamafio. Debido a esto se opto por
colocar la muestra por un tiempo de incubacién de 8 horas a 30° C. En la Figura 39 se
muestra la micrografia de la union de una nanoparticula de 15 nm y una de 50 nm sobre
una nanovarilla obtenida después de este tratamiento.
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Figura 39. Micrografia de AFM de 1 yum de nanovarilla de ADN en 12.5 mM de
magnesio con conjugados de nanoparticulas de 15 y 50 nm preparados por el método
“salt aging” incubados por 8 horas sobre mica.

Al analizar mediante corte seccional la nanoestructura anterior (ver A8), se identifico que
ambas nanoparticulas se encuentran unidas sobre una nanovarilla de ADN de alrededor
de 7 nm de altura y 200 nm de longitud. Para comparar este resultado, se usé el mismo
tratamiento en la muestra de origami de ADN en 120 mM de magnesio. En la Figura 40
se presenta la micrografia obtenida para esta muestra.
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Figura 40. Micrografia de AFM de 10 um de nanovarillas de ADN en 120 mM de
magnesio con conjugados de nanoparticulas de 5, 15 y 50 nm preparados por el método
“salt aging” incubados por 8 horas sobre mica.
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Se puede identificar que el aumento en la concentracion de magnesio no genera un cambio
significativo en la union de las nanoparticulas de oro con las nanovarillas de ADN. Sin
embargo, se encuentran uniones de una o dos nanoparticulas en algunas nanovarillas.
Debido al incremento de las uniones de las nanoparticulas con el tiempo de incubacion,
se colocd la muestra a 12.5 mM de magnesio por 12 horas mas de incubacién a 30° C. En
la Figura 41 se presenta el resultado obtenido con este tratamiento
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Figura 41. Micrografia de AFM de 3 um de nanovarillas de ADN en 12.5 mM de
magnesio con conjugados de nanoparticulas de 5, 15 y 50 nm preparados por el método
“salt aging” incubados por 12 horas sobre mica.

Después de las 12 horas de incubacion no hubo un aumento notorio en el nimero de
nanoparticulas unidas a las nanovarillas de ADN, los resultados fueron muy parecidos a
los obtenidos en periodos de incubacién de 8 horas. Debido a lo anterior se opt6 por usar
el método “freeze-thaw” para preparar los conjugados de nanoparticulas, ya que se
reportan conjugados con una mayor saturacion de ADN, lo que aumentaria la eficiencia
en la formacion de los conjugados y, por consiguiente, su unién con las nanovarillas de
ADN B2 En la Figura 42 se muestra el resultado obtenido para una muestra de
nanovarillas y nanoparticulas en 12.5 mM de magnesio preparados con el método “freeze-
thaw” e incubados por 12 horas a 30° C.
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Figura 42. Micrografia de AFM de 1 um de nanovarillas de ADN en 12.5 mM de
magnesio con conjugados de nanoparticulas de 5, 15 y 50 nm preparados por el método

“freeze-thaw” incubados por 12 horas sobre mica.
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El uso de este método de preparacién de conjugados de nanoparticulas mostré un aumento
en el numero de nanoparticulas de oro unidas en las nanovarillas de ADN. Sin embargo,
no se encontro la formacion de trimeros de nanoparticulas de diferente tamafio ordenadas
colinealmente. En la Figura 43 se muestra la micrografia de nanovarillas de ADN y
nanoparticulas preparadas con el método “freeze-thaw” bajo una concentracion de
magnesio de120 mM y un periodo de incubacion de 12 horas a 30° C.
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Figura 43. Micrografia de AFM de 3 um de nanovarillas de ADN en 120 mM de
magnesio con conjugados de nanoparticulas de 5, 15 y 50 nm preparados por el método
“freeze-thaw” incubados por 12 horas sobre mica.

El aumento de magnesio en la muestra con conjugados preparados por el método “freeze-
thaw” no mostré6 un aumento en el numero de nanoparticulas de oro unidas a las
nanovarillas de ADN. Ademas, en ambas muestras preparadas por el método “freeze-
thaw” se observan algunas regiones degradadas en las nanovarillas. Esto puede ser debido
a la presencia de trazas de citrato en los conjugados preparados. Por lo tanto, este método
no es eficiente en la formacion de las cadenas auto-similares.

El aumento de tiempo de incubacion y el uso de diferentes métodos de preparacion de los
conjugados de nanoparticulas no mostraron una gran diferencia, puede ser debido a que
las regiones extendidas de las nanovarillas se encuentren parcialmente hibridizadas con
otras secuencias de la nanoestructura. Debido a esto se prosigui6 a realizar un “annealing”
con la mezcla de nanovarillas de ADN en 12.5 mM de magnesio y los conjugados de
nanoparticulas de oro preparados por “salt aging” en una rampa de temperatura de 80 a
20° C por 12 horas, esto con la finalidad de separar todas las secuencias y permitir la
hibridacion lenta de las mismas. En la Figura 44 se muestra los resultados obtenidos
después de este tratamiento.
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Figura 44. Micrografia de AFM de 1.5 um de nanovarillas de ADN en 12.5 mM de
magnesio con conjugados de nanoparticulas de 5, 15 y 50 nm incubados por 12 horas en
una rampa de temperatura de 80 a 20° C colocado sobre mica.

El tratamiento mostr6 tener un buen rendimiento en la formacion de dimeros con
nanoparticulas de diferente tamafio, aunque no fue posible identificar nanovarillas de
ADN individuales, solo algunos cimulos. En la Figura 45 se muestra un acercamiento en
otra regidn de interés en la misma muestra.
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Figura 45. Micrografia de AFM de 1 um de nanovarillas de ADN en 12.5 mM de
magnesio con conjugados de nanoparticulas de 5, 15 y 50 nm incubados por 12 horas en
una rampa de temperatura de 80 a 20° C colocado sobre mica.

Se puede apreciar la formacion de un trimero de nanoparticulas de diferente tamafio
colocadas colinealmente. Esto es un buen indicio de que las condiciones de preparacion
usadas permiten la formacion de dimeros y trimeros de nanoparticulas de oro de diferente
tamario. La cadena auto-similar sintetizada tiene una distancia de centro a centro entre las
nanoparticulas externas de alrededor de 172 nM (ver A8), la cual es muy cercana a la
longitud del nanolente disefiado. La posterior remocion del material organico con plasma
de oxigeno permitiria el uso de estos dimeros y trimeros de nanoparticulas en aplicaciones
plasmonicas, debido a que los sistemas tienen tamarios por debajo de la longitud de onda
de la luz en el rango visible.
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CAPITULO VII

CONCLUSIONES Y TRABAJO FUTURO

Se lograron sintetizar nanovarillas de ADN para su uso como soporte en la formacion de
cadenas auto-similares (nanolentes). El disefio propuesto de nanovarillas de ADN mostro6
tener una baja rigidez, contrario a lo que se esperaba. Por otra parte, el incremento de
concentracion de magnesio en la formacién de las nanovarillas no mostré un cambio
significativo, siendo mas eficiente el uso de la concentracion estandar de 12.5 mM.

Los métodos de preparacién de conjugados de nanoparticulas de ADN con secuencias
tioladas mostraron un bajo rendimiento en la a union de nanoparticulas de oro a las
nanovarillas de ADN. En particular el método “freeze-thaw” mostro generar una
degradacidn de algunas nanovarillas de ADN. Ademas, al variar el tiempo de incubacién
para permitir la union de las nanoparticulas, se observo que después de las 8 horas no
existia un cambio significativo en el nimero de nanoparticulas unidas por nanovarilla.

Por ultimo, la disociacion completa de las secuencias y su lenta hibridacién en un segundo
“annealing” permitieron la formacion de dimeros y trimeros de nanoparticulas de
diferente tamafio colocadas colinealmente. Estos sistemas pueden ser preparados sobre
sustratos de silicio y tratados con plasma de oxigeno para remover el material organico,
permitiendo su uso en aplicaciones plasmonicas. Ademas, un posterior recubrimiento de
las cadenas auto-similares con plata podria incrementar la respuesta plasmonica del
sistema, pues se reduciria la distancia entre nanoparticulas y se incrementaria la calidad
de resonancia plasmonica en la superficie de éstas.
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ANEXOS

A 1. Secuencia de m13mp18 (Andamio)

Obtenido de: Yanisch-Perron, C. Vieira, J. (1985) Improved M13 phage cloning vectors
and host strains: nucleotide sequences of the M13mp18 and pUC19 vectors. University
of Stanford.
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ttactettga
Cctttcaaagt
agtaacatgg
gttgbacttt
attetttege
gtttaatgga
taccctogtt
taactccotg
cattgtcggoe
ataaaccgat
Zaaasattat
gttgaaagtt
gacaaaactt
gtagtttgta
atccctgaaa
ggtggcggta
aaccctotog
tctocttgagg
aggcaggggog
acttattacc
aaattcagag
caaggcocaat
ggttctggtg
Lctgagggag

acctttteocag
Zatgrtatcta
tggaatgaaa
caccagatto
caattaaagg
gaagctogaa
gcaatcocgot
tcattotegt
gattcogoag
actteottttg
tatgatagtg
gttgaatgtg
cocgttagtto
ccagttctta
2agCCCaatt
gcagctttgt
TCgaaggtoag
tggtcagtto
agcaggtege
gtttcgoget
ctettbtegtt
aacttocctoa
ccgatgotgt
caagcotoag
gocaactatcg
acaattazag
Cattcgoaat
gtttagcaaa
tagatcgtta
ctggtgacga
atgagggtgg
ctaaacctcc
acggcactta
agtctcageoc
cattaactgt
agtacactcc
actgcgettt
cgtctgacct
goggototga
gocggttocgg

ctocgogocoo
atggtcaaac
cttoccagaca
agcaattaag
tactoctotaa
ttaaaacgcg
ttgettetga
tttotgaact
tattggacgc
caaaagocto
ttgetottac
grattoctaa
gttttattaa
Zaatcgcata
tactacteogt
tacgtbtgatt
ccagcctatg
ggttocooctta
ggatttogac
Tggtataatoc
ttaggttggt
TCgaaaaagoo
ctttocgotgoe
cgaccgaata
gtatcaagct
gotecttttg
tooctttagtt
accccataca
cgctaactat
aactcagtgt
tggctoctgag
tgagtacggt
tcogootggt
tcttaatact
ttatacgggc
tgtatcatca
ccattcoctgge
gcctcaacct
gggtggtggc
tggtggctct

aaatgaaaat
taaatctact
cocgtacttta
ctotaagoca
tocotgacotyg
atatttgaag
ctataatagt
gtttaaagca
tatccagtot
tcgotatttt
tatgocctogt
atoctcaactyg
cgtagatttt
aggtaattca
toctggtgtte
tgggtaatga
cgoctggtot
tgattgaccg
acaatttatc
gotgggggte
gocottogtag
tttagteote
tgagggtgac
tatcggttat
gtttaagaaa
gagocttttt
gtteostttoet
gaaaattcat
gagggttgtc
tacggtacat
ggtggocggtt
gatacaccta
actgagcaasa
ttoatgttte
actgttactc
aaagccatgt
tttaatgaag
coctgtcaatg
Lctgagggtg
ggttcoggtg




attttgatta
aaaacgogot
ctgotatoga
gtgattttge
taatgaataa
ttgtotttag
tocogtggtgt
ttgotaacat
attattgegt
taaaaagggc
gottaactcoa
tgttocagggt
ctoctgtaaag
ttgggataaa
tocgttagegt
ttgatttaag
ttagaataco
coctacgatga
cocogttottg
aattaggatg
gttotgoatt
ttgtoggtac
ttggogttgt
ctggtaagaa
cocggtgotta
atttaggtca
gtottgogat
aggttaaaaa
agocgtottaa
gocgacgattt
ttaaaaaagy
gtttcatecat
gtaacttggt
actgttactg
gttttacgtg
aatccaaaca
gataattoog
tttaaaatta
tctaatactt
agtgocacota
actgaccaga
tcCttcocatttg
ctocacctotg

tgaaaagatg
acagtotgac
tggtttcatt
tggototaat
tttoogtocaa
cgotggtaaa
ctttgogttt
actgogtaat
ttcoteggtt
ttoggtaaga
attcttgtgg
gttcagttaa
gotgotattt
taatatggot
tggtaagatt
gottocaaaac
ggataagoot
aaataaaaac
gaatgataag
ggatattatt
agoctgaacat
tLctatatctct
taaatatggo
tttgtataac
tccttatctta
gaagatgaaa
tggatttgoa
ggtagtotot
totaagotat
acagaagcasa
taattcaaat
cttottttge
attcaaagoa
tatattcatoc
ctCaataatttc
atcaggatta
ctoocttotgg
ataacgttog
ctaaatocoto
aagatatttt
tattgattga
ctgotggoto
ttttatcttoc

goaaacgota
gotaaaggoa
ggtgacgttt
tococcaaatgg
tattctacctt
coatatgaat
cttttatatg
aaggagtott
toccttetogt
tagctattgo
gttatctcte
ttoctooegto
tcatttttga
gtttattttg
caggataaaa
ctococgoaag
tctatatctg
ggocttgottg
gaaagacago
CCTCoCCgLLC
grtgtttatct
cttattactg
gattotcoaat
gocatatgata
acgoottatt
ttaactaaaa
tcagcattta
cagacctatyg
cgotatgttt
ggttattcac
gaaattgtta
tcaggtaatt
atcaggogaa
tgacgttaaa
tgatatggtt
tattgatgaa
tggttteottt
ggcaaaggat
aaatgtatta
agataacoctt
gggtttgata
tcagogtggo
tgctggtggt

ataagggggco
aacttgatto

coggeocttgo
ctcaagtogg
cococtoootoa
tctctattga
ttgocacctt
aatcatgoca
aactttgttec
tatttecattg
tgatattago
taatgogott
cgttaaacaa
taactggocaa
ttgtagotogg
tcgggaggtt
atttgettge
ttoctogatga
cgattattga
aggacttato
gtogtogtot
gotocgaaaat
taagoootac
ctaaacaggo
tatcacacgg
tatatttgaa
catatagtta
actttgataa
tcaaggatto
tcacatatat
aatgtaatta
gaaatgaata
tcogttattg
coctgaaaato
ggttecaatto
ttgoocatcat
gttocogoaaa
ttaatacgag
tctattgacg
coctcaattoo
tttgaggtte
actgttgoag
tocgttoggta

tatgaccgaa
tgtogotact
taatggtaat
tgacggtgat
atcggttgaa
ttgtgacaasa
tatgtatgta
gtteottttgg
ggctatctgo
tttettgete
goctocaattac
ccctgttttt
aaaatogttt
attaggoctot
gtgcaaaata
cgotaaaacg
tattgggogoe
gtgoggtact
ttggtttcta
tattgttgat
ggacagaatt
gooctotgoot
tgttgagogt
CCTCTCCCotago
tcggtattte
aaagttttct
tataacccaa
attcactatt
taagggaaasa
tgatttatgt
ACTCTCgQLTTC
attogococtot
tttotecocga
tacgocaattt
cttocataat
ctgataatca
atgataatgt
ttgtogaatt
gototaatot
tttetactgt
agocaaggtga
goggtgttaa
tttttaatgg

aatgoogatg
gattacggtg
ggtgotactg
aattcacctt
tgtogooott
atazacttat
ttttotacgt
gtattcogtt
Ctacttttct
ttattattgg
coctotgactt
atgttattet
cttatttgga
ggaaagacgo
goaactaato
cotegogtto
ggtaatgatt
tggtttaata
catgotogta
aaacaggogo
acttctacctt
aaattacatg
tggctttata
aattatgatt
aaaccattaa
cgogttottt
coctaagoogg
gactottoto
Ctaattaata
actgtttoca
cttgatgttt
gogogatttt
tgtaaaaggt
ctttatttct
tcagaagtat
ggaatatgat
tactcaaact
gtttgtaaag
attagttgtt
tgatttgooca
tgotttagat
tactgaccgo
cgatgtttta




actgaccaga
CCCCCATtttg
ctocacctotg
gggctatcag
attcttacgo
actggtogtyg
caaaatgtag
ctggatatta
actaatcaaa
ggtggoctca
atcoccoctttaa
tacgtgotog
COULggTggrt
cgotttette
ggggotooct
tttgggtgat
gttggagtcc
tatctogggeo
caggatttto
caggoggtga
gogoocaata
cgacaggttt
cactcattag
tgtgagogga
cggtaccogy
ttttacaacy
atcocoocttt
agttgogoag
coggaaagotg
gogcagatgoca
atcocgoogtt
atgaaagotyg
aaaaaatgag
aatttaaata
ggtacatatg
cagactctca
cggoattaat
cggoctttet
atatgagoat
attacagogt
gocttaatttt

tattgattga
ctgotggoto
tCctctacctto
ttocgogoatt
tttcaggtca
tgactoggtga
gtatttccat
coagoaaggo
gaagtattgc
ctgattataa
tocggooctoct
tCcaaagocaac
acqgocgoagog
cocttococCtto
ttagggttoo
ggttcacgta
acgttcttta
tattcttttg
gocctgoctggg
agggoaatca
cgocaaacogo
cococgactgga
gocaccocaqg
taacaatttc
ggatcotota
tocgtgactag
cgoccagotgg
cctgaatggeo
gotggagtgo
cggttacgat
tgttococacg
gotacaggaa
ctgatttaac
tttgcttata
attgacatgeo
ggcaatgaco
ttatcagcta
cacccocttttg
tCctaaaaatt
cataatgttt
gctaattott

gggtttgata
tcagogtggo
tgotggtggt
asagactaat
QgAaAagggrtot
atctgocaat
gagcgttttt
cgatagtttyg
tacaacggtt
asacacttot
gtttagctoo
catagtacgo
tgaccgotac
tocgocacgtt
gatttagtgo
gtgggocatc
atagtggact
atttataagg
QJCAasaccago
gotgttgooo
ctcoctococoogo
aagocgoggoag
ctttacactt
acacaggaasa
gagtocgacot
QJaaaaccoty
cgtaatagog
gaatggogot
gatcttootg
gocgoccatot
gagaatcoga
goccagacgo
asaaattctaa
caatcttoct
tagttttacg
tgatagoott
gaacggttga
aatctttaco
tttatcottyg
ttggtacaac
tgoocttgoot

tttgaggttc
actgttgoadg
tocgttoggta
agccattcaa
atctotgttg
gtaaataatcc
cctgttgoaa
agttettota
aatttgogog
caagattotg
cgototgatt
gocctgrago
acttgocago
cgoocggottt
tttacggcoac
gocctgatag
cttgttccaa
gattttgoog
gtggaccgot
gtoctogotgg
gocgttggcoy
tgagocgoaac
tatgottoog
cagctatgac
goaggoatgo
gogttaccca
aagaggooog
ttgeeotggtt
aggccgatac
acaccaacgt
cgggttgtta
gaattatttt
CcOCgaattot
gtttttgggg
attaccgtto
tgtagatcoo
atatcatatct
tacacattac
cogttgaaata
CcOgatttagot
gtatgattta

agcaaggtga
goggtgttaa
tttttaatgg
aaatattgtc
goCcagaatgr
CAtttcagac
tggctggogg
ctocaggoaag
Atgoacagac
gogtacogtt
CcCaacgagga
goocgcattaa
goocctagogo
cococgtcaag
ctogaccoca
acggttttte
actggaacaa
atttocggaac
tgotgoaact
tgaaaagaaa
attcattaat
gocaattaatg
gotocgratgr
catgattacg
aagottggoa
acttaatcgco
caccgatcgeo
tocoggoacca
gagtcgtogto
aacctatcoo
ctogotcaca
tgatggogrt
AAaCAaaaacat
cttttctgat
atocgattcto
tcaaaaatag
gatggtgatt
tcaggoattg
aaggcttoto
ttatgototyg
ttggatgtt

tgotttagat
tactgaccgo
cgatgtbttta
tgtgocacgt
cCcCcttttatct
gattgagogr
taatattgtt
tgatgttatt
tCcttttactc
coctgtotaaa
aagcacgtta
gcgcggcgag
cogotocttt
ctoctaaatcg
aaaaacttga
goocctttgac
cactcaacco
caccatcaaa
ctotcagggo
aaccaccctg
gocagotggoa
tgagttagot
togtgtggaat
aattogageot
ctggoogtog
CttOgCcagoac
ccttoccaac
gaagoggtgo
cooctCcaaact
attacggtca
tttaatgttg
cctattggtt
taacgtttac
tatcaaccgg
ttgtttgote
ctaccctoto
tgactgtcteo
catttaaaat
cogCcaaaagn
aggotttatt




A2. Secuencias de grapas para la formacion de nanoestructura de ADN

Inicio Secuencia Longitud
1[385] TGCCTAAGGTGGTTATGGCTA 21
0[62] TCCTCGTGAAACCATGGGCGC 21
9[119] GTCTTTCGGTCATAATTAAAG 21
8[48] CTCCCTCGAAGCCTATCAGATTTTGAATCAGGTTTTATAATCA 49

GAGCGG
4[244] TACTGCGATCATAACAACAATGAATAAC 28
4[370] AAGAGCATCAACGTATTTAGGTAAGAGC 28
9[203] AACGTCAATCGATACTGGTAA 21
2[496] CAATATGGGTAAAGAAATCTAAAATACC 28
1[91] CGCAACTCTATGGTAACCGTT 21
7[84] GATTGGCTGCGGGAAAAAGAACCGAAAGTAGCTCAGTAATGG 49
CAGGCTG
8[216] TGAAACCAAAATGAAATAATATGAATAACACCAGAGAAAAA 49
CGCGAGAA
11[434] ACTTTTTCCAGTATATTGGGCGACAGCC 28
9[182] ATAAGAAAGTAGCGTTTTGAT 21
7[105] ACAAATACAGGGAGCATCTTTTCAAAAATGCAACTGGAACAA 49
AGGGCGA
1[406] CACATTACAGGCGAGCGAACT 21
7[441] TTAGTACTTCCACATTGAGATTTCATCAATTTTTAAGCTATTAG 49
TCGGG
4[433] TTTAGGAGTAGTAAAAAGCCAGCAGATA 28
13[392] TTAGTCTATCTAAACCTGTAAAACGCCA 28
11[329] CATAGGTGAATATATAATCTTCAGCGGA 28
1[322] TTGTTATGTTGTTCAACAGAG 21
4[97] AGGAAGCTACACTACGTTTTTATCCTGA 28
2[517] CGGAGACGAAAGGCTGAGAGCTAAGGCG 28
9[56] AGATTAGACCACCGATTGACA 21
9[98] ATCTTACGTTTGCCTTCACAA 21
11[497] GACCGTGACACCGGAACTGGCCCCATGT 28
4[160] AATCAGGAGATTTGTTTCCTTAACAGCC 28
0[146] GCGTAACAGCTGGCATGTGAG 21
11[182] AAACAGTTGTAGAAGTCGAAATTGATAC 28
2[181] CTGGCCTGATTTAGTTATCAGTTAATGG 28
7[63] GGAGGTTAGCGAAACCAACCTGTTTTAATAATTGCGTGTAGA 49
GGCAAAG
2[139] CGAGTAATCATTCCGGATTATCAAAATT 28
4[223] ATTCATTGGAACGACAAGAAAAAATAGC 28
13[329] ATAGAACTGAGGATCAAAATTGACGATA 28
6[223] ATCAGCTTAACGGGTCACCAA 21
9[35] AGGTTTTAGAGCCGACCACCA 21
8[300] CACCGACACAAAGTGTCCAGAACGCTGACGACAACGACCAGT 49
TATTAAA
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0[398] GTTTGATTGAGTGACTGGAGC 21
11[224] |TCTGTAATCCTGAAGGCGCAGTCGGTTT 28
4[412] TAATGCATGACGAGGGCTTAAAGCCCTT 28
0[209] AGGAAGGCACGACGTAGGAAC 21
2[433] GATCTACACGCAAGGGCAAATCGAGAAA 28
13[140] |GTAGAAGATTGTTTATATAACCCTGACT 28
8[258] CAGTAGCCAGGGAAACGCGCCTCCCTTATAAAAGTTCTGAAA 19
TCTATCA
9[329] GAGATAAACGGAAAAAGAGAA 21
13[413] |GATAGCCTGAAAGGAAGCCTTATTCAAC 28
13[371] |GACAATAACTAACATTGTACCGCATAGT 28
7[315] GGCTGAGTAGAAAGACCTTCAAAATAGCAGGCAAAGAAAAG 19
CTGTGAAA
6[349] ACTTTCAGATTAGCGAAGGTA 21
11[350] |[TTTTAACATTTTCGATTCATTCTAAACA 28
6[286] TTTTTTCGGAACCTATTTGGG 21
71462] CCGCCACCAAACTATTTAATCACATTATTTTAAATTAAATTAA 19
GCTGCA
1[469] TTAATGAATTGCCCAACAGAG 21
2[349] CAATCATAAAGCCTATAGATAACTACCT 28
4[118] GATTGCAGACCCCCACTCATCAACGAGC 28
6[139] AACCGATGGAAAGCTCATCGG 21
7[189] GATACAGAAACAGCTCCGCGAAACAGTTATTAGATAAAATAA 19
AGGGTTT
0[20] AAAGGGAGATCGCACGACAGT 21
6[97] CCGCTTTCTTGATAATCTTTT 21
1[154] GGATGTGAGCGGTCACTATCG 21
7[168] GCGTCATTGCGCCGGCCTGATGACCATAACGAGTATCCTGTAG| 49
CGATTA
0[482] ACAGCTGATCGGCCACCGTTC 21
1[7] TCAGGAATTTTAGACAGGAAC 21
2[118] CTCCGTGAAAGTACGAAGGGTATGAAAC 28
4[139] ATTATAGGCGCGAAGGGTATTTAATTTG 28
0[293] GAACGTGTCGTAATTAAGCAA 21
13[161] |GCCTTGCCAATTCATCTGCGAAATCAAA 28
6[118] AGGCTTGAATCCTCGCCCCCT 21
ACTGTAGCAAAATAATCATTCTTTAACAAATCCTGAACTCAAA
8[153] CGCTGC 49
7[336] GGATTAGACAGTTTGACAAGAACCAGACAAGCAATATGTACC 19
CAATTCC
1[49] GGTGCCGTAGAATCAGTGAGG 21
0[461] CCTGGCCTCGTGCCATGCCGG 21
8[510] GTATGTTATTAAGAAGAATAATGATAAACAGCAGCCAACAGT 19
GTTTTTC
4[286] AGAGGGGTGAACGGAATAAACACTGAAC 28
2[55] ATCGTAAGATGGCTAGATTTTACCAAGT 28
11[161] |TTGAATTGGCTGTCTATCATCACAATGA 28
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8[27] CAGAACCTCCCGACCGGTATTATAACGGATACAGTCAGAATC 19
GCCGATT
9[497] TGGCATGAGCAAACACCCTCA 21
6[412] TAAAGTTAGCCCGGGAAAATT 21
4[475] CGGAACAATTGTGACCTGTTTGCAATAA 28
6[265] CAAAAAATTAATGCAAATCAC 21
13[35] GTGTTTTAACGTCAAGGTCATGACCGGA 28
9[266] AGACGGGGCCAGCACCCCTGC 21
8[426] TGTCACAAAAGTAAACGCTCAAAGAACGCAACAGTCTAAAAC 19
CTGGTTT
0[419] GCCCCAGATTGCGTATCAGGT 21
9[476] TAACGGACATAAAGACCGCCA 21
13[245] |TCAATCGTTGAGTACGCGAGCCGTCCAA 28
1[196] TCCCAGTGAAGAAAAGCCATT 21
13[497] |CCGCCTGAAATGAAATTCAAAAAAAATC 28
0[251] GATTTAGTGCAGGTTTCGCAT 21
1[28] CAGCTTTACAGGAGCTGAGAA 21
0[83] ACGAGCACGCCATTGATAGGT 21
11[140] |AATTACACAAGAACACAAAGTCACGCAT 28
4[496] TACGTTATTTTAAGAATCATAAAAGAAC 28
0[314] GAACAAGTTTCCTGCCCAAAA 21
6[13] AAGACTTCACCACCTCAGAGC 21
70273] CTATTTCACGTTGAGGACAGAGTAATAGACTAATAAATTGTAT| o
ACCGAG
0[377] CGGCAAATGTAAAGATGAACG 21
13[203] |GCAACAGAGGAGCGGCAAATGCCTCAAA 28
11[98] AGCAAAAAGCAAGCAAACACTTTAAAGG 28
9[14] GCGAACCGCCACCCCTCAGAG 21
1[238] GCATGCCAGCTTGATTGACGC 21
2[160] TTCATCATCCCAATTCAATATATTTCAT 28
13[287] |GTCACACTCGTATTCATTAACTTTTGCC 28
71147] CTGAATTCATCGCCACAACGGTCTTTACAGTTGATACATTAAG 19
AAAGGG
11[119] |AAACATCGTACCGCAGCGATTGTCGCTG 28
13[77] CCATCACACGTAAAAATGCTGACTTCAA 28
1[133] TTACGCCCACCACATGCCTGA 21
8[405] CATATGGTTACCGATTGAGAATGCAAATGAAGGTTTTAATGC 19
AAATCCT
8[342] AATATTGCCCACAAAATAAGACTGAGAGATACATTCCTTCTG 19
AGATAGG
9[434] GCCGAACGAATAAGAGGAGGT 21
6[307] TAAAGGATGAAAGTTCACCGT 21
11[476] |AATTTAAGAAAAAGATTACCTTTTCGTC 28
9[245] ATAAAAAACCATTAGCCCGTA 21
7142] GAGCCGCGAGGGTACGTAATGCGAACCATTTTGCGCCGTGCA 49
CGCTTCT
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2[286] ATATTTAGTAGTAGAAATCCTTAGCTTA 28
13[266] |TTTACATAACGTTACAATTCTTAAAATG 28
13[224] |GAAATACCGGAACATAGCTATCATAAAT 28
1[175] AGTTGGGCGCTAGGATCCAGA 21
1[280] CTCGAATGACTCCATTCACCA 21
13[182] |ACAATATTTCCTGATTTGACCCAGAAAA 28
712041 TGAAACAATTGCGAACCAGGCAAAGAAGATCCAATGATTGTA 19
CATGGTC
4[307] TTTTGCAGCATAGGTAATTCTCAGAGGG 28
1[70] CGCCATTCGTATAAAGTCTGT 21
4[76] ATATCGCAAAACGAAATCATTTTTGCAC 28
1[217] ACGACGGGAACGTGGCTCATG 21
11[287] |GATTAAGCGACGACTGTACAGATAATAA 28
7[210] TAAGTTTTGCTTTCCTTAGCCGAATCCCGTCAATATAACCAAT 49
TGTAAA
0[335] GTTGAGTCCGCTCACCGGTTG 21
1[112] TCGGTGCTGCGCCGTTGATTA 21
8[447] CACCACGAAAGTTAATTCTTACAAATATATATCTGTACCGAAA| o
GTTGCA
0[125] CGCTTAAGGGCCTCTCGGATT 21
1[259] AGAGGATAAAACCGTGGATTA 21
2[223] CATTTTTACCTGTTAAGAAACCCTTGCT 28
2[454] AGAGGGTGAACCCTTCAATCAATTTTAG 28
9[392] AGCTATCTTTACCAGTTGATA 21
6[475] ACCAGTACCTCAGAGTGGCAA 21
6[181] CGATAGTACATGGCACAGAAT 21
11[308] |CAATAGTGGTAAAGCTGGCTGGAACAAC 28
0[167] CAAGTGTCTGCAAGGCCAGCT 21
2[475] TAGCTGAGCAATGCTGAACCTTGACCTA 28
8[363] CCGATTGCCAATAACAGAGGCCTCCGGCGATTAGAGAATACG 49
ATAAATC
13[476] |GTGAGGCACCTTGCCTGAGTAGAACTAA 28
11[35] TGATTGCATAGAAGTAAAATAGCAACGG 28
11[455]  |[TTAATTTTATGCGTTTTCAACCAACGCC 28
4[454] AGAAAGAGGTTTAATATACAACCAGAAG 28
13[119] |GTAATAAAATAATGGGTGTCTCAAAGCG 28
6[433] CTCATAGCGTACTCTTTATTT 21
9[350] GTTAAGCAGGGAGGGGGGTTT 21
6[202] ATTTCTTGAGTGTAGCAGCAC 21
7[126] CCAGAATATATTCGATACCAATCAGAAGGGAAGTTCAACCCG 49
TTCGCTA
6[160] CAACAACTACCGTTGCGTCAG 21
6[244] AGCCTTTTAACAGTCCATTAG 21
9[308] TAATTGATGAATTAATTAAGA 21
13[98] GTAGCAATACCATATTAAATAGATTAAG 28
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8[111] TATTAGCCAACGCTGAGAACAGAAGATGTAGAACCTACTTCT 49
CTACAGG
7[504] TTTTCAGATAGGAATCATTATTGGGAAGAGGGTGAAGTCAAA 49
TGCGTAT
0[230] AGCCGGCCCAGTGCATCAGCT 21
2[370] GTAATCGAAATCGGACTAATATTAGGTT 28
0[188] GAGCGGGTAACGCCTTCGCGT 21
1[343] ACACAACTAGCCCGACCTGAA 21
11[245] TTAATTTTGTTTATGGGAACCCAAAAGG 28
6[496] ACCGTAAAGCCACCGTAGAAA 21
7[378] GTGCCGTGTAAATGCTGCTCATTACGAGAAAAACAAGAATCG 49
CCTGGGG
11[371] GGGTTATACATGTAAACAAAGAATTTTC 28
6[76] CCTCAGCGAGGCAGCCGGAAC 21
11[77] ATTATTCTCGTAGGAAGAGGCTCGTCAC 28
13[56] CCACCGAATTGCGTTAGAGCTTTCGAGC 28
6[34] CTACAGACAGAACCCCACCCT 21
4[328] AAAACCATCAAGAGAAGTACCTATCAGA 28
9[224] AGCCTTTGGAAACGGTCAGTG 21
6[454] TGTAGCACGCCACCGCAAAGA 21
2[244] TAAATTTTTTGGGGACATTATCTATTAA 28
1[490] GGGGAGACAGTGAGATTAACA 21
7[420] GTATCACTTAGCGTAGAACGAATACCACTATTTCAAAAGGCTT 49
GCGCTC
11[14] AGAAACACTAAGAAAGGAAGTAGGACTA 28
8[321] TTAAAGGGCGCTAAGACAAAAGAATTTATATTAGATCTGGCC 49
CAGTTTG
0[104] GCGCGTAGTTGGGAACGGCGG 21
8[237] CAAGGCCACAGAGAAGATAAGATCGTCGCATTTTGCTACATT 49
CGGGGAA
2[13] ATCGGCCAGTACCTCCTTTTACATCGGG 28
2[265] ATATTTTGTGGCATTTAATTTGAATCCT 28
8[195] CGTAATCACGATTTACGAGCAACATAAACATCATATACCGCC 49
GCGAAAG
8[132] CATTTTCCAGAGCCAAACCAAAAGAAAAACTTCTGCATCACT 49
CCCGCCG
4[181] CGAGAATAAATTGTACCAATCAATCCAA 28
8[279] AATTAGAAGAATTAAACATGTATAGCGATTGCCCGTGGCAGA 49
ACGTCAA
2[391] AAACAAGTTATGACATATCTTTATGTAA 28
9[371] AAGAAACAGGGCGACGGATAA 21
4[34] AGCAAACAAACGGGGCTTATCTTGCGGG 28
2[76] CACGTTGTGAATATACAGAAAGAGGCGA 28
4[391] AAAGGAATTCAGTGATTTAACTAGCAAT 28
2[97] ATTGACCACATGTTTCAAAATTTACCTG 28
9[77] CCAGCTAAAAATCAGTCAGAC 21
2[34] GTTTGAGTGATAAGGATGAATATTCGCC 28
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2[328] ATAATCAGAATTAGTTAGAAGTCAAAAT 28
7121] CCGCCACGGCTTTGTTCCATTTCCAACACTCCTTTGGGACGAC 19
TCCAGC
2[412] CATTGCCGCGGGAGAATTGAGCCAATCG 28
11[392] |ATGCTGATCGCCATAATAAGGCTTTCCA 28
6[391] GACGTTACGAGAGGGCGCCAA 21
71252] TAAACAGAAGGCTCGAACTGATGGATAGTGAAAAGGTTAAAA| o
CGACTCT
4[349] CTCGTTTACCGGATAGCCAGTGAATTGA 28
8[489] ATACATAATACCCAATTACTATGGTTTGAAGCATCGGTCAGTA| ¢
CGGGCA
1[511] TGGGCGCCAGGGTGGCCACGC 21
6[370] TGTATGGTACCAGGCATTCAA 21
13[350] |AGCGTAAGCCGTCACAGAGCACATAACC 28
4[202] TGCTTTACCTGCTCCTAATTTTTTGTTT 28
11[203] |ATGTGAGTCCCATCCATGTTAGAGGTGA 28
2[202] GCCATCAACATTTCGAATTATTCAATAT 28
9[140] CCAGTTACGCGTTTGCAGTCT 21
8[384] AGACAAAAATGAAAAACGCCAATAACTATAGGAGCTTTTTGA 49
CCGAAAT
0[503] TTTTCACGGCGGTTTCACCAT 21
13[455] |CCAGCAGCAAACCCCATATATTACAGGT 28
0[440] GCAAGCGGCTTTCCTTTGAGA 21
9[161] ATATTATGCCTTTACCAGTAA 21
6[328] GTGAGAAACTCCTCTTATTCA 21
8[468] CATATAAAGGAAACAGTATCACATCTTCCAAATATAAGATAA 19
TTCACCG
13[308] |GGGACATCTTTACAACAGGCAGAGAGGC 28
11[266] |TGAAAACTCAGCTATGAAAGAAAATCTC 28
1[364] CATAAAGATCCCTTTGGCACA 21
2[307] ACAGGAAAAATCATAACAATTGAAGAGT 28
8[69] CAGAGCCTTGCTATACCGCGCTCGCGCATAAAGAAGTAAAAG 19
CGTGCTT
4[13] ATTAGAGTTTCATGCGCGAGGCGTTTTA 28
9[287] ACCCTGATTGAGCCATTATTC 21
4[517] AGGACGTACCAGTCTTAAATACTCCTTA 28
13[434] |TTAAAAAGTCAGTTGATAAAAGTTGAGA 28
1[301] ATAGCTGAGTCCACAATAAAA 21
13[14] GGTACGCAACAGTATTAATTGGGTCAGG 28
71483] CCCTCAGCACTGAGTATGCGAATAAAACATGTGTAATATTCA 19
AACGCGC
1[448] AAACCTGCTGAGAGCGAACCA 21
0[41] GAGCTAACCGGCACTCTGCCA 21
4[55] TTCAAAGCCACTACCAAGCAATAAATCA 28
9[455] GAAACCGAAGAAACCTCAGAA 21
11[56] TACAAAACCAATAGGAAGGCAGACAGCA 28
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6[55] TCGGAACCGCCAGCGAACCGC 21
0[272] AGGGCGACCCCGGGAACGTTA 21
7[399] TAAGTATTTGTCGTCTTGCCCGATACATTACTTTTTGAGAGTG 49
CTAACT
7[357] TGCTCAGGATTTTGACCCAAAACACTATTAAAGCTTAAAACTC 49
CGGAAG
8[90] CATAATCCAATTTTATTTTCAATTTCAATATTTGCGCAAATTTG 49
CTTTG
9[413] TTTAAGAATCAATAAATAGGT 21
7[231] CCTTGAGAATTGTAACGGTCAGAATCGTATTTTCATTGTTAAC 49
AAGCTT
0[356] AAAAGAAATACGAGAGCATGT 21
8[174] CAAGTTTTTATCCCAATAATCACCTTTTATGATGGTGGTAATG 49
CGCTGG
11[413] CAAGACAACAGTAGAAACACCAACGATC 28
1[427] ACTGCCCGTCCACGATCGCCA 21
6[517] AAGCCCAGGATAGCTTACGCA 21
4[265] TTTAGACCCAACTTATGCAGAGCGCATT 28
A3. Secuencias de grapas extendidas para la union de NPs de 5 nm
Etiqueta Secuencia complementaria en NP Longitud
5'Thiol_BS |/5ThiolMC6-D/ TTTTTTGTTIGTTIGTTGTTG 19
Inicio Secuencia grapa extendida * Longitud
0[482] ACAGCTGATCGGCCACCGTTCTTTTCAACAACAACAACAA 21
11[476] AATTTAAGAAAAAGATTACCTTTTCGTCTTTTCAACAACAA )8
CAACAA
13[497] CCGCCTGAAATGAAATTCAAAAAAAATCTTTTCAACAACAA )8
CAACAA
*en rojo se muestra la extencion complementaria adicionada a la grapa.
A4. Secuencia de grapas extendidas para la unién de NPs de 15 nm
Etiqueta Secuencia complementaria en NP Longitud
BS 3'Thiol |ATTATTATTATTATTTTTT/3ThiolMC2-D/ 19
Inicio Secuencia grapa extendida * Longitud
2[391] AATAATAATAATAATTTTTAAACAAGTTATGACATATCTTT 40
ATGTAA
6[391] AATAATAATAATAATTTTTGACGTTACGAGAGGGCGCCAA 47
2[412] AATAATAATAATAATTTTTCATTGCCGCGGGAGAATTGAGC 40
CAATCG
6[412] AATAATAATAATAATTTTTTAAAGTTAGCCCGGGAAAATT 47

*en rojo se muestra la extencion complementaria adicionada a la grapa.
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Ab. Secuencia de grapas extendidas para la union de NPs de 50 nm

Etiqueta Secuencia complementaria en NP Longitud
5'Thiol_BS [5ThiolMC6-D/ TTTTTTT TTTTTT TTT TTT 19
Inicio Secuencia grapa extendida * Longitud
0[167] CAAGTGTCTGCAAGGCCAGCTTTTTAAAAAAAAAAAAAAA 40
13[140] GTAGAAGATTGTTTATATAACCCTGACTTTTTAAAAAAAAA 47
AAAAAA
11[161] TTGAATTGGCTGTCTATCATCACAATGATTTTAAAAAAAAA 47
AAAAAA
0[188] GAGCGGGTAACGCCTTCGCGTTTTTAAAAAAAAAAAAAAA 40
13[203] GCAACAGAGGAGCGGCAAATGCCTCAAATTTTAAAAAAAA 47
AAAAAAA
11[182] AAACAGTTGTAGAAGTCGAAATTGATACTTTTAAAAAAAA 47
AAAAAAA

*en rojo se muestra la extencion complementaria adicionada a la grapa.
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A6. Calculos para preparar las soluciones de activacion de las secuencias tioladas

Concentracién de secuencias tioladas:

Secuencia Concentracion (uM)
Backfill (5 TTTTT Thiol 3”) 916.776
5> Thiol TTT ... 3’ 490.490
5 ATT... Thiol 3’ 490.733
5’ Thiol GTT... 3’ 98.854
Concentracion de nanoparticulas:
Tamafio Concentracion
5nm 5 x 101 NPs/mL
15 nm 1.4 x 102 NPs/mL
50 nm 4.5 x 101 NPs/mL
[4uNps 5 nm] = (2 107 NPs/ml ( Lol ) =8.3028 X 10™°M
u nml = 1x10-3L 6.022 X 1023 AuNPs) _
= 83.028 nM
[AuNPS 15 nm] 14 x 107 NPs/mL ( L mol ) 2.324 x 107°M
= = - X
u nm 1x10-3L 6.022 x 1023 AuNPs
= 2.324 nM
AWNPS 50 ] = 4.5 x 10'° NPs/mL ( 1 mol )
u nml = 1x10-3L 6.022 x 1023 AuNPs

=7.472x10711M = 0.0747 nM

** Calculos para las nanoparticulas de 5 nm **

Se tomd una relacion 1:5 entre los moles de nanoparticulas y de la secuencia tiolada.

El volumen empleado se calculé con base en la siguiente igualdad de moles:

VsecuenciaCseucencia= VNPSCNPS X5

v _ YnpsCnps o 5 — [8.3028x10~8M|[5x1073L
secuencia — ~ . - _
Csecuencia [98.854%x1076M]

I« 5=20.99 uL de secuencia
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Con base en la relacién establecida en la Tabla 3 se establecid un volumen de referencia
con las mismas cantidades de moles que las usadas en la tabla, pero usando la
concentracion de nuestra secuencia.

Vsecuencia—ref Csecuencia referencia Creferencia

v ' _ VreferenciaCreferencia _ [15 X 10_6[’] [100 X 10_6M]
secuencia—ref Csocuencia [98.854 x 10~°M]

= 15.1738 uL

Usando ese volumen de referencia con nuestra concentracion de secuencia, se estimé la
cantidad de TCEP:

S5uL - 15.38 uL
Xul — 20.99 ulL
X =6.916 ulL de TCEP

Al igual que el caso anterior, usando el volumen de referencia, se calcul6 la cantidad de
10 X TE a usar:

1.66 ulL - 15.38 pL
XulL > 20.99 uL

X=292ulLdel10XTE

** Célculos para las nanoparticulas de 15 nm **

Se tomo una relacion similar a la usada con las nanoparticulas de 5 nm

El volumen empleado se calculé con base en la siguiente igualdad de moles:

Vsecuenciacseucencia= VNPSCNPS X 5

v _ VapsChps g _ [8.302x1078M]|[5x1073L]
secuencia — ¢~ T [490.733x1076M]

X 5 =4.229 ul de secuencia

Con base en la relacioén establecida en la Tabla 3 se establecié un volumen de referencia
con las mismas cantidades de moles que las usadas en la tabla, pero usando la
concentracién de nuestra secuencia.

Vsecuencia—ref Csecuencia referencia Creferencia

Vreferenciacreferencia _ [15 X 10_6L][100 X 10_6M] — 3056 ‘uL
Csecuencia [4‘90733 X 10_6M]

Vsecuencia—ref =

Usando ese volumen de referencia con nuestra concentracion de secuencia, se estimd la

cantidad de TCEP:
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S5uL — 3.056 uL
XulL — 4.229 ulL
X=6.919 uL de TCEP

Al igual que el caso anterior, usando el volumen de referencia, se calcul6 la cantidad de
10 X TE a usar:

1.66 uL — 3.056 uL
XuL — 4.229 ulL

X=2.297ulLde10XTE

** Célculos para las nanoparticulas de 50 nm **

Se tomd una relacién 1:3000 entre los moles de nanoparticulas y de la secuencia tiolada.

El volumen empleado se calculé con base en la siguiente igualdad de moles:

Vsecuenciacseucencia= VNPSCNPS X 5

_ VnpsCnps

[8.302x1078M][5x1073L]
Vsecuencia = X5 =

Csecuencia [490.89x1076M]

x 3000 = 4.228 uL de secuencia

Con base en la relacién establecida en la Tabla 3 se establecid un volumen de referencia
con las mismas cantidades de moles que las usadas en la tabla, pero usando la
concentracion de nuestra secuencia.

Vsecuencia—ref Csecuencia referencia Creferencia

|4 iaC. - 15 x 107°L][100 x 10~°M
Vsecuencia—ref — referencia“referencia _ [ ][ z ] — 3055 ML
Csecuencia [4‘9089 X 10 6M]

Usando ese volumen de referencia con nuestra concentracion de secuencia, se estimo la
cantidad de TCEP:

5uL — 3.055 ulL
Xul — 4.228uL

X = 6.919 uL de TCEP
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Al igual que el caso anterior, usando el volumen de referencia, se calcul6 la cantidad de
10 X TE a usar:

1.66 uL — 3.055 uL
XulL — 4.228 ulL

X=2297ulLde10XTE

** Célculos para el backfill para todas las nanoparticulas **

Después se siguid el mismo procedimiento para estimar las cantidades necesarias para
preparar el backfill.

Se tomd una relacion 1:60 entre los moles de nanoparticulas y de la secuencia tiolada.

El volumen empleado se calculd con base s la siguiente igualdad de moles:

VsecuenciaCseucencia= VNPSCNPS %X 60

VnpsCnps [8.3028x1078M|[15%x1073L]
Vsecuencia = ———— X 60 = -
Csecuencia [916.776x10-6M]

X 60 = 81.508 uL de backfill

Vsecuencia—ref Csecuencia referencia Creferencia

|4 iaC. - 15 x 107°L][100 x 10~ °M
Vsecuencia—ref — referencia“referencia _ [ ][ - ] — 1636 ML
Csecuencia [916776 X 10 6M]

Usando ese volumen de referencia con nuestra concentracién de secuencia, se estimo la
cantidad de TCEP:

5uL — 1.636 ulL
XuL — 81.508 ulL
X =249.10 uL de TCEP

Al igual que el caso anterior, usando el volumen de referencia, se calculé la cantidad de
10 X TE a usar:

1.66 uL = 1.636 uL
XuL — 81.508 ulL

X =82.7037uLde10 X TE
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AT7. Imégenes del proceso de precipitacion de nanoparticulas.

Figura Al. Nanoparticulas de oro después de 12 horas con BSPP.

Figura A2. Nanoparticulas de oro con 130 mg de NacCl.

Figura A3. Nanoparticulas de oro centrifugadas después de agregar NaCl.
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A8. Andlisis por corte seccional de micrografias de AFM.
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