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RESUMEN

En el presente trabajo de tesis se organizaron nanoparticulas de oro (AuNPs) en estructuras tipo
celda unitaria cubica, utilizando la técnica de DNA origami, esto como una nueva técnica de sintesis de
supercristales. Dichas estructuras cubicas fueron pensadas imitando la forma en que los atomos se
organizan en materiales cristalinos; el DNA simul¢ las aristas del cubo y las nanoparticulas se colocaron

en los vértices.

En el primer capitulo se describe de manera detallada el concepto de nanomateriales, como se
sintetizan, sus aplicaciones, su clasificacion, y en particular, las propiedades que presenta el oro en escala
nanomeétrica y cuando se organiza en estructuras tridimensionales. Se explica de igual forma el principio
de la técnica de DNA origami y como ha evolucionado en los ultimos anos para producir diferentes

estructuras y materiales hibridos metal — DNA.

Mas adelante, se describe la metodologia empleada para la produccion los cubos de DNA origami -
AuNPs, la cual consistio en primero obtener el DNA gendémico circular de cadena sencilla del fago M13,
mismo que sirvio como molécula andamio para el origami; seguido de la sintesis de nanoparticulas de oro
utilizando un método libre de surfactantes. Posteriormente, se disefiaron las secuencias de los oligos
(grapas) que plegaron la molécula de DNA, se funcionalizaron las nanoparticulas de oro con oligos
tiolados en el extremo 3’ y finalmente se hibridaron las grapas con el DNA gendmico junto con las
nanoparticulas funcionalizadas, para producir el ensamble del cubo de DNA origami — AuNPs. Las
AuNPs, el DNA y los ensambles fueron caracterizados por medio de técnicas como dispersion dinamica

de luz (DLS), espectroscopia UV-Vis, microscopia electronica de transmision (TEM), entre otras.

Finalmente, se muestran los resultados de las técnicas de caracterizacion en las diferentes etapas del
método y se hace una discusion de lo obtenido para inferir conclusiones respecto a los ensambles

producidos de DNA origami y AuNPs.

Palabras clave:

= DNA origami * Plasmon de resonancia superficial
= Nanoparticulas de oro * Acoplamiento de plasmones

= Supercristales
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1. INTRODUCCION

1.1. Nanomateriales

1.1.1. Concepto, propiedades y aplicaciones

Las palabras '"nanotecnologia", '"nanociencia", '"nanomateriales", '"nanoestructuras" 'y
"nanoparticulas" han sido ampliamente utilizadas en los ultimos afios debido al gran interés que han
despertado los nanomateriales por sus propiedades Unicas. La nanotecnologia y la nanociencia se
fundamentan en el estudio de los fendémenos ocurridos a nano escala en los llamados nanomateriales. Esto
ha creado un nuevo dominio cientifico que se enfoca en la invencidn, creacion y aplicacion de
nanoestructuras o nanomateriales, lo que ayuda a comprender mejor las relaciones entre las propiedades

o fenomenos fisicos y quimicos de los materiales y sus dimensiones.

Se define a los nanomateriales como un tipo de material en el que al menos una de sus dimensiones
estd entre uno y cien nanoémetros (nm). Estos materiales representan el punto medio entre dtomos o
moléculas, y la materia en bulto. Seglin el nimero de dimensiones que el material tenga en el régimen
nanométrico, los nanomateriales se pueden clasificar en cuatro (véase figura 1): Materiales de dimension
cero, donde las tres dimensiones miden menos de cien nm, dando lugar a las nanoparticulas (NPs);
materiales de una dimension, en el cual dos dimensiones permanecen en el intervalo nanométrico y una
dimension tiene una longitud variable (nanoalambres o nanotubos); materiales de dos dimensiones, que
forman nanopeliculas o nanocapas al conservar solo una dimension en el régimen de nm; y finalmente,
materiales de tres dimensiones con el que se crean cuerpos nanoestructurados a partir de la organizacion

de materiales de dimension cero (nanoparticulas), lo que forman los llamados supercristales [1].

Tipos de NM seguin su
dimensién
oD 1D 2D 3D
Nanoparticulas Nanohilos Nanocapas Nanoestructurados
Nanocristales Nanotubos Peliculas

Nanoclusters

P 5P F
s tesy
i
3 .
el

Figura 1. Clasificacion de nanomateriales segiin su dimension. Adaptado de la referencia [2].
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Los materiales en escala micrométrica, en su mayoria muestran propiedades fisicas iguales a la
materia en bulto; sin embargo, a escala nanométrica muestran propiedades diferentes. Una de las razones
por las que se presentan estas propiedades diferentes, es debido a efectos de superficie, ya que, debido a
que el nimero de atomos superficiales se convierte en una fraccion significativa del nimero total de
atomos (véase figura 2A) al disminuir el tamafo, la dispersion aumenta. Por otro lado, la energia
superficial es crucial para la estabilidad térmica, los materiales en el intervalo de la nano escala presentan
un escalamiento respecto de algunas propiedades termodindmicas, como en el caso de la temperatura de
fusion, la cual puede disminuir en decenas o centenas de grados (°C) a medida que la nanoparticula
disminuye de tamafo. Otra razoén por la que se presentan propiedades diferentes a escala nanométrica es
por efectos de confinamiento cudntico, a medida que los materiales tienen menor cantidad de a4tomos, hay
menos orbitales moleculares y menor densidad de estados; por tanto, las diferencias en la energia que se
requiere para hacer que los electrones pasen de la banda de valencia a la banda de conduccion, son mayores
(véase figura 2B). Por ello, materiales ferroeléctricos y ferromagnéticos pueden perder propiedades
eléctricas y magnéticas, semiconductores en bulto se vuelven aislantes, fluoréforos emiten en otras

longitudes de onda, etc. [3].

Efectos de superficie Efectos de confinamiento cuantico
A B
macroscopic 4—————P§ Mesoscopic <«—————P microscopic
1.0qm
] . @ size-induced metal-insulator transition
. o g;
081 w S R
] u : ZEES
§ os] 4
7] " :
5 . E- ——5=0 — 3<KkT
& o044 ® =
[m) L] —
AN —
.\ proom—
0.2 - o —
e bulk metal metallic clusters  insulating clusters  atoms &
— & particles & particles molecules
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Figura 2. Efectos por los que los nanomateriales son diferentes a la materia en bulto. A) Efectos de superficie, grafico del
numero total de atomos (n) vs fraccion de los atomos en la superficie (dispersion). B) Efectos de confinamiento cuantico,
evolucion de la banda prohibida a medida que el numero de atomos cambia. Adaptado de la referencia [4].
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Estas propiedades de los nanomateriales ya han sido aplicadas y hoy en dia es comun encontrar
nanoparticulas en la ropa deportiva como inhibidor de malos olores, en las cremas bloqueadoras de rayos
UV y en la industria de la construccion y la automocion. Entre muchas aplicaciones, en el campo clinico,
las NPs se utilizan para el transporte de farmacos mejorando la selectividad, es decir, localizan de mejor
manera el sitio de accion donde se liberara el medicamento, con una velocidad de apenas unos segundos,
en comparacion con otros acarreadores que hacen efecto al cabo de 10 o 15 minutos. Ademas, por su
tamano reducido y su forma pueden suministrar sustancias que faciliten la identificacion de las células y
tejidos, trabajando como biosensores para la deteccion de alguna anomalia en el cuerpo o incluso es
posible que se adhieran a un agente antimicrobiano como antibiodticos, antimicoticos, antiparasitarios,
antivirales o antisépticos, para que actlien como transporte sobre la NP. Son capaces de impulsar el
crecimiento 6seo al permitir la regeneracion de huesos y se afiaden a resinas de piezas dentales para

implantes [5].

1.1.2. Métodos de sintesis

La sintesis de nanomateriales de forma quimica o fisica es efectuada principalmente mediante dos
estrategias (véase figura 3), la primera es una técnica descendente y se conoce como “top down” y consiste
en la division de un material en escala macro mediante procesos fisicos o quimicos hasta formar particulas
de tamafio nanométrico. Esto se puede lograr de varias maneras: la deposicion quimica en fase vapor, que
consiste en la sublimacion de una molécula volatil dentro de una cdmara al vacio para crear una pelicula
o capa delgada en la superficie de un material; la evaporacion térmica, ocurriendo cuando las moléculas
que se depositaran se calientan y evaporan, formando una nanocapa en la superficie de un sustrato; la
molienda mecénica intensiva, que implica el uso de un molino bajo condiciones controladas para reducir
el tamafio de las particulas; y la ablacion laser, que es cuando un laser incide en un material solido o

liquido para producir nanoestructuras de alta pureza [6, 7].

El segundo método para la sintesis de nanomateriales es una técnica ascendente y se conoce como
“bottom up”, en la cual se forman nanoparticulas a través de la union de d&tomos o moléculas hasta obtener
particulas de tamafio nanométrico. Se utilizan de forma general procesos quimicos, tales como: reduccion
fotoquimica o radioquimica, que fabrica NPs en su mayoria metalicas utilizando energias de 60 a 104 eV;
microemulsiones, que estabilizan dos agentes no miscibles en presencia de un estabilizante, creando

particulas en la escala nanométrica; microondas, donde la energia ocasiona colisiones que llevan a

[ 3 L
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reacciones quimicas que forman NPs; reacciones redox, que utilizan oxidantes y reductores para la sintesis

de NPs a partir de sales metalicas [8].

TECNICAS DESCENDENTES TECNICAS ASCENDENTES
(TOP-DOWN) (BOTTOM-UP)
-
.o, N
e, ® e,
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e
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monocapas NANOPARTICULAS SINTETIZADAS

Figura 3. Métodos de sintesis de nanoparticulas. Tomado de la referencia [5].

1.1.3. Tipos de nanomateriales

Los avances recientes en la nanotecnologia han probado que las nanoparticulas poseen propiedades

que varian dependiendo el método utilizado para su sintesis. Los diversos métodos de sintesis de

nanomateriales llevan a diferentes tipos de nanoestructuras que exhiben propiedades fisicoquimicas

unicas. A continuacion, se mencionan algunos ejemplos de nanomateriales que se han logrado sintetizar

[9]:

»  Nanotubos a base de carbono. Son estructuras en las que hojas de grafito de grosor nanométrico

son enrolladas en forma de cilindro. Estas configuraciones tubulares pueden ser nanotubos de una

pared o nanotubos de paredes multiples.

= Fulerenos: Con apenas 0.7 nanometros de didmetro son estructuras compuestas por 60 atomos de

carbono que se arreglan en forma de icosaedro truncado. Su forma al igual que un bal6n de soccer

tiene 20 hexagonos y 12 pentagonos y es altamente simétrica.
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= Puntos cudnticos: Son nanocristales de materiales semiconductores que miden entre 2 y 10 nm.
Consisten en un nucleo inorganico semiconductor y una capa orgéanica que, en conjunto, fluorescen
cuando se les incide luz.

»  Nanoparticulas tipo core-shell: Son nanoparticulas que contienen un nucleo de un material y una
capa superficial de otro material distinto, pueden ser metal-metal o no metal-metal. Las
propiedades de las nanoparticulas core-shell pueden ser sintonizadas simplemente modificando la
relacion de espesor nucleo/capa.

»  Dendrimeros: Son una clase Unica de polimeros, son estructuras ramificadas tipo arbol cuyo
tamafio y forma pueden ser controlados de manera precisa. Son sintetizados a partir de la
polimerizacion de monomeros, adquieren una estructura esférica que resulta en la formacion de
cavidades internas que pueden ser utilizadas como transporte de otras moléculas.

»  Mesoporos: Son estructuras porosas con una alta densidad de poros monodispersos con didmetros
entre 2 y 50 nm. Su ventaja es que no permiten el paso de ciertos compuestos y pueden ser
potencialmente utilizados para proteger materiales bioldgicos.

»  Nanoparticulas metdlicas: Son particulas de entre 1 y 100 nm sintetizadas con metales, y pueden
ser esféricas, tetraédricas, piramidales, ctbicas, etc. Se han utilizado diversos metales para su
sintesis, sin embargo, las de oro y plata han sido las de mayor importancia por sus usos potenciales
en el campo de la medicina. Este tipo de nanoparticulas pueden ser funcionalizadas en la superficie
con relativa facilidad y varios ligandos como azlcares, péptidos, proteinas y DNA han sido

utilizados.

1.1.4. Plasmon de resonancia superficial localizado en nanoparticulas metalicas
Los metales tienen una gran cantidad de electrones que no estan conectados a un ntcleo atomico
especifico, lo que les permite moverse libremente dentro del material y en todas direcciones, creando un

plasma, estado en el que, si no se aplica ningiin campo eléctrico, el campo neto es cero.

Los electrones fluyen a través del material en una direccidn privilegiada cuando se les aplica un
campo eléctrico, generando corriente, lo que provoca el fendmeno de la conduccion eléctrica. Si se aplica
radiacion electromagnética a los metales, se pueden producir plasmones, que son excitaciones colectivas
de los electrones libres. Un plasmon superficial se produce por la propagacion de ondas electromagnéticas

en la interfase de un metal y un material dieléctrico.
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Los metales absorben préacticamente en toda la region del visible y del ultravioleta del espectro
electromagnético. Si la frecuencia de la radiacidon incidente se acerca o coincide a la frecuencia de

oscilacion colectivas del plasma de electrones se produce el fendémeno llamado plasmon [10].

Se les llama plasmones de resonancia superficial localizados (LSPR, o simplemente SPR) a las
oscilaciones colectivas de los electrones confinados cerca de interfases metal-dieléctrico, incluyendo el
vacio. Este fendmeno es posible solo si el tamafio de la particula es mucho menor que el de la longitud de
onda de la luz incidente, es decir, dimensiones en la escala nanométrica. El campo eléctrico oscilante de
la radiacion incidente (luz) produce un dipolo eléctrico en la particula al orientar una parte de los
electrones en una direccion opuesta del resto de la particula metélica, generando asi una carga neta
negativa en un lado de la particula (véase figura 4). De manera general, si la nanoparticula es pequefia
produce un dipolo, sin embargo, a medida que aumenta de tamafio (mas de 30 nm) o cambia de forma
(maés caras expuestas en la superficie) se produce un cuadrupolo y mas atin, multipolos. Esta presencia de
multipolos induce un corrimiento en el maximo del SPR al producir diversas oscilaciones, lo que significa

que la posicion del méximo de SPR es altamente dependiente de la forma y el tamafo de la nanoparticula

[11].

Esfera de metal _ .
\ A Onda de luz

Campo eléctrico

Nube electronica

Figura 4. Esquema de interaccion de la luz con nanoparticulas metélica produciendo plasmén de resonancia
superficial localizado. Tomado de la referencia [12].
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1.1.5. Nanoparticulas de oro

La quimica de las AuNPs ha surgido como una nueva subdisciplina en el ambito de los
nanomateriales debido a las propiedades que estas presentan. En el caso de las AuNPs, el plasmon de
resonancia superficial cae dentro del espectro visible (alrededor de 520 nm), de tal forma que presenta
colores diferentes a los observados en su contraparte macroscopica (color dorado) y que pueden variar
dependiendo el tamafio y forma de la particula. Como se observa en la figura 5, dependiendo el tamano
de las NPs, la solucion coloidal tiene un color rojo y a medida que crecen, pasan por el violeta, hasta llegar
al morado claro. Del mismo modo, si el tamafio se conserva, pero la forma de la particula cambia, también
existe un desplazamiento en el méximo de absorcion del SPR debido a que, como se menciond, la cantidad
de caras expuestas en la superficie de la nanoparticula segiin su forma puede producir multiples polos,

cada uno produciendo oscilaciones colectivas de los electrones.
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Figura 5. Colores de las nanoparticulas de oro dependiendo su forma y su tamafio. A) Suspensiones de nanoparticulas
de oro de varios tamafios, la diferencia de tamafio provoca la diferencia de colores. B) Espectros UV-Vis de nanoparticulas de

oro del mismo tamafio y diferente forma. Adaptado de las referencias [13, 14].

Hoy en dia, las AuNPs son sintetizadas en gran medida utilizando sales metalicas de oro como
precursor y utilizando agentes reductores para formar las suspensiones coloidales que posteriormente son

estabilizadas utilizando tensoactivos, que permiten controlar el tamafio y la forma de la NPy, por tanto, el

I
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SPR. Las diferentes formas de AuNPs que pueden ser creadas con estos procesos han variado desde

piramides, prismas hexagonales, octaedros, cubos, esferas, cilindros, entre otras.

Las propiedades Opticas, electroquimicas y de estabilidad de las AuNPs las han convertido en el
sistema modelo de eleccion de la comunidad cientifica para explorar una amplia gama de fendmenos que
incluyen el autoensamblaje, disefio de biosensores, catélisis, cambios de fase, interaccion con DNA y

formacion de supercristales [15].

1.1.6. Funcionalizacion de nanoparticulas

Como se ha mencionado, las AuNPs tienen propiedades fisicas y quimicas unicas por su escala
nanométrica que las hacen muy versatiles para diversas aplicaciones y esto les ha otorgado una atencion
significativa por parte de la comunidad cientifica. Para aprovechar estas propiedades de manera eficaz,
las NPs se funcionalizan con moléculas especificas que permiten su integracion en sistemas mas amplios
y complejos. Las técnicas de funcionalizacién a menudo implican la unién de ligandos como pueden ser
tioles, polimeros, biomoléculas, entre otros (véase figura 6), para modificar la quimica de la superficie y

mejorar la estabilidad, compatibilidad y las interacciones dirigidas.

Tumoral
markers

Nanoparticles/
nanodrugs

Dendrimers

Antibodies

Si RNA Peptides

Aptamers
ssDNA
A 4
e
A
Carhohydrates Fluorescent dye
Figura 6. Esquematizacion de los diferentes ligandos empleados para funcionalizar nanoparticulas. Tomado de la referencia

[16]
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Este enfoque personalizado permite que las AuNPs tengan aplicaciones en la administracion de
farmacos y el diagnostico médico; en la catalisis y en dispositivos de deteccion. El proceso de
funcionalizacién no solo estabiliza las NPs, sino que también facilita su ensamblaje organizado, lo que es
crucial para la sintesis de supercristales, de los cuales se hablard mas adelante, donde el control preciso

sobre la estructura es esencial.

1.1.7. Supercristales (arreglos cristalinos tridimensionales de nanoparticulas)
Los supercristales son materiales sintetizados a partir del ensamblaje tridimensional de NPs (véase
figura 7). Estas funcionan como bloques de construccion para crear celdas unitarias que en conjunto

producen redes cristalinas, de la misma forma en que los atomos lo hacen en los cristales [17].

building Particle Sizes (37-43 nm)
dlois room temp. 60 °C 90 °C

Figura 7. Supercristales con diferentes arreglos geométricos segtin la forma de su bloque de construccion (nanoparticulas).
Adaptado de la referencia [18].

Se han disefiado con éxito varios tipos de superestructuras de nanoparticulas de una manera
altamente controlable y eficiente. Una disposicion uniforme y correcta de las nanoparticulas dentro de la

superestructura es esencial para demostrar su funcionalidad. Mas especificamente, las superredes

[ 1
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ordenadas en una gran escala poseen propiedades diferentes por la escala nanométrica de sus componentes
basicos (NPs) y mas importante atn, pueden exhibir propiedades colectivas totalmente nuevas que no
poseen las NPs individuales. Uno de los aspectos mas atractivos de las NPs metalicas son sus excelentes
propiedades Opticas, que tienen un gran potencial de aplicacion en diferentes areas tecnologicas. En este
sentido, es importante crear técnicas que permitan organizar NPs en estructuras 3D y que ademas permitan
combinar diferentes tipos de nanomateriales en cuanto a forma y composicion se refiere, para lograr
obtener propiedades Opticas unicas y sintonizables o ajustables, que en un futuro posibiliten el disefio de

dispositivos tecnoldgicos.

Estos métodos para la organizacion de nanoparticulas en 3D prometen ser una herramienta poderosa
para producir materiales en macroescala con propiedades de la nanoescala [19]. Esta idea innovadora de
arreglar NPs en 3D, se considera la segunda revolucion de la nanotecnologia después de la primera
atribuida a la sintesis de nanomateriales con propiedades fisicas y quimicas poco convencionales (véase
figura 8). El desarrollo de nanoestructuras organizadas es una tarea necesaria y desafiante para la
comunidad cientifica ya que es el puente para aplicar las propiedades de los nanomateriales en materiales
a gran escala [19]. Por esto, en la actualidad, se ha estado trabajando en la creacion de técnicas que
permitan organizar nanoparticulas de forma controlada. Algunos de los métodos que pueden ser
empleados para ello son la sintesis dirigida por tensoactivos, en la que las NPs son cubiertas por una capa
de algun tensoactivo, que en conjunto con otras NPs recubiertas, se aglomeran de forma ordenada; el
método de difusion de tensoactivos, con el cual los supercristales se forman al evaporar el solvente de una
solucion de NPs cubiertas con tensoactivos, provocando la reduccion del volumen, y por tanto,
aumentando la concentracion del tensoactivo para promover interacciones [18]; el método de DNA
origami (motivo del presente proyecto de investigacion y del cual se habla con mayor detalle mas
adelante), con el cual las NPs son funcionalizadas con fragmentos de DNA que son complementarios a

sitios de una estructura mas compleja compuesta de DNA gendmico.
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Figura 8. Progreso de la nanotecnologia. Tomado de la referencia [19].

1.2. DNA Origami

1.2.1. Concepto de la técnica

El DNA origami es uno de los métodos mas recientes adoptado por la nanotecnologia; su nombre
viene de “origami” que es una palabra japonesa que significa doblar una hoja de papel para crear diferentes
formas. Esta técnica permite crear nanoestructuras complejas en una, dos y tres dimensiones [20]. E1 DNA
origami es una técnica de manipulacion del DNA que consiste en tomar una molécula de cadena sencilla
de DNA (ssDNA) gendmico, generalmente de un virus, y plegarla a conveniencia utilizando
oligonucledtidos también de cadena sencilla (véase figura 9). El DNA gendémico recibe el nombre de
andamio y los oligonucleotidos (que son fragmentos pequeiios de DNA) se denominan grapas. Dichas
grapas pliegan el andamio gracias a que tienen secuencias especificas que forman pares de Watson-Crick

en sitios especificos debido a la complementariedad natural del DNA.
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Figura 9. Tecnologia de DNA origami para la construccion de diversas estructuras en 2D y 3D. Tomado de la referencia [21].

1.2.2. Estructura del DNA

Para aplicar la metodologia de DNA origami, resulta importante destacar algunas propiedades de
los acidos nucleicos. El DNA estd compuesto por subunidades llamadas nucleotidos. Un nucleétido esta
formado por un azicar (desoxirribosa), un grupo fosfato y una de cuatro bases nitrogenadas: adenina (A),
timina (T), guanina (G) o citosina (C). Las bases C y T tienen un anillo y se llaman pirimidinas, mientras
que A y G tienen dos anillos y se llaman purinas. Los nucledtidos forman polimeros, los cuales estan
unidos por enlaces covalentes que se forman entre el grupo OH del carbono 3" del azucar de un nucledtido
y el grupo fosfato del carbono 5 del siguiente, conocido como enlace fosfodiéster o enlace 5" a 3" (véase

figura 10).
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Figura 10. Estructura del DNA. Cada uno de los carbonos del azlicar ribosa se enumera del 1 al 5 con una prima para
diferenciarlos de los carbonos de las bases nitrogenadas. El grupo fosfato se une al carbono 5" de una ribosa y al carbono 3’
de la siguiente. Imagen creada con biorender.com

Estos polimeros pueden unirse entre ellos para formar la caracteristica estructura de doble hélice del
DNA la cual estd formada por dos moléculas antiparalelas, lo que significa que se compone de dos cadenas
que corren una junto a la otra en direcciones opuestas (unade 5" a3  ylaotrade 3" a5”). La torsion de la
doble hélice del DNA y la geometria de las bases crea un surco mayor y un surco menor (véase figura 11).
Las dos cadenas del DNA se mantienen unidas por puentes de hidrogeno entre las bases nitrogenadas y
no se forman por cualquier combinacion, si hay una A en una cadena, debe estar emparejada conuna T y
viceversa. Del mismo modo, una G con una C. Estas correspondencias se conocen como pares de Watson-
Crick en honor a quienes descubrieron la estructura del DNA. Puesto que una purina grande (A o G) se
empareja siempre con una pirimidina pequefia (T o C), el didmetro de la molécula de DNA siempre es

uniforme, aproximadamente 2 nanometros [22].
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Figura 11. Estructura de doble hélice del DNA. La complementariedad de los pares de Watson-Crick produce una estructura
de doble hélice con surcos mayores y menores. Adaptado de la referencia [23].

1.2.3. Funcionalizacion de DNA origami

La tecnologia de origami aplicada al DNA es sin duda una herramienta poderosa para organizar y
manipular moléculas a escala nanométrica. No obstante, para que el DNA sea util en otro tipo de
aplicaciones, es necesario funcionalizar sus estructuras con materiales con capacidades quimicas, Opticas,
electronicas, etc. en funcion del tipo de aplicacion. Por tanto, se han desarrollado varias estrategias para

la modificacion quimica y funcionalizacion de las nanoestructuras del DNA en varios campos cientificos.

La hibridacién de DNA con grapas seleccionadas que sobresalen del plano del origami es el método
mas comun para modificar el origami. Este enfoque se utiliza principalmente para decorar origami con
nanoparticulas de varios tamanos. Por ejemplo, se ha empleado para construir origami triangular, en los
cuales se han alineado nanoparticulas de Au y de Ag en uno de sus bordes. Para lograr esto, se utilizaron
nanoparticulas previamente funcionalizadas con DNA tiolado, es decir, funcionalizado con el grupo tiol
(SH), que se hibrida con secuencias complementarias al andamio de DNA. En este se pueden unir hasta

seis AuNPs diferentes a una estructura de origami utilizando diferentes conjuntos de grapas [24] (véase

figura 12).
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Figura 12. La hibridacion de NPs marcadas con DNA en secuencias complementarias que sobresalen del plano de origami.
Adaptado de la referencia [25].

Este tipo de funcionalizacion con grupos tioles ha sido ampliamente utilizado para la creacion de
materiales hibridos metal-DNA por su control preciso, ya que se pueden crear estructuras 2D o 3D que
proporcionan control sobre la disposicion de NPs y por su estabilidad, pues la unién azufre-metal es
resistente y soporta diferentes condiciones experimentales. Dicha técnica de funcionalizacion consiste en
introducir un grupo tiol (-SH) en uno de los extremos (5" 0 3”) de la cadena de DNA y al afadir superficies
metalicas (NPs) a estas cadenas tioladas, se forma un enlace covalente fuerte S-Au que es altamente
estable y permite que las NPs queden adheridas firmemente y, por tanto, puedan organizarse en patrones

o estructuras especificas.

1.2.4. Materiales hibridos como aplicacion del DNA origami

El origami de DNA se ha utilizado de manera general para producir estructuras tridimensionales
complejas como pirdmides, cilindros o anillos; como transporte de farmacos e ingenieria de membranas;
o como plantillas para adherir distintos materiales, y mas especificamente, organizar particulas de metal
y otros materiales inorganicos con un motivo bien definido y a la medida de la aplicacion que se desee.
Estos materiales hibridos podrian utilizarse para investigar el efecto dependiente de la distancia del
acoplamiento plasmonico de nanoparticulas metélicas, lo cual abre la posibilidad de aplicaciones en

dispositivos como detectores, entre otras potenciales aplicaciones (véase figura 13).

La técnica de DNA origami ha sido empleada para sintetizar figuras y cuerpos tridimensionales;
para el transporte de medicamentos, para aplicaciones en fotonica y para ordenar nanomateriales metalicos

[26].
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Figura 13. Esquematizacion de los posibles tipos de funcionalizacion y aplicaciones de la técnica de DNA origami. Tomado
de la referencia [26].

Para el proyecto de investigacion de la presente tesis se trabajo en la organizacion de AuNPs
utilizando la técnica de DNA origami. La idea principal fue crear una estructura cubica tipo alambre de
DNA y en cuyos vértices se unan AuNPs, de la misma forma en que lo hacen los 4&tomos en una celda
unitaria en un material cristalino. Para lograr este posicionamiento se utilizaron oligos funcionalizados

con grupos tioles en el extremo 3.
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2. JUSTIFICACION Y OBJETIVOS

2.1. Justificacion

Los nanomateriales, especialmente las nanoparticulas metalicas, exhiben propiedades unicas y
fascinantes que no se observan en sus contrapartes en bulto. Estas propiedades son de gran interés desde
el punto de vista cientifico y tecnologico. Asi, cuando se organizan en superestructuras, su
comportamiento puede cambiar drasticamente. En efecto, pueden emerger nuevas propiedades colectivas
que solo existen en estas superestructuras y no en las particulas aisladas. La organizacion de nanoparticulas
de oro utilizando DNA origami permite la formacion de cristales coloidales con arreglos espaciales
controlados a nivel nanométrico. Esta técnica es potencialmente 1til en aplicaciones fotonicas y fondnicas,
ya que permite crear redes periddicas con geometrias complejas y baja densidad de empaque, lo que
contribuye a la manipulacion precisa de la propagacion de ondas de luz y sonido. Los cristales coloidales
formados pueden ser empleados en dispositivos dpticos avanzados, como polarizadores, divisores de haz,
laseres, aislantes térmicos y cavidades optomecanicas, ademds de tener aplicaciones en la creacion de

metamateriales con propiedades electromagnéticas y acusticas personalizadas.

La técnica de DNA origami como método para organizar NPs, se emplea en este proyecto como
prueba de concepto para posicionar nanoparticulas de oro en las aristas de una celda cubica simple. El
marco de la celda esta hecho de DNA. Asi, el desarrollo de esta técnica, en un futuro permitiria desarrollar
metodologias para la sintesis de supercristales de materiales incluso diferentes al Au con nuevas e

interesantes aplicaciones al desarrollo de nuevos materiales.
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2.2. Objetivos

2.2.1. Objetivo general

Disefiar cubos tipo alambre hechos de cadenas de DNA, que sirvan como estructura para ordenar
nanoparticulas metélicas. El DNA reproducird estructuras tipo celda unitaria cibica y las NPs se
posicionarian en los vértices de la estructura, de manera similar a como lo hacen los &tomos en un material

cristalino.

2.2.2. Objetivos especificos

1. Sintetizar nanoparticulas de oro utilizando un método libre de surfactantes y caracterizarlas con

las técnicas de UV-Vis y dispersion dindmica de luz (DLS).
2. Biosintetizar y purificar el ssDNA del fago M13 (andamio).

3. Disefiar las secuencias de los oligonucledtidos (grapas) que propicien el plegamiento de la
molécula de ssDNA en forma de cubo, asi como de los oligos que posicionen las NPs en los vértices.

Estos ultimos se funcionalizan con un grupo tiol en el extremo 3".
4. Obtener las estructuras tipo celda unitaria ciibica con DNA y caracterizarlas.

5. Decorar las celdas unitarias con las AuNPs para producir el cubo de DNA origami-AuNP.
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3. METODOLOGIA EXPERIMENTAL

3.1. Equipos y reactivos

3.1.1. Reactivos

Acido clorodurico trihidratado (HAuCls-3H,0, Sigma-Aldrich, 99.5%), etanol absoluto (EtOH,
Woéhler, 99.5%), metanol absoluto (MetOH, J. T. Baker, 99.8%), hidroxido de sodio (NaOH, Wohler,
97%), hidroxido de potasio (KOH, J. T. Baker, 99%), tris(hidroximetil)aminometano (Tris, Sigma-
Aldrich, 99.8%), acido etilendiaminotetraacético (EDTA, J. T. Baker, 99%), 4cido acético glacial
(CH3COOH, MERCK, 100%), acido boérico (H3BOs, Técnica Quimica, 99.5%), tris(hidroximetil)-
aminometano base (Tris-base, Santa Cruz Biotechnology, 99%), 4cido clorhidrico (HCI, Sigma-Aldrich,
37%), acetato de sodio (C:HsNaO., Sigma-Aldrich, 99%), isopropanol (C3HsO, Sigma-Aldrich, 99.5%),
glicerol (CsHsOs, J. T. Baker, 99.5%), polietilenglicol (PEG 8000, Santa Cruz Biotechnology, 99%),
dodecilsulfato sodico (SDS, MP biomedicals, 99%), trietilamina (EtsN, MERCK), ditiotreitol (DTT, Bio-
Rad), acetato de etilo (C4HgO», Sigma-Aldrich, 99.5%), tetraciclina (Sigma-Aldrich, 98%), medio de
cultivo LB (Invitrogen), RNasa A (Sigma-Aldrich), E. Coli cepa XL1-Blue (Agilent), fago M13mp18
(New England Biolabs), 1kb Plus DNA Ladder (New England Biolabs), agarosa (Bio-Rad), colorante
SYBR DNA Stain (Jena Bioscience), buffer de carga EZ-Vision Three (VWR), cloruro de magnesio
(MgClo, New England Biolabs, 50mM). Los oligos utilizados para la técnica de DNA origami (grapas)
fueron adquiridos con Integrated DNA Technologies (IDT), desalados y a escala de 25 nmol.

3.1.2. Equipos
- Espectrofotometro ultravioleta visible (UV-Vis) Hewlett Packard con ldmpara de Xen6n en un

intervalo de longitud de onda de 200 a 800 nm y celdas desechables con trayectoria de 1 cm.
- Espectrofotometro UV-Vis Nanodrop 2000 Thermo Scientific.

- Equipo Malvern Zetasizer Nano modelo ZSP con laser de 10 mV de He-Ne a una longitud de onda

de 632.8 nm.

- Microscopio electronico de transmision (TEM) AltaJeol modelo JSM7600-F con emisor de campo

de 200 kV de aceleracion, resolucion de 1.89A.
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- Sistema de electroforesis MINIPCR modelo blueGel con voltaje de 48V y transiluminador incluido

de luz azul.

- Termociclador MINIPCR modelo Mini 16.

3.2. Biosintesis de DNA de cadena sencilla

3.2.1. Amplificacion y purificacion de fago M13

Con el fin de amplificar el fago M13, y posteriormente purificar el DNA de cadena sencilla
(genoma), un matraz de 2 L que contenia 500 mL de cultivo LB fue inoculado con 5 mL de bacteria E.
coli (cepa XL1-Blue), 250 pL de fago M13, y tetraciclina a una concentracion final de 10 pg/mL. Este
medio se dejo en crecimiento durante 5 horas a 37°C, con agitacion constante (240 rpm). Para purificar el
fago amplificado, se centrifugd el medio a 8 000 rpm durante 15 minutos, a una temperatura de 4°C
precipitando la bacteria y dejando en el sobrenadante el fago M13. Dicho sobrenadante fue separado por
precipitacion afiadiendo 1/6 del volumen total de una solucion PEG (20% en peso) y NaCl (2.5M) y
reposando en hielo durante 2 horas. El fago se centrifugd nuevamente, ahora a 10 000 rpm por 10 minutos
a 4°C y enseguida se resuspendio con agua estéril. Este ultimo paso de adiciéon de PEG y centrifugacion
se repitid una segunda vez para incrementar la pureza. El sedimento final, que consiste en fago M13, se

resuspendid en un volumen adecuado de agua estéril.

3.2.2. Purificacion de DNA

La purificacion del DNA de cadena sencilla se efectu6 utilizando el método de Midi Kit de QTAGEN
[27] escalado a las cantidades obtenidas de fago. Asi, se prepararon 3 buffers denominados P1, P2 y P3:
para preparar el buffer P1 se afiadio 0.181 g de tris base y 0.111 g de EDTA en 24 mL de agua estéril, se
ajusto el pH a 8 con HCl y se afor6 a 30 mL, posteriormente se esterilizé en autoclave y se le afiadi6 3 mg
de RNasa; el buffer P2 se preparo disolviendo 0.24 g de NaOH en una mezcla con 28.5 ml de agua estéril
y 1.5 mL de SDS al 20%; finalmente, para el buffer P3 se disolvieron 12.25 g de acetato de sodio en 15

mL de agua estéril, se ajustd pH a 5.5 con acido acético concentrado y se aforé a 30 mL.

Se anadié 10 mL de P1 al fago purificado del paso anterior y se agitd vigorosamente unos

segundos, enseguida se adicion6 10 mL de P2, se mezcld por inversion 10 veces y se incubd por 4 minutos.

20 L
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Posteriormente, se anadié 10 mL de P3, previamente enfriado, nuevamente se mezcld por inversion 10
veces y se incubo 30 minutos en hielo. Este proceso desnaturalizo la capside del fago y liberé el DNA de
su interior. Se centrifugd la mezcla a 12 000 rpm por 15 minutos a 4°C con el fin de precipitar las proteinas
desnaturalizadas de la capside y dejar en el sobrenadante el DNA. Después, al sobrenadante separado se
le agrego 50 % de su volumen de etanol y 50 % de isopropanol, se agité vigorosamente unos segundos y
se centrifugd de nuevo a 12 000 rpm por 5 minutos a 4°C. Tras esta centrifugacion se elimino el
sobrenadante y el precipitado se resuspendié con 500 pL de agua estéril. Se repitio6 el paso de adicion de
etanol e isopropanol y centrifugacion, para maximizar la pureza. Finalmente, el DNA se sometié a

liofilizacion durante 3 horas a 45°C y al término se resuspendié con 100 pL de agua estéril.

3.3. Caracterizacion de DNA de cadena sencilla

3.3.1. Espectroscopia UV-vis

Se midio6 la absorcion del DNA de cadena sencilla empleando el espectrofotometro Nanodrop 2000.
La concentracion se calcul6 de acuerdo con la Ley de Lambert-Beer, sabiendo que los acidos nucleicos
absorben a 260 nm y que una unidad de absorbancia en un centimetro de trayectoria optica para DNA de
cadena sencilla corresponde a una concentracion igual a 33 pg/mL. La pureza se determind usando la

relacion de absorbancia a 260 y 280 nm, que para ssDNA puro debe ser cercana a 1.8.

3.3.2. Electroforesis en gel de agarosa

Para verificar el tamafo y la integridad del ssDNA purificado se corri6 una electroforesis en gel
de agarosa. Se prepar6 una mezcla conteniendo 1 pL de ssDNA purificado, 2 pL de colorante EZ-vision
y 17 uL de agua estéril. Se cargaron los 20 puL de la mezcla en un pozo del gel de agarosa (0.8% en peso),
y en otro pozo se depositaron 20 pL de marcador (1kb DNA Ladder). Como amortiguador de corrida se
uso TAE (tris-base 40mM, &cido acético 20 mM, EDTA 1mM) ajustado a un pH de 8.5. Las condiciones
de corrida fueron 70V por 90 minutos. Enseguida se reveld el gel con un transiluminador para observar

las bandas de DNA.
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3.4. Sintesis de AuNPs

3.4.1. Sintesis tipica

Uno de los métodos principales en la sintesis de NPs metélicas es el uso de agentes estabilizadores
(tensoactivos), los cuales permiten el control del tamafo y de la forma. Recientemente, ha habido interés
por desarrollar métodos libres de surfactantes dado que, cuando se usan tensoactivos, es necesario afadir
un paso extra en el que se desplacen dichos tensoactivos para poder funcionalizar las NPs, ademas de que
una sintesis libre de tensoactivos también resulta en un ahorro de recursos y tiempo en el laboratorio. Para
este trabajo se utilizd una sintesis de AuNPs adaptada de un método libre de surfactantes [28].
Tipicamente, se afadio secuencialmente agua, etanol y NaOH en un recipiente plastico de 15 mL con
agitacion a temperatura ambiente. A esta mezcla se adicion6 rapidamente HAuCls. El volumen final de la
reaccion fue de 2 mL y las concentraciones finales del etanol, NaOH y HAuCl4 fueron de 30 % en
volumen, 2 mM y 0.5 mM, respectivamente. La reaccion resultante se dejo en agitacion durante 18 horas
a temperatura ambiente. E1 HAuCl4 actia como precursor, el etanol como reductor, y el NaOH crea un

medio basico.

3.4.2. Sintesis de AuNPs para Machine Learning (ML)

Tomando como inspiracion el trabajo de Schletz et al. [29], para este proyecto se probd el método
libre de tensoactivos y se aplicaron modelos de Machine Learning (ML) con el fin de optimizar la
obtencion de nanoparticulas monodispersas, esféricas y de tamafio adecuado para su acoplamiento con
DNA. Para ello se realizaron 328 sintesis modificando las concentraciones finales de los reactivos
utilizados y cambiando el reductor y la base (etanol por metanol y NaOH por KOH), manteniendo la
relacion Au/base en un intervalo de 4 +1. Los pardmetros experimentales que se recopilaron para alimentar

el modelo de ML fueron:
Condiciones experimentales (Inputs)

- Porcentaje etanol

- Porcentaje metanol

- Concentracion final NaOH
- Concentracion final KOH

- Concentracion final de Au
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Resultados de caracterizacion (Outputs)

- Maéximo del SPR

- Ancho de banda a media altura (FWHM)
- Tamafo poblacion 1

- Porcentaje poblacion 1

- Tamafo poblacion 2

- Porcentaje poblacion 2

- Tamafo poblacién 3

- Porcentaje poblacion 3

- Indice de polidispersidad (PDI)

3.4.2.1. Prediccion de variables respuesta con Machine Learning

La prediccion de las variables respuesta (outputs) se realizd ejecutando una regresion
multilineal con todas las variables, enseguida se utilizd el método de criterio de informacién de
Akaike (AIC) para analizar la calidad de los modelos estadisticos empleados y se selecciond el més
adecuado, posteriormente se resolvieron problemas de multicolinealidad utilizando el factor de
inflacion de varianza (VIF) y finalmente se entrend programa con modelos de ML. Los modelos
empleados fueron redes neuronales, regresion multilineal por minimos cuadrados ordinarios,

regresion con analisis de componentes principales, random forest, entre otros.

3.5. Caracterizacion de AuNPs

3.5.1. Espectroscopia UV-vis
Las AuNPs fueron caracterizadas por medio de espectrofotometria UV-Vis en equipo Hewlett
Packard para conocer el méximo de la banda de plasmon de superficie (SPR). Para cada una de las 328

sintesis se utilizaron 800 pL de suspension de NPs sin diluir en una celda de plastico.
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3.5.2. Dispersion Dinamica de Luz (DLS)

Para determinar el tamafio promedio y polidispersidad de las nanoparticulas se utilizé la técnica de
dispersion dindmica de luz (DLS) empleando el equipo Malvern Zetasizer. Los pardmetros experimentales
se ajustaron de la siguiente manera: material, Au NPs (indice de refraccion de 0.2 y absorcion de 3.32);
dispersante, agua (viscosidad de 0.8872 cP e indice de refraccion de 1.33); temperatura de 25°C con
tiempo de equilibrio de 120 s; 3 mediciones de 15 corridas con una duracion de 10 s cada una. Se utilizo
una celda de plastico de 1 cm de trayectoria Optica (modelo DTS0012) y 1.2 mL de muestra sin diluir. El

analisis se efectud con las 328 sintesis.

3.5.3. Microscopia electronica de transmision (TEM)

Las AuNPs obtenidas se caracterizaron por TEM. Para ello se prepar6 una dilucién 1:10 de AuNPs
con aguay se colocaron 2 puL. en una rejilla de cobre con soporte de pelicula de carbono para TEM. Después
de 1 minuto, el exceso de muestra se extrajo mediante absorcion con papel filtro y para evaporar cualquier
solucidn restante, se mantuvo a temperatura ambiente hasta sequedad. La muestra depositada en la rejilla
se observd en el microscopio electronico de transmision JEOL. Es importante mencionar que la
caracterizacion con TEM se realiz6 para unas cuantas sintesis representativas y no para las 328 sintesis,
ya que por la naturaleza costosa de la técnica no se consideré como variable para alimentar los datos de

ML.

3.6. DNA origami y ensamble con AuNPs

3.6.1. Diseiio de secuencias de oligonucledtidos para el cubo de DNA origami

La molécula de DNA empleada como andamio proviene del fago M13 y en particular se empleo la
cepa M13mpl8, la cual es circular de cadena sencilla y cuenta con 7249 nucleétidos. Dado que a la fecha
no se cuenta con software que facilite el disefio de oligos a través de un método que permita la
estructuracion tipo alambre, el disefio se realizd6 manualmente, basandose en el método de Rothemund
[30] y con el apoyo del programa SnapGene Unicamente para estar corroborando que las secuencias
disefiadas se encuentran y son complementarias a la secuencia del M13mp18. Se disefiaron un total de 96

grapas, de las cuales 88 son estandar y se hibridan en lo que serdn las aristas que forman la estructura
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cubica, y otras 8 funcionalizadas con un grupo tiol en el extremo 3" (DNA/3 tiol) que posicionaran en los

vértices a las AuNPs.

3.6.2. Preparacion de oligos estandar y reduccion de oligos tiolados

Los oligos estandar fueron resuspendidos de acuerdo con las indicaciones del fabricante;
brevemente, se centrifugaron levemente y enseguida se les anadi6 la cantidad adecuada de agua estéril y
se agitd suavemente. Por otro lado, para los oligos tiolados fue necesario llevar a cabo una reduccion ya
que el grupo tiol viene protegido en su forma oxidada, misma que también se llevo a cabo de acuerdo con
el protocolo del fabricante. Brevemente, se centrifugaron y se resuspendieron durante 15 minutos en 300
uL de una solucion al 2% v/v de trietilamina con 50 mM de DTT (ditiotreitol). Enseguida se lavo cuatro

veces con 1.2 mL de acetato de etilo y se separ6 la fase acuosa.

3.6.3. Funcionalizacion de AuNPs con oligos DNA/3’Tiol

La funcionalizacion de las nanoparticulas se llevo a cabo siguiendo el método de congelacion [31].
Para ello, se prepar6 una mezcla con AuNPs de 17 nm y los 8 oligos tiolados (DNA/3"Tiol) de los vértices
de la estructura cubica en una relacion molar 250:1, DNA:NPs, la cual se dejo en reposo 20 minutos y se
sometid a congelacion a -20°C durante 2 horas. La mezcla se descongeld a temperatura ambiente y se
centrifug6 a 6500 rpm durante 20 minutos, se lavo una vez con agua estéril en las mismas condiciones de
centrifugacion y se retir6 sobrenadante hasta dejar 20 pL del mismo para resuspender AuNPs
funcionalizadas. Para su caracterizacion con DLS y TEM se prepar6 una dilucion 1:10 con agua estéril

siguiendo el mismo procedimiento de los puntos 3.5.2 y 3.5.3.

3.6.4. Hibridacion de cubo de DNA origami y ensamble con AuNPs

La hibridacion del DNA para formar el cubo de origami se llevo a cabo junto con las AuNPs
funcionalizadas para que se ensamblaran en el proceso. Para ello, se afiadi6 20 pL de AuNPs
funcionalizadas a un tubo de PCR de 200 pL. Enseguida y en orden se afiadio6 MgCl,, TBE, ssDNA
(M13mp18) y la mezcla de 88 grapas de DNA estandar hasta un volumen final de 40 pL, a una
concentracion final de 12 mM, 1x de MgCl2 y TBE, respectivamente, en una relacion molar grapas

(oligos):ssDNA (andamio) y NPs:ssDNA 200:1 y 8:1, respectivamente. La mezcla se desnaturalizé a 90°C

s L
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durante 10 minutos, seguido de una disminucion de temperatura de 75°C a 27°C en rampa lineal a una

velocidad de 0.4°C/min utilizando un minitermociclador.

3.6.5. Purificacion del ensamble DNA origami — AuNPs

El producto de la hibridaciéon de DNA origami y AuNPs se cargd en un gel de agarosa al 1% (buffer
de corrida TBE/Mg a 1X/12mM vy buffer de carga glicerol/DNA stain SYBR green 1x/1x) durante 1 hora
a 48 V, utilizando el sistema de electroforesis Bluegel de MINIPCR. Al término, la banda deseada fue
cortada con una navaja estéril y el ensamble DNA origami — AuNPs se extrajo utilizando un dispositivo
de ultrafiltracion Amicon de S0K. La solucion recuperada se caracterizé con TEM y espectroscopia UV-

Vis siguiendo el mismo procedimiento de los puntos 3.5.1 y 3.5.3.




Tesis de Maestria David Emmanuel Martinez Miranda

4. RESULTADOS Y DISCUSIONES

4.1. Sintesis y caracterizacion de nanoparticulas de oro

Como se menciond en el apartado de metodologia, se realizaron 328 sintesis de AuNPs para
alimentar los modelos de ML, las cuales fueron caracterizadas con las técnicas de DLS y UV-Vis. De
manera general y de acuerdo con lo observado en el laboratorio, el pardmetro méas importante en cuanto a
tamano de NP se refiere, fue el porcentaje de reductor (etanol o metanol, segun sea el caso). Mas adelante
se discuten los resultados de todas las sintesis. La descripcion de los parametros utilizados, asi como los

resultados de caracterizacion, para cada una de las sintesis se muestran en el Apéndice A.

A partir de los datos obtenidos del indice de polidispersidad (PDI), tamafio y forma de nanoparticula,
y ubicacion de la banda del SPR, que a continuacion se discutiran para algunos ejemplos, se eligieron las

NP més apropiadas para el DNA origami.

4.1.1. Plasmon de resonancia superficial

En la figura 14 se muestra el espectro UV-Vis de la sintesis 16 de AuNPs, preparadas por el método
libre de tensoactivos. La banda del SPR aparece con un maximo a 527 nm y la solucién adquiere un tono
rojizo al dispersar la luz a esa longitud de onda. La forma del espectro puede brindarnos informacion sobre
la forma de las particulas, la relacion de la absorbancia en el maximo del SPR (Aspr) y la absorbancia a
450 nm (Ass0) es de 1.67, que de acuerdo con la literatura [28, 32], indica que las nanoparticulas obtenidas

son esféricas y tienen un tamafio aproximado entre 15y 18 nm.




Tesis de Maestria David Emmanuel Martinez Miranda

0.55

| a) b)y

0.50

(u.a.)

0.45 S

0.40

Absorbancia

0.35

0.30

T T T T T T T T T T 1
400 450 500 550 600 650
Longitud de onda (nm)

Figura 14. Nanoparticulas de oro obtenidas con las condiciones de la sintesis 16. a) Espectro UV-vis. b) Fotografia de la
solucion resultante de la sintesis.

4.1.2. Tamaiio promedio hidrodinamico y polidispersidad de particulas

En la figura 15 se muestra el tamafio promedio (radio hidrodindmico) de las nanoparticulas de la
sintesis 16, obtenido por DLS. Para esta sintesis se presentaron tres poblaciones de tamafios, siendo la
predominante la de 26.2 nm representando el 83.9 % de la poblacion total, y otras dos bandas indicando
tamafios de 656.0 y 4.1 nm que representan el 14.8 % y el 1.3 %, respectivamente. Este resultado sugiere

que la sintesis 16 genera particulas con una polidispersidad moderada.

[ 1L
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Figura 15. Diametro hidrodinamico promedio de las nanoparticulas de oro (sintesis 16) por DLS.

4.1.3. Microscopia electronica de transmision

Las micrografias de TEM (véase figura 16) revelaron que la sintesis produce nanoparticulas

cuasiesféricas, principalmente (94%). Las NPs tienen un tamaio alrededor de 15-18 nm, de acuerdo con

los resultados obtenidos por espectroscopia UV-Vis y DLS.

Figura 16. Micrografias de TEM de nanoparticulas de oro producidas por la sintesis 16 del método libre de surfactantes.
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4.1.4. Datos de sintesis y caracterizacion de AuNPs para alimentar Machine Learning

Como se menciond, se realizaron 328 sintesis de AuNPs modificando los pardmetros de reaccion,
para obtener suficientes datos para los modelos que se emplearon para la técnica de ML, con el fin de
obtener los pardmetros de sintesis que produzcan particulas esféricas, monodispersas y de tamafio

adecuado para su organizacion en el DNA origami.

Los parametros experimentales que sirvieron para alimentar los modelos fueron: porcentaje de
reductor (%EtOH o %MetOH), concentracion final de base (NaOH o KOH) en mM y concentracion final
de Au en mM. Las variables empleadas como respuesta para el modelo fueron: posicion de la banda del
SPR, ancho de banda a media altura (FWHM), tamafo hidrodinamico y porcentaje de las poblaciones de
particulas, e indice de polidispersidad (PDI), el cual es un indice que entre mas cercano a 0 indica
monodispersidad y entre mas cercano a 1 indica polidispersidad. Estas variables respuesta fueron
utilizadas debido a que en conjunto dan la informacion pertinente para determinar, forma, tamafio y
dispersidad de las AuNPs, propiedades que se requieren optimizar para su organizacion con el DNA
origami. Es importante mencionar, que si bien, la técnica de difraccion de rayos X es excelente para
determinar forma de NPs, no se utilizo para el presente proyecto debido al tiempo y recursos que hubiera

representado caracterizar 328 sintesis (mismo caso para microscopia electronica de transmision).

A continuacion, se muestran las condiciones experimentales y resultados de caracterizacion para las
primeras 10 sintesis de AuNPs (véase tabla 1). Para ver las condiciones de cada una de las 328 sintesis,

véase Apéndice A.
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Tabla 1. Datos de condiciones experimentales y resultados de caracterizacion de las primeras 10 sintesis de AuNPs para
alimentar los modelos de ML. Para los experimentos que no produjeron nanoparticulas se consideraron los resultados de
caracterizacion como “0” ya que este representa sintesis nula para el modelo.

CONDICIONES EXPERIMENTALES (/nputs) RESULTADOS DE CARACTERIZACION (Outputs)

ID |%ETOH? | % METOH® | C NaOHe | CKOH® | C Oro® | SPRf | FWHME | SZ'1 | % | SZ2 | % SZ3 % | PDI
Expl 0 0 2 0 0.5 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Exp2 10 0 2 0 0.5 |581| 160.3 |99.29| 100 0 0 0 0 |0.417
Exp3 20 0 2 0 0.5 |525| 543 258 |57.3| 47.74 | 42.7 0 0 |0.538
Exp4 30 0 2 0 0.5 |550| 207.4 |156.6 |87.1| 17.25 | 9.6 | 4345 |3.3]|0.506
Exp5 40 0 2 0 0.5 |622| 288.1 |627.2| 100 0 0 0 0 [0.301
Exp6 15 0 2 0 05 |533| 582 |118.2|83.7|16.56 | 7.9 532 |7.3]0.541
Exp7 50 0 2 0 0.5 0.0 0 0 0 0 0 0 1
Exp8 60 0 2 0 0.5 0.0 0 0 0 0 0 0 1
Exp9 70 0 2 0 0.5 0.0 0 0 0 0 0 0 1

Exp10 0 15 2 0 05 |535| 56.2 |97.73| 100 0 0 0 0 |0.442

a porcentaje en volumen de EtOH
b porcentaje en volumen de MetOH

¢ concentracion de NaOH (mM)
4 concentracién de KOH (mM)

¢ concentracion de Au (mM)

flongitud de onda del maximo de la banda del SPR (nm)

¢ ancho de banda a media altura (nm)

" radio hidrodinamico de NP (nm)
!indice de polidispersidad

Cabe mencionar que las AuNPs obtenidas con las condiciones de la sintesis 16 son las que se

emplearon para su organizacion en el DNA origami dado que resultaron en nanoparticulas mayormente

esféricas, de tamafio y dispersidad adecuado para el ensamble DNA origami — AuNPs.

4.1.5. Resultados en el modelado de Machine Learning

Se puede observar en la tabla 2 cual fue el mejor modelo para predecir diferentes variables

relacionadas con las caracteristicas de las nanoparticulas. Los parametros que determinan la precision y

la capacidad de prediccion de un modelo son el coeficiente de determinacion (R?) y el error cuadratico

medio (MSE). Un valor de R? cercano a 1 indica una fuerte correlacion entre las variables predichas y los

valores reales, mientras que un MSE bajo sefiala una menor discrepancia entre las predicciones y los

valores observados.

W
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Tabla 2. Resultados de los modelos empleados en la prediccion de las variables respuesta en la sintesis de nanoparticulas de

0oro.

Variable respuesta Mejor modelo R? MSE
PDI Random Forest 0.900 0.006
Regresion con analisis de componentes
FWHM o 0.91 0.01
principales
SPR Random Forest 0.73 0.01
Absorbancia Random Forest 0.96 0.002

De acuerdo con los resultados presentados, el modelo Random Forest demostrd ser el mejor

predictor para tres de las variables analizadas: PDI, SPR y Absorbancia. En el caso de PDI, se obtuvo un

coeficiente de determinacion de 0.90, lo que indica una buena prediccion, con un MSE de 0.006. La

prediccion de SPR mostr6 un coeficiente de determinacion mas bajo (0.73) con un MSE de 0.01, indicando

una menor precision relativa en comparacion con las otras variables.

Por otro lado, el mejor desempefio en la prediccion de FWHM se logré mediante un modelo de

regresion con anélisis de componentes principales (PCA), con un R? de 0.91 y un MSE de 0.01.

Se destaca la variable Absorbancia, para la cual el modelo de Random Forest mostrd la mejor

capacidad predictiva, con un coeficiente de determinacion de 0.96 y un error cuadratico medio de 0.002.

Para ilustrar la precision del modelo, se presentan graficas comparativas que muestran los espectros UV-

Vis correspondientes a las curvas por el modelo (color naranja) contra los valores experimentales reales

(color azul) (véase figura 17).




Tesis de Maestria David Emmanuel Martinez Miranda

Comparison between, Expariments and Predicrions Comparison betwesn Experiments and Predictions Comparison between Experiments and Predictions

—— Experrment —— Exporrment P &~ Expariment

54 o ‘ i i Pt o 5% o ‘ i i at 550
Wawekngth Wawekngth Wadengih

Figura 17. Comparacion de las absorbancias resultado del modelaje de ML (naranja) vs absorbancias resultado experimental
(azul). La grafica de la izquierda representa la sintesis 16, mientras que la del centro y derecha corresponden a las sintesis 142
y 86, respectivamente.

Las graficas revelan que las curvas de absorcion generadas a partir de las predicciones se superponen
casi completamente con las curvas experimentales, incluso cuando las condiciones experimentales no
resultan en nanoparticulas esféricas o muestras monodispersas, lo que indica una alta concordancia entre
ambos conjuntos de datos (prediccidon vs experimental). Esto revela que el modelo de Random Forest,
para la variable Absorbancia puede predecir con precision espectros UV-Vis de sintesis de AuNPs futuras

introduciendo tnicamente condiciones experimentales, sin la necesidad de realizar la sintesis.

4.2. Caracterizacion de DNA de cadena sencilla

4.2.1. Concentracion y pureza

Empleando el método de espectroscopia UV-Vis, se obtuvo la concentracion y la pureza del DNA
de cadena sencilla. El espectro mostré un maximo a 260 nm, caracteristica del DNA [33]. A partir del
espectro y empleando la ley de Beer-Lambert, la concentracion se calculd en 520.5 ng/uL (véase figura
18) lo cual confirma que se logré obtener una muestra concentrada de ssDNA, adecuada para su uso en

aplicaciones posteriores.

Ademas, la relacion de absorbancia a 260 nm (A260) y 280 nm (A280) se calcul6 en 1.86. Este valor
es consistente con el esperado para muestras de DNA puro, que generalmente se situa entre 1.8 y 2 [34].
Una relacion A260/A280 de 1.8 sugiere que el ssDNA estd libre de contaminantes significativos, como

proteinas u otros compuestos que podrian interferir en las reacciones de interés.

W
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Figura 18. Espectro UV-Vis de la muestra purificada de ssDNA del fago M13 cepa M13mp18.

4.2.2. Integridad del DNA de cadena sencilla

Una vez purificado el DNA, se corrié un gel de agarosa para verificar su tamafio. Los resultados
mostraron una banda bien definida correspondiente a la muestra de ssDNA, la cual se ubicé entre las
bandas de 6,000 y 8,000 nucle6tidos del marcador (véase figura 19). Esta localizacién concuerda con la
longitud esperada de 7249 nucledtidos del fago M13, lo que indica que el ssDNA purificado se mantuvo

integro durante el proceso de extraccion. La curvatura de la banda se debe a la alta concentracion en la

que se encontraba el DNA.
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10.0k nt

6.0k nt

5.0k nt

Figura 19. Gel de agarosa 0.8 %. En el pozo indicado como M se cargd el marcador 1kb plus DNA Ladder, de lado derecho
se indica el tamafio en nt de los fragmentos del marcador. En el pozo A se depositd la muestra de DNA de M13. La forma
curvada de la banda se debe a que fue una muestra altamente concentrada.

4.3. Diseiio de cubo de DNA origami

4.3.1. Patron de plegamiento de la molécula de ssDNA

La mayoria de los autores que trabajan con el plegamiento de moléculas de DNA utilizan un software
llamado CaDNAno el cual permite ingresar el patron de plegamiento deseado del DNA con el que se
trabajara y en automatico arroja las secuencias de las grapas y su posicion Optima para obtener la estructura
deseada. Sin embargo, una de las desventajas de dicho programa es que exige que el plegamiento del DNA
sea en planos 2D, por lo que si se desea crear cuerpos tridimensionales la nica forma es con la
superposicion de varias “hojas” de DNA (véase figura 20) lo que requiere el empleo de un gran numero

de grapas, resultando en un método poco eficiente desde el punto de vista econdémico.
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Figura 20. Nanoestructura de ocho capas de DNA formando un cubo sélido. Tomado y adaptado de la referencia [34].

Por ello, en el presente trabajo se muestra una idea de disefio de cubo en la cual se utiliz6 el DNA
unicamente en las aristas del cuerpo, resultando en una estructura tipo alambre. Se emple6 DNA
proveniente del fago M 13 cuyo genoma es una molécula circular de DNA de cadena sencilla (ssDNA), el
cual es la plataforma ideal para la técnica de origami. Esta molécula se pliega de forma que cada una de
las aristas de la estructura cubica cuenta con dos cadenas de DNA, una que va en sentido 5’a 3"y la otra
en sentido contrario. Esto para que los surcos mayores de la estructura del DNA sean los que se encuentren
y entren en contacto. En este disefio cada una de las aristas cuenta con 160 nucleétidos, dandole al cubo
una longitud por lado de aproximadamente 53 nm y facilitando la adicién de grapas en multiplos de 8, ya
que cada 8 nucledtidos se favorece el acercamiento de los surcos mayores de la estructura del DNA. Esta
longitud estd dada para que se puedan acoplar AuNPs de entre 10 y 25 nm, que es el tamafio aproximado

resultante del método de sintesis libre de tensoactivos.

A partir de la secuencia de M13mp18 e iniciando la estructura del cubo a partir del nucleotido 1 se

obtuvo el siguiente esquema (véase figura 21).
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Patrén 2D de recorrido de DNA:
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Figura 21. Esquematizacion del plegamiento de la molécula de ssDNA para formar la estructura cubica de origami. Las
flechas indican la direccion 5°a 3°del DNA, mientras que los nimeros son la arista consecutiva que forma el DNA al
plegarse, las zonas marcadas en amarillo y cian representan una grapa diferente. Imagen creada con Biorender.com

4.3.2. Oligos (grapas) para aristas del cubo

En la figura 22 se muestra la union de dos cadenas que forman una arista de la estructura cubica, en
especifico la unidn de la artista 1 con la 24. Las grapas tienen una extension de 16 nucledtidos de forma
que 8 se hibridan a la cadena que representa la arista 1, y los otros 8 se hibridan a la secuencia que

representa la arista 24. Dos grapas se posicionan encontradas para asegurar el acercamiento de las dos

[36 L
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cadenas de DNA. Asi pues, por arista hay 3 pares de grapas separadas por 24 nucledtidos. En total, por las
12 aristas del cuerpo se disefiaron 72 grapas. La nomenclatura de las grapas se conforma por la primera
letra de su posicion en la estructura, que puede ser A si va en una arista o V si va en un vértice; seguido
del nimero de las dos aristas que une, separado por un guion; finalmente el nimero consecutivo de la

grapa en esa union después de un punto.

5 "ACCTTTTCAGCTCGCGCCCC3”
3 GAAAAGTCGAGCGCGG 5°
Al-24.1]||A1-24.2
5° TCATATGCGTTATACA 3°
3°"ATAGTATACGCAATATGTTTS”

Figura 22. Modelo de la construccion de grapas que se colocan en las aristas para plegar el ssDNA (M13mp18) en forma de
cubo. El color amarillo indica una grapa, y el color cian otra grapa distinta. Los nombres A1-24.1 y A1-24.2 de las grapas
indican que son la grapa 1 y 2 de la union de las aristas 1 con la 24.

Para visualizar el posicionamiento de las grapas en todos los pares de aristas que conforman el cubo,
el listado de grapas y sus secuencias disenadas para las aristas, asi como las secuencias del genoma que

conforman las aristas, véase el Apéndice B.

4.3.3. Oligos (grapas) para vértices del cubo

Para cada uno de los vértices del cubo se disefaron tres grapas, dos que sirven para mantener las
cadenas de DNA unidas mediante pares de Watson-Crick y una funcionalizada con un grupo tiol en el
extremo 3 para unir las AuNPs a la estructura de DNA. En total son 8 vértices y por tanto 24 oligos, de
los cuales 8 son funcionalizados con grupos tioles y 16 son estdndar. A continuacion, se presenta un

ejemplo de las secuencias de las grapas para uno de los vértices (véase figura 23).
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Uniédn vértice 1-24/74-21/5-20:
[y ] m o0
i =
i i
= [
o 5
3 4]
s} =
18 %24
(S 4] &L |
e L
H oo B e
[ R
(LN R R L]
I
5 A B e a
. e B e A
3 CCGTATCATTICTICGTT GIGATAGTATTIGGGAG 3
5" AAGAGCAA CACTATCA 3
V1-20 vae-21 |
3 TATACCGA GGGGCAAATAAA 5°
5" GATLAATAATATGGCT GTITTATTTTIGTRAACTG 3°
20 21

Figura 23. Modelo de la construccion de grapas que se colocan en los vértices para plegar el ssDNA (M13mp18) en forma de
cubo. El color amarillo indica una grapa, el color cian otra grapa distinta y el color verde es para la grapa funcionalizada con
el grupo tiol. V1-20 indica grapa de vértice que une arista 1 con arista 20, V5-24 indica grapa de vértice que une arista 5 con

arista 24, y V4-21 indica grapa de vértice que une arista 4 con arista 21.

Para visualizar el posicionamiento de las grapas en todos los vértices que conforman el cubo, el

listado de grapas y sus secuencias disefiadas para los vértices véase el Apéndice B.

4.4. AuNPs funcionalizadas con oligos DNA/3 Tiol

4.4.1. Diametro hidrodindamico de particulas funcionalizadas (DLS)

Para el posicionamiento de las AuNPs en la estructura del DNA es necesario funcionalizar a las NPs
con los oligos que contienen al grupo tiol (SH). La funcionalizacion de las AuNPs con los oligos se estudio
por DLS. La figura 24 muestra como el tamano de las AuNPs tal como se sintetizaron es menor a aquellas
funcionalizadas con los oligos de DNA tiolados. Las AuNPs muestran un didmetro de alrededor de 20 nm
mientras que, con las cadenas de DNA adheridas, muestran un didmetro cercano a 28 nm, lo cual tiene
sentido considerando que los oligos tiolados tienen 20 nucleétidos, por tanto, una longitud de 6.7 nm, y

que el equipo detecta el didmetro hidrodindmico de las particulas (didmetro NP + doble capa).
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Figura 24. Grafico de distribucion de tamaios resultantes por DLS, para AuNPs sin funcionalizar vs AuNPs funcionalizadas
con oligos tiolados. (Esquematizacion de AuNPs y oligos creada con Biorender.com)

4.4.2. Micrografias de TEM de particulas funcionalizadas

Las micrografias de las AuNPs funcionalizadas muestran los oligos de DNA tiolados adheridos a la
superficie de cada nanoparticula. Dado que el DNA esta compuesto por elementos lejanos en masa atomica
(materia organica: C, N, Py H) a las NPs (metal: Au), el contraste en la imagen es perceptible, los oligos

se perciben como hebras blancas que forman un aura alrededor de cada nanoparticula (véase figura 25).

Figura 25. Micrografia de TEM mostrando AuNPs funcionalizadas con oligos tiolados. (Esquematizacion de AuNP con
oligos creada en Biorender.com)
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4.5. Ensamble DNA origami — AuNPs

4.5.1. Prueba de hibridacion de oligos (grapas)

Para verificar que las secuencias de los oligos que son complementarias se estuvieran hibridando,
se realiz6 una prueba de hibridacion utilizando unicamente dos oligos con secuencias complementarias.
Dichos oligos se mezclaron equimolarmente utilizando buffer TAE 1x, esta mezcla se calenté desde 25°C
a 80°C en rampa lineal a 1°C/min utilizando el sistema peltier del espectrofotometro UV-Vis HP. La
absorbancia a 260 nm; que es la longitud de onda a la que absorbe el DNA se registr6 cada 2.5 °C. Dado
que, segun la literatura [35], el coeficiente de extincion molar del DNA de cadena sencilla es mayor que
el de doble cadena, se esperaria que, a medida que las cadenas hibridadas se separan por el incremento de
temperatura, la absorbancia aumente. La progresion de espectros mostrd que efectivamente la absorbancia
aumenta debido a que las cadenas de oligos se desnaturalizan (separan) a medida que la temperatura se
eleva (véase figura 26). La grafica de la absorbancia a 260 nm vs temperatura muestra claramente el
comportamiento tipo sigmoidal del aumento de la absorbancia en funcidon de la temperatura, en la cual
puede observarse el punto de inflexion alrededor de 54°C que corresponde a la temperatura de melting
(Tm, temperatura en la que el 50% de las copias de DNA se encuentran hibridadas), que es cercana a la

calculada de forma teorica (50°C).

——25°C 10-
1.0 —30°C
——35°C
©
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% ©
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£
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Ke)
0.2 § < 0.6
0.0 T T T T T T ! ! J J T J
220 240 260 280 300 320 340 20 30 40 50 60 70 80
Longitud de onda (nm) Temperatura (°C)

Figura 26. Espectros UV-Vis de oligo de doble cadena sometido a varias temperaturas, y evolucion de su absorbancia a 260
nm. Secuencia del oligo: CATATGGTAATAAAAATTGGCTAAGTA.
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4.5.2. Prueba de hibridacion de AuNPs funcionalizadas con oligos tiolados (DNA/3 "Tiol)

Una vez comprobado que los oligos se hibridan y que las AuNPs se unen al grupo tiol de los oligos,
se realizd una prueba para verificar ahora que las cadenas de DNA de las AuNPs funcionalizadas se
hibridan y, por tanto, controlan la posicion de las nanoparticulas. Dicha prueba consistié en funcionalizar
nanoparticulas con dos oligos tiolados complementarios que posteriormente se hibridaron para producir
dimeros. Los dimeros se caracterizaron con espectroscopia UV-Vis y TEM (véase figura 27). Los
espectros mostraron que existe una diferencia en el maximo del SPR alrededor de 500 nm para AuNPs
aisladas y de 540 nm para el dimero denotando un corrimiento hacia el rojo. Este corrimiento es una
caracteristica del acoplamiento de plasmones entre las AuNPs que conforman el dimero. Las
nanoparticulas en el dimero se encuentran a una distancia suficientemente corta como para permitir este
fendomeno de acoplamiento de sus plasmones superficiales, lo que genera un modo plasmoénico colectivo.
Esto causa una reduccién en la energia de resonancia, o lo que es lo mismo, un desplazamiento hacia el
rojo en el espectro de absorcion [36, 37]. El resultado de microscopia electronica mostrdé que

efectivamente se estaban formando los dimeros de AuNPs.
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Figura 27. Espectros UV-Vis de AuNPs solas vs dimeros de AuNPs, y micrografia de TEM de los dimeros producidos.

(Esquematizacion de AuNP y dinero de AuNPs creada con Biorender.com)
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4.5.3. Hibridacion de cubo de DNA origami

La formacion de la estructura cubica tipo alambre se realizé mediante la hibridacion del ssDNA
(andamio) y las grapas como se describe en el apartado 3.6.4. La obtencion del cubo se analizé por
espectroscopia UV-Vis, mediante el registro de los espectros de 25°C a 80°C a una velocidad de 1°C/min
utilizando el sistema peltier del equipo, las mediciones se hicieron cada 2.5°C a la absorbancia de 260 nm.
El producto obtenido de este proceso se estudio por electroforesis en gel de agarosa. La absorbancia a 260
nm del cubo de DNA mostré un incremento a medida que aumento la temperatura, teniendo dos pendientes
con diferentes Tm: uno cercano a 50°C y otro cercano a 68°C, lo cual coincide con las Tm mas frecuentes
en los 96 oligos y también indica que existe una hibridacion de los oligos al ssDNA (M13mp18) ya que,
como se menciono, el DNA de cadena sencilla tiene un coeficiente de extincion mayor que el DNA de
doble cadena, es decir, es hipocromico; ademas de que por la cantidad de oligos empleados y que se estan
hibridando, hay un ensanchamiento en la tendencia tipo sigmoidal de la grafica [38]. Por otro lado, las
bandas de DNA en el gel de agarosa mostraron que existe una diferencia en la velocidad de migracion
entre el andamio de ssDNA y el cubo de DNA origami, sugiriendo que hay una topologia diferente (véase
figura 28) debida al plegamiento del andamio provocado por la hibridacion de las grapas, de tal manera
que la estructura se “compacta” avanzando a mayor velocidad. Esta diferencia en la migracion ha sido
observada por otros autores [39, 40] quienes producen estructuras con DNA origami similares y también

observan una migracion mas rapida del origami que la del andamio.
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Figura 28. Evolucion de la absorbancia a 260 nm del cubo de origami a diferentes temperaturas, y gel de agarosa con una

muestra de ssDNA (M13mp18) y una muestra del cubo de DNA origami.
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4.5.4. Ensamble de AuNPs al cubo de DNA origami

Como se menciono en la metodologia, el ensamble resultante DNA origami — AuNPs se caracterizo
con las técnicas de electroforesis, espectroscopia UV-Vis y TEM. El espectro de UV-vis del ensamble
mostr6é dos maximos para el SPR, uno alrededor de 500 nm y otro cercano a 575 nm (véase figura 29-A)
lo cual se puede atribuir al acoplamiento del plasmoén de las particulas aisladas con el plasmon longitudinal
de la estructura ctbica por la cercania de las nanoparticulas entre si [41]. De separarse mas las AuNPs, el
segundo plasmon se iria desplazando hacia el azul hasta unificarse con el de las particulas aisladas,
mientras que, a medida que se junten, los dos plasmones se definen mucho més y el longitudinal se

desplaza mas hacia el rojo.

El gel de agarosa mostro dos bandas de nanoparticulas (véase figura 29-B): una que migro6 a la par
del DNA (indicando que son las que se ensamblaron a la estructura de origami) y otra que migré mas
rapido indicando que son NPs aisladas que no se unieron al DNA (lo que evidencia que hubo
nanoparticulas restantes no ensambladas); esto se verifico visualizando las mismas muestras, pero en
presencia de un fluor6foro que en presencia de DNA emite en el verde. Esta misma muestra se analiz6 por
microscopia electronica mostrando que las AuNPs si se organizaron en las estructuras deseadas formadas
por el cubo de DNA origami (véase figura 29-C). En la figura 29-C se observa la esquematizacion del
cubo visualizado en la micrografia dando lugar a un cubo ligeramente “deformado” con aristas de 46 nm.
Si bien, el modelo disefiado, de forma tedrica tiene aristas de 53 nm, la distancia de 46 nm de la micrografia

se debe a la orientacion del cubo y a la poca rigidez de las cadenas.
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Figura 29. Caracterizacion del ensamble DNA origami — AuNPs. A) Espectro UV-Vis de AuNPs solas vs ensamble DNA
origami — AuNPs. B) Gel de agarosa del ensamble DNA origami — AuNPs, en ambos pozos se cargd la misma muestra, del
lado izquierdo se visualizan las bandas de las NPs en rojo y del lado derecho excitando al fluoréforo para observar las bandas
de DNA. C) Micrografia de TEM del ensamble DNA origami — AuNPs comparado con la esquematizacion de su arreglo.

(Esquematizaciones creadas con Biorender.com)

4.5.5. Rendimiento de ensamble DNA origami — AuNPs

El rendimiento de la produccion de estructuras ctbicas se expresa como “% AuNPs ensambladas”

y se calculd con el promedio del porcentaje de AuNPs ensambladas de 10 micrografias de TEM de la

muestra del ensamble DNA origami — AuNPs de la siguiente manera:
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#AuNPs ensambladas
% AuNPs ensambladas = S AuNPs totales (100)

Obteniendo asi, un rendimiento promedio del 61.8 %.

Resulta entonces importante destacar que, si bien, las AuNPs se organizaron en los cubos de DNA
origami, es necesario seguir trabajando en la optimizacion del proceso para mejorar el rendimiento, misma

que por la duracion del plan de estudios para maestria, se sigue efectuando fuera del periodo de esta tesis.
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5. CONCLUSIONES

Las AuNPs se sintetizaron por un método libre de tensoactivos. Se realizaron 328 variantes de este
método para evaluar la importancia de los parametros experimentales en la obtencion de NPs esféricas,
monodispersas y con un didmetro aproximado de 20 nm. La evaluacion mediante Machine Learning arrojo
que el modelo Random Forest era mas apropiado para predecir tres de las variables respuesta: PDI, SPR
y Absorbancia. Incluso el modelo Random Forest predijo adecuadamente los espectros UV-Vis de sintesis
de AuNPs solo con introducir datos experimentales, evitando la sintesis y con ello, ahorrando tiempo y

recursos.

Se logré amplificar y purificar el DNA de cadena sencilla del fago M 13 de forma exitosa, el genoma
estaba intacto ya que contenia los 7249 nucleotidos de acuerdo con los resultados de electroforesis. El
ssDNA se obtuvo de manera pura resultando adecuado para su empleo como andamio en la técnica de

DNA origami.

Se disefiaron manualmente 96 grapas, (88 estandar y 8 con grupos tioles en el extremo 3") que se

hibridaron al ssDNA para producir la estructura cubica de DNA origami.

Las nanoparticulas de oro fueron funcionalizadas exitosamente con cadenas de DNA tioladas y se
lograron producir dimeros, comprobando que las cadenas de DNA pueden controlar su ordenamiento

empleando oligos con secuencias complementarias.

La sintesis 16 de nanoparticulas de oro permitid su uso directo con la técnica de DNA origami sin
la necesidad de afadir un paso de desplazamiento o remocion de tensoactivos a la metodologia aqui

descrita, haciendo el proceso mas rapido y disminuyendo el tiempo en el laboratorio.

Se ha introducido un nuevo método para crear estructuras ciibicas tipo alambre empleando la técnica
de DNA origami y utilizando un minimo de grapas. Este cubo de DNA permitidé organizar nanoparticulas
de oro, lo cual puede ser utilizado como un nuevo método para, en el futuro, construir supercristales

tridimensionales.
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6. PERSPECTIVAS

La metodologia empleada para el ensamble de DNA origami — AuNPs puede mejorarse y
optimizarse en la busqueda de mejores rendimientos, modificando pardmetros como tiempos de
hibridacion, tasa de cambio de temperatura, relacion DNA:Grapas: AuNPs, buffer, etc. Es deseable un
mejor entendimiento del principio de funcionamiento de la técnica de DNA origami para producir

estructuras mas estables.

De validarse el empleo de Machine Learning en la sintesis de nanoparticulas de oro, se puede retar
al modelo y hacer una optimizaciéon para que prediga no solo la curva de absorcion sino los datos
numéricos optimos de cada variable. Ademas, se puede transportar a futuro a la creacion de un software

de disefio de grapas para estructuras tridimensionales tipo alambre de DNA origami.

Una vez comprobado que se pueden organizar las nanoparticulas de oro en celdas unitarias cubicas,
empleando DNA origami, se pueden crear ahora otro tipo de estructuras cristalinas, como cubica centrada
en la cara, cibica centrada en el cuerpo, hexagonal, etc. Y mas alin, seria posible ensamblar estas celdas
para producir supercristales. Resultaria interesante continuar con la exploracion de las propiedades opticas
de los arreglos de nanoparticulas para profundizar nuestro conocimiento respecto del acoplamiento de

plasmones segun la distancia inter-particula y su distribucion espacial.
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APENDICE A: CONDICIONES EXPERIMENTALES Y RESULTADOS DE

CARACTERIZACION DE SINTESIS DE AUNPS PARA ML

[ss L




CONDICIONES EXPERIMENTALES (/nputs)

RESULTADOS DE CARACTERIZACION (Outputs)

ID |%ETOH? |% METOH?| C NaOH® C KOH¢ COro® | SPR" [FWHME| Sz"1 % SZ2 % SZ3 % | PDI
Expl 0 0 2 0 0.5 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Exp2 10 0 2 0 0.5 581 | 160.3 99.29 100 0 0 0 0 |0.417
Exp3 20 0 2 0 0.5 525 54.3 258 57.3 47.74 42.7 0 0 |0.538
Exp4 30 0 2 0 0.5 550 | 207.4 156.6 |87.1 17.25 9.6 4345 3.3 |0.506
Exp5 40 0 2 0 0.5 622 | 288.1 627.2 100 0 0 0 0 |0.301
Exp6 15 0 2 0 0.5 533 58.2 118.2 |83.7 16.56 7.9 5.32 7.3 [0.541
Exp7 50 0 2 0 0.5 0 0.0 0 0 0 0 0 0 1
Exp8 60 0 2 0 0.5 0 0.0 0 0 0 0 0 0 1
Exp9 70 0 2 0 0.5 0 0.0 0 0 0 0 0 0 1

Exp10 0 15 2 0 0.5 535 56.2 97.73 100 0 0 0 0 |0.442
Expll 0 20 2 0 0.5 535 55.4 89.85 100 0 0 0 0 |0.485
Expl2 0 25 2 0 0.5 537 59.8 166.4 |80.3 23.33 17.5 4748 2.2 | 0.46
Exp13 0 30 2 0 0.5 541 87.3 264.8 |89.5 26.45 8.2 4422 2.2 10.442
Expl4 0 35 2 0 0.5 547 86.8 161.9 |88.8 28.82 10 4863 1.2 |0.382
Exp15 0 40 2 0 0.5 0 0.0 0 0 0 0 0 0 1
Exp16 5 5 2 0 0.5 527 62.7 26.2 83.9 656.6 14.8 4.06 1.3 |0.411
Expl7 7.5 7.5 2 0 0.5 533 89.3 36.16 |63.7 342.5 31.1 2.49 5.2 |10.836
Exp18 10 10 2 0 0.5 527 70.1 25.56 |60.7 135.5 36.6 4981 2.7 |0.609
Exp19 12.5 12.5 2 0 0.5 533 97.7 33.98 |73.4 284.3 17.8 3.152 5.2 |0.604
Exp20 15 15 2 0 0.5 538 | 137.9 39.75 |82.1 249.7 13.1 4788 4.8 10.634
Exp21 17.5 17.5 2 0 0.5 538 | 92.1 31.82 |56.6 144.6 43.4 0 0 |0.174
Exp22 10 0 2.5 0 0.5 547 | 124.8 163.2 |89.9 22.81 5.5 4072 4.6 |10.406
Exp23 15 0 2.5 0 0.5 538 | 100.2 154.6 100 0 0 0 0 |0.241
Exp24 20 0 2.5 0 0.5 697 | 526.4 141.1 100 0 0 0 0 0.1
Exp25 25 0 2.5 0 0.5 657 | 597.5 190.7 |95.8 29.04 4.2 0 0 |0.296
Exp26 30 0 2.5 0 0.5 581 | 251.0 229.2 100 0 0 0 0 |0.158
Exp27 35 0 2.5 0 0.5 581 | 189.9 229.7 100 0 0 0 0 | 0.37
Exp28 10 0 2 0 0.5 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Exp29 20 0 2 0 0.5 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Exp30 30 0 2 0 0.5 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Exp31 10 0 2 0 0.5 0 0 0 0 0 0 0 0 1
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CONDICIONES EXPERIMENTALES (/nputs)

RESULTADOS DE CARACTERIZACION (Outputs)

ID |%ETOH? |% METOH?| C NaOH® C KOH¢ COro® | SPR" [FWHME| Sz"1 % SZ2 % SZ3 % | PDI
Exp63 40 0 0 2 0.5 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Exp64 0 10 0 2 0.5 575 | 192.8 1015 100 0 0 0 0 |0.401
Exp65 0 15 0 2 0.5 540 65.1 694.9 |98.5 5436 1.5 0 0 |0.347
Exp66 0 20 0 2 0.5 541 72.6 1280 68.9 228.2 30.1 50.18 1.1 {0.514
Exp67 0 25 0 2 0.5 541 79.1 124.8 94 4599 6 0 0 | 0.42
Exp68 0 30 0 2 0.5 547 92.5 153.2 |88.8 29.82 6.5 4982 4.7 10.494
Exp69 0 35 0 2 0.5 565 | 154.2 218.8 |94.9 33.52 3.2 4724 1.9 |0.277
Exp70 0 40 0 2 0.5 552 | 107.1 926.4 |97.4 5392 2.6 0 0 |0.318
Exp71 5 5 0 2 0.5 533 55.4 94.41 |97.8 4426 2.2 0 0 |0.424
Exp72 7.5 7.5 0 2 0.5 529 55.3 362.2 100 0 0 0 0 |0.484
Exp73 10 10 0 2 0.5 0 0.0 0 0 0 0 0 0 1
Exp74 12.5 12.5 0 2 0.5 541 89.6 185.5 |87.7 34.35 10.5 5440 1.8 |10.465
Exp75 15 15 0 2 0.5 560 | 151.4 326.8 |97.5 4547 2.5 0 0 |0.514
Exp76 17.5 17.5 0 2 0.5 0 0.0 0 0 0 0 0 0 1
Exp77 20 20 0 2 0.5 0 0.0 0 0 0 0 0 0 1
Exp78 10 0 2 0 0.5 0 0.0 0 0 0 0 0 0 1
Exp79 15 0 2 0 0.5 532 | 1114 52.85 |69.7 2.529 28.3 0.72 1.9 |0.619
Exp80 20 0 2 0 0.5 532 85.3 142.1 |74.3 16.43 12.9 3.11 6.9 1
Exp81 25 0 2 0 0.5 547 | 126.2 140.3 |86.5 21.28 7.6 2.96 5.9 | 0.52
Exp82 30 0 2 0 0.5 547 | 124.4 1753 |83.2 25.57 8.9 3302 7.9 10.502
Exp83 35 0 2 0 0.5 540 | 120.7 2248 (934 22.53 6.6 0 0 ]0.435
Exp84 40 0 2 0 0.5 0 0.0 0 0 0 0 0 0 1
Exp85 10 0 4 0 1 542 71.0 148.3 |96.6 4520 3.4 0 0 |0.476
Exp86 20 0 4 0 1 528 53.0 123 96.7 4295 3.3 0 0 |0.504
Exp87 30 0 4 0 1 529 57.4 330.3 |88.2 26.02 9.8 4335 2 |0.564
Exp88 40 0 4 0 1 532 62.4 162.2 89 22.29 11 0 0 |0.541
Exp89 0 10 4 0 1 565 | 130.7 157.8 100 0 0 0 0 |0.336
Exp90 0 20 4 0 1 548 | 83.7 167.2 |97.9 4684 2.1 0 0 |0.265
Exp91 0 30 4 0 1 536 61.4 111.3 100 0 0 0 0 ]0.454
Exp92 0 40 4 0 1 541 80.5 170.4 |90.3 24.99 9.7 0 0 ]0.432
Exp93 10 0 6 0 1.5 542 84.2 127.1 |94.5 22.14 5.5 0 0 |0.397
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CONDICIONES EXPERIMENTALES (/nputs)

RESULTADOS DE CARACTERIZACION (Outputs)

ID |%ETOH? |% METOH?| C NaOH® C KOH¢ COro® | SPR" [FWHME| Sz"1 % SZ2 % SZ3 % | PDI
Exp94 20 0 6 0 1.5 528 63.1 115.7 100 0 0 0 0 |0.489
Exp95 30 0 6 0 1.5 528 62.7 122.7 100 0 0 0 0 |0.472
Exp96 40 0 6 0 1.5 552 | 104.2 183.8 |93.3 29.82 6.7 0 0 |0.294
Exp97 0 10 6 0 1.5 567 | 156.4 374 97.9 5460 2.1 0 0 |0.388
Exp98 0 20 6 0 1.5 552 98.4 154.8 100 0 0 0 0 |0.259
Exp99 0 30 6 0 1.5 0 0.0 0 0 0 0 0 0 1
Exp100 0 40 6 0 1.5 0 0.0 0 0 0 0 0 0 1
Exp101 10 0 8 0 2 554 | 88.6 186.5 94 25.68 6 0 0 |0.285
Exp102 20 0 8 0 2 532 61.9 2802 100 0 0 0 0 |0.449
Exp103 30 0 8 0 2 547 82.3 469.6 |95.1 4635 4.9 0 0 |0.363
Exp104 40 0 8 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Exp105 0 10 8 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Exp106 0 20 8 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Exp107 0 30 8 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Exp108 0 40 8 0 2 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Exp109 10 0 10 0 2.5 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Exp110 20 0 10 0 2.5 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Explll 30 0 10 0 2.5 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Expl112 40 0 10 0 2.5 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Exp113 0 10 10 0 2.5 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Expl14 0 20 10 0 2.5 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Exp115 0 30 10 0 2.5 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Expl16 0 40 10 0 2.5 0 0 0 0 0 0 0 0 1
Exp117 10 0 1 0 0.25 528 59.1 84.25 |91.1 3.926 7.6 4923 1.3 |0.518
Exp118 20 0 1 0 0.25 529 99.4 81.78 |77.6 2.91 22.4 0 0 | 0.78
Exp119 30 0 1 0 0.25 559 | 183.1 66.42 |77.2 2.34 20.3 5377 2.5 (0.245
Exp120 40 0 1 0 0.25 0 0.0 0 0 0 0 0 0 1
Expl21 1 0 2 0 0.5 0.000f 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 1
Exp122 2 0 2 0 0.5 0.000| 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 1
Exp123 3 0 2 0 0.5 0.000| 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 1
Expl124 4 0 2 0 0.5 0.000| 0.0 417.6 |91.3 23.2 8.7 0.0 0.0 |0.556




CONDICIONES EXPERIMENTALES (/nputs)

RESULTADOS DE CARACTERIZACION (Outputs)

ID |%ETOH? |% METOH?| C NaOH® C KOH¢ COro® | SPR" [FWHME| Sz"1 % SZ2 % SZ3 % | PDI
Exp125 5 0 2 0 0.5 533 0.0 87.8 90.7 4.9 8.3 4611.0 1.0 |0.515
Exp126| 17.5 0 2 0 0.5 522 | 45.6 70.11 | 85.5 10.78 14.5 0 0 | 0.57
Exp127 20 0 2 0 0.5 519 | 48.1 82.5 94.2 4.38 5.8 0 0 |0.682
Exp128| 22.5 0 2 0 0.5 519 | 49.6 96 68.9 20 25.1 2.66 5.9 |10.274
Exp129 25 0 2 0 0.5 531 52.9 2049 ]93.8 32.43 6.2 0 0 |0.335
Exp130| 27.5 0 2 0 0.5 527 56.2 228.1 |86.2 30.7 7.2 3388 6.6 |0.528
Exp131 30 0 2 0 0.5 524 55.7 286.1 100 0 0 0 0 ]0.295
Exp132| 32.5 0 2 0 0.5 524 68.3 1270 46.7 99.4 43.4 2.1 9.9 1
Exp133 35 0 2 0 0.5 533 70.7 69.27 61 2.1 17.5 350 16 [0.412
Exp134 6 0 2 0 0.5 539 81.0 269.6 |84.6 29.9 8.2 4262 7.1 [0.455
Exp135 7 0 2 0 0.5 526 57.7 97.47 |91.5 3.584 7.4 4362 1.1 |0.532
Exp136 8 0 2 0 0.5 529 57.9 109.4 94 3.767 6 0 0 ]0.484
Exp137 9 0 2 0 0.5 0.0 0.0 0 0 0 0 0 0 1
Exp138 10 0 2 0 0.5 0.0 0.0 0 0 0 0 0 0 1
Exp139 11 0 2 0 0.5 541 86.1 311.8 89 34.65 11 0 0 ]0.548
Exp140 12 0 2 0 0.5 537 80.0 246.8 [86.1 23.47 9.9 4048 4.1 10.518
Expl141 13 0 2 0 0.5 524 59.6 1146 |87.8 4.065 12.2 0 0 |0.611
Exp142 14 0 2 0 0.5 521 53.2 54.4 60.6 364.4 28.9 3.101 5.8 [0.699
Exp143 15 0 2 0 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Expl44 16 0 2 0 0.5 530 | 81.3 129.2 |73.3 2.95 18.4 3212 8.2 |1 0.93
Exp145 17 0 2 0 0.5 527 58.6 2225 |80.4 3364 10.3 3.842 9.2 10.612
Exp146 18 0 2 0 0.5 523 66.2 87.26 |78.4 3.231 19.8 4344 1.8 |0.876
Exp147 19 0 2 0 0.5 521 50.8 199.1 |49.2 42.23 40.3 3.288 7.2 |0.795
Exp148 20 0 2 0 0.5 533 93.6 126 71.8 2.96 21.4 3386 6.9 |0.945
Exp149 21 0 2 0 0.5 519 54.3 551.8 |72.4 31.02 20.9 3.096 6.7 [0.903
Exp150 22 0 2 0 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp151 23 0 2 0 0.5 524 61.7 202.5 100 0 0 0 0 |0.272
Exp152 24 0 2 0 0.5 531 66.5 200.7 |76.8 30.88 17.7 1.933 5 10.287
Exp153 25 0 2 0 0.5 531 68.9 184.7 |48.8 39.45 36.1 2.298 11.5/0.874
Exp154 26 0 2 0 0.5 527 62.3 102.5 |83.6 2.764 12.3 3390 4.1 10.996
Exp155 27 0 2 0 0.5 533 90.1 204.7 85 22.57 13.9 4865 1.1 {0.586
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CONDICIONES EXPERIMENTALES (/nputs)

RESULTADOS DE CARACTERIZACION (Outputs)

ID |%ETOH? |% METOH?| C NaOH® C KOH¢ COro® | SPR" [FWHME| Sz"1 % SZ2 % SZ3 % | PDI
Exp156 28 0 2 0 0.5 525 60.4 100.8 |78.4 14.89 10.5 3.311 8.3 10.584
Exp157 29 0 2 0 0.5 526 66.3 142.2 |79.2 2722 1.2 2.808 9.6 |0.796
Exp158 30 0 2 0 0.5 531 88.1 1753 |76.5 2.96 15.6 21.73 5 ]0.985
Exp159 31 0 2 0 0.5 528 66.8 103 73.6 2.485 13.4 14.26 10.2| 1
Exp160 32 0 2 0 0.5 527 65.8 217.7 |75.4 2.442 9.8 26.14 9.6 1
Exp161 33 0 2 0 0.5 534 | 80.6 332.2 |81.1 25.67 7.3 2.99 6.7 |0.584
Exp162 34 0 2 0 0.5 526 66.6 241 74.8 23.83 10.4 2.503 8.5 10.974
Exp163 35 0 2 0 0.5 533 84.4 3924 [88.1 25.11 8.9 4545 3 ]0.585
Exp164 36 0 2 0 0.5 560 | 89.8 409.8 100 0 0 0 0 | 0.01
Exp165 37 0 2 0 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp166 38 0 2 0 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp167 39 0 2 0 0.5 527 73.8 103.9 |51.1 611.3 27.2 2.48 10.7|0.998
Exp168 40 0 2 0 0.5 526 61.7 184.3 |80.7 29.14 15.6 4030 3.7 |0.537
Exp169 41 0 2 0 0.5 532 86.8 4448 |94.5 34.47 3.5 4750 2 |0.581
Exp170 42 0 2 0 0.5 527 79.3 8534 |97.2 27.56 2.8 0 0 ]0.547
Expl71 43 0 2 0 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Expl172 44 0 2 0 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Expl173 45 0 2 0 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Expl74 46 0 2 0 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp175 a7 0 2 0 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp176 48 0 2 0 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp177 49 0 2 0 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Expl78 50 0 2 0 0.5 529 79.6 591.8 |94.3 33.19 5.2 5181 0.5 |0.546
Expl179 0 1 2 0 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp180 0 2 2 0 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp181 0 3 2 0 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp182 0 4 2 0 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp183 0 5 2 0 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp184 0 6 2 0 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp185 0 7 2 0 0.5 532 81.6 164.6 |87.8 30.93 10.1 4688 2.1 | 0.39
Exp186 0 8 2 0 0.5 536 69.5 98.84 |94.2 4.185 5.8 0 0 |0.463
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CONDICIONES EXPERIMENTALES (/nputs)

RESULTADOS DE CARACTERIZACION (Outputs)

ID |%ETOH? |% METOH?| C NaOH® C KOH¢ COro® | SPR" [FWHME| Sz"1 % SZ2 % SZ3 % | PDI
Exp187 0 9 2 0 0.5 529 53 93.49 100 0 0 0 0 |0.423
Exp188 0 10 2 0 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp189 0 11 2 0 0.5 522 80 178 73.3 30.5 26.7 0 0 |0.512
Exp190 0 12 2 0 0.5 532 87.6 185.6 |86.4 214 11.1 4279 2.4 10.553
Exp191 0 13 2 0 0.5 530 74 156.8 |83.4 26.41 13.6 4305 3 10.487
Exp192 0 14 2 0 0.5 529 80.3 156.7 |79.4 21.41 12.8 3.34 5.9 [0.565
Exp193 0 15 2 0 0.5 527 73.7 108.3 100 0 0 0 0 |0.461
Exp194 0 16 2 0 0.5 522 94.9 93.61 |94.9 3.58 5.1 0 0 | 0.49
Exp195 0 17 2 0 0.5 548 | 88.4 148.1 83 24.6 13.6 4283 3.4 10473
Exp196 0 18 2 0 0.5 527 78.8 217 74.5 37.35 25.5 0 0 |0.498
Exp197 0 19 2 0 0.5 522 82 96.99 100 0 0 0 0 |0.432
Exp198 0 20 2 0 0.5 525 68.5 144.7 74 24.44 17.7 4.4 6.4 |0.517
Exp199 0 21 2 0 0.5 552 76.1 164.9 |94.2 29.6 5.8 0 0 ]0.278
Exp200 0 22 2 0 0.5 549 73.9 237.3 |96.3 28.33 3.7 0 0 ]0.287
Exp201 0 23 2 0 0.5 533 57.9 254.8 190.9 33.09 8 4718 1.1 /0.452
Exp202 0 24 2 0 0.5 540 62 229.4 95 20.83 3.6 4844 1.4 10.429
Exp203 0 25 2 0 0.5 531 59.3 139.7 |86.1 26.5 13.9 0 0 |0.528
Exp204 0 26 2 0 0.5 537 63.6 193.5 |90.8 29.83 7.8 4487 1.4 10.435
Exp205 0 27 2 0 0.5 544 68 168.8 89 24.73 9.7 4941 1.2 |0.464
Exp206 0 28 2 0 0.5 535 59.4 185 83.8 30.14 12.7 4372 3.6 |0.462
Exp207 0 29 2 0 0.5 545 71.3 273 86.2 39.82 13.8 0 0 | 0.46
Exp208 0 30 2 0 0.5 534 60 137.7 |85.2 21.44 14.8 0 0 0472
Exp209 0 31 2 0 0.5 534 60.6 246.7 |91.5 25.79 8.5 0 0 |0.521
Exp210 0 32 2 0 0.5 533 59.8 149 100 0 0 0 0 | 0.28
Exp211 0 33 2 0 0.5 536 61.8 317.1 92 39.22 8 0 0 |0.339
Exp212 0 34 2 0 0.5 540 | 83.1 310.8 [92.2 23.96 7.8 0 0 |0.536
Exp213 0 35 2 0 0.5 538 61.8 157.3 |94.6 26.27 5.4 0 0 |0.273
Exp214 0 36 2 0 0.5 551 74.7 283.5 88 41.67 9 4406 3 10.432
Exp215 0 37 2 0 0.5 547 76 155.7 |91.9 22.9 8.1 0 0 ]0.393
Exp216 0 38 2 0 0.5 541 76.7 166.5 |85.6 26.52 14.4 0 0 |0.444
Exp217 0 39 2 0 0.5 538 67.4 337.1 [92.2 46.3 7.8 0 0 |0.307
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CONDICIONES EXPERIMENTALES (/nputs)

RESULTADOS DE CARACTERIZACION (Outputs)

ID |%ETOH? |% METOH?| C NaOH® C KOH¢ COro® | SPR" [FWHME| Sz"1 % SZ2 % SZ3 % | PDI
Exp218 0 40 2 0 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp219 0 41 2 0 0.5 540 76.4 209.7 100 0 0 0 0 |0.261
Exp220 0 42 2 0 0.5 551 71 182.8 |86.5 27.25 13.5 0 0 |0.494
Exp221 0 43 2 0 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp222 0 44 2 0 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp223 0 45 2 0 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp224 0 46 2 0 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp225 0 47 2 0 0.5 528 66.5 1529 |67.4 25.88 20.5 4.621 12.1|0.605
Exp226 0 48 2 0 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp227 0 49 2 0 0.5 532 69 196.7 72 28.4 18.8 5.309 5.2 |0.567
Exp228 0 50 2 0 0.5 530 78.1 183.7 |72.1 17.38 16.3 3.57 6.3 1
Exp229 0 1 0 2 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp230 0 2 0 2 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp231 0 3 0 2 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp232 0 4 0 2 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp233 0 5 0 2 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp234 0 6 0 2 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp235 0 7 0 2 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp236 0 8 0 2 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp237 0 9 0 2 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp238 0 10 0 2 0.5 561 87.1 1773 |87.2 31.06 12.8 0 0 |0.404
Exp239 0 11 0 2 0.5 559 79.9 130.7 |93.4 23.5 96.6 0 0 ]0.284
Exp240 0 12 0 2 0.5 547 73.6 129.6 |92.6 22.56 7.4 0 0 ]0.283
Exp241 0 13 0 2 0.5 547 73.2 175.7 |92.3 27.96 7.7 0 0 |0.312
Exp242 0 14 0 2 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp243 0 15 0 2 0.5 545 72.9 163 100 0 0 0 0 | 0.45
Exp244 0 16 0 2 0.5 559 81 165.8 |89.5 30.82 10.5 0 0 |0.288
Exp245 0 17 0 2 0.5 560 88 2419 [89.1 38.73 10.9 0 0 |0.413
Exp246 0 18 0 2 0.5 545 70 197.2 |88.7 27.63 11.7 0 0 |0.501
Exp247 0 19 0 2 0.5 548 73.4 164 90.6 30.48 9.4 0 0 |0.301
Exp248 0 20 0 2 0.5 545 75.6 149.7 |88.9 32.15 11.1 0 0 |0.312
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CONDICIONES EXPERIMENTALES (/nputs)

RESULTADOS DE CARACTERIZACION (Outputs)

ID |%ETOH? |% METOH?| C NaOH® C KOH¢ COro® | SPR" [FWHME| Sz"1 % SZ2 % SZ3 % | PDI
Exp249 0 21 0 2 0.5 549 74.9 226.2 |83.3 43.67 16.7 0 0 |0.437
Exp250 0 22 0 2 0.5 548 75 172.2 |92.1 24.53 7.9 0 0 |0.299
Exp251 0 23 0 2 0.5 570 | 92.2 177.7 |94.5 31.04 5.5 0 0 |0.262
Exp252 0 24 0 2 0.5 547 75.1 196.6 |91.5 27.05 8.5 0 0 |0.326
Exp253 0 25 0 2 0.5 545 75.7 186.3 90 30.38 10 0 0 |0.314
Exp254 0 26 0 2 0.5 546 76.9 231.9 96 27.6 4 0 0 |0.326
Exp255 0 27 0 2 0.5 558 83 249 86.3 35.28 10.9 4478 2.8 |0.457
Exp256 0 28 0 2 0.5 553 82 167.8 |92.9 21.88 7.1 0 0 |0.313
Exp257 0 29 0 2 0.5 563 83.3 341.7 ]90.8 52.8 9.2 0 0 |0.365
Exp258 0 30 0 2 0.5 560 | 83.3 223.2 |88.2 30.42 7.9 4466 3.8 [0.435
Exp259 0 31 0 2 0.5 553 81.8 2489 |88.8 29.59 8.5 4608 2.7 |0.429
Exp260 0 32 0 2 0.5 575 89.4 173.2 |92.1 24.59 7.9 0 0 ]0.306
Exp261 0 33 0 2 0.5 552 80.5 187.7 |98.3 4930 1.7 0 0 ]0.422
Exp262 0 34 0 2 0.5 552 81.7 2475 ]91.8 34.53 8.2 0 0 ]0.335
Exp263 0 35 0 2 0.5 574 | 91.2 180.8 100 0 0 0 0 |0.267
Exp264 0 36 0 2 0.5 566 | 85.5 186.5 |89.5 25.86 8.3 4651 2.2 (10441
Exp265 0 37 0 2 0.5 558 | 83.4 2415 |88.4 28.82 11.6 0 0 | 0.51
Exp266 0 38 0 2 0.5 570 | 87.8 216.3 |85.9 26.69 11.5 4484 2.6 10.498
Exp267 0 39 0 2 0.5 566 | 86.2 3014 |89.8 36.47 10.2 0 0 | 0.48
Exp268 0 40 0 2 0.5 565 88.7 183.5 [89.6 25.04 10.4 0 0 |0.461
Exp269 0 41 0 2 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp270 0 42 0 2 0.5 549 79.6 268.3 |87.2 35.6 12.8 0 0 ]0.504
Exp271 0 43 0 2 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp272 0 44 0 2 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp273 0 45 0 2 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp274 0 46 0 2 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp275 0 47 0 2 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp276 0 48 0 2 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp277 0 49 0 2 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp278 0 50 0 2 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp279 10 0 0 2 0.5 528 54.7 43.8 86.3 721.4 13.7 0 0 |0.446
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CONDICIONES EXPERIMENTALES (/nputs)

RESULTADOS DE CARACTERIZACION (Outputs)

ID |%ETOH? |% METOH?| C NaOH® C KOH¢ COro® | SPR" [FWHME| Sz"1 % SZ2 % SZ3 % | PDI
Exp280 20 0 0 2 0.5 535 64.3 43.24 |75.4 405.7 24.6 0 0 |0.391
Exp281 30 0 0 2 0.5 528 57.3 276.6 |86.4 45.99 13.6 0 0 |0.347
Exp282 40 0 0 2 0.5 528 60.2 304.8 |77.6 62.42 22.4 0 0 | 0.46
Exp283 50 0 0 2 0.5 567 85.7 479.6 93 95.46 7 0 0 |0.266
Exp284 1 0 0 2 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp285 2 0 0 2 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp286 3 0 0 2 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp287 4 0 0 2 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp288 5 0 0 2 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp289 6 0 0 2 0.5 545 71 163.1 |79.4 31.85 20.6 0 0 |0.473
Exp290 7 0 0 2 0.5 536 61.5 166.6 80 22.57 13.9 4.49 6.1 |0.557
Exp291 8 0 0 2 0.5 545 74.8 130 80.3 23.5 19.7 0 0 ]0.499
Exp292 9 0 0 2 0.5 532 57.8 197.3 |88.2 21.9 10 4246 1.9 |0.564
Exp293 11 0 0 2 0.5 529 57 87.33 91 3.75 9 0 0 |0.574
Exp294 12 0 0 2 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp295 13 0 0 2 0.5 529 54.2 80.97 |91.8 3.29 8.2 0 0 |0.487
Exp296 14 0 0 2 0.5 532 54 92.69 |94.5 2.98 5.5 0 0 |0.481
Exp297 15 0 0 2 0.5 529 54.1 84.29 |93.3 3.18 6.7 0 0 |0.475
Exp298 16 0 0 2 0.5 529 53.6 166.2 |93.8 2.56 5.8 4369 0.4 10.482
Exp299 17 0 0 2 0.5 527 54.4 77.81 93 1.9 7 0 0 | 049
Exp300 18 0 0 2 0.5 532 54.8 95.29 |94.9 3.052 5.1 0 0 ]0.428
Exp301 19 0 0 2 0.5 528 53.4 89.07 |94.2 2.93 5.8 0 0 |0.477
Exp302 21 0 0 2 0.5 528 54.2 99.5 100 0 0 0 0 ]0.456
Exp303 22 0 0 2 0.5 528 54.6 99.3 94.4 2.69 5.6 0 0 |0.461
Exp304 23 0 0 2 0.5 528 53.7 2455 [84.3 37.14 10.6 3980 5.1 |0.504
Exp305 24 0 0 2 0.5 524 53.7 99.16 |93.2 2.72 5.5 4752 1.3 {0.467
Exp306 25 0 0 2 0.5 524 53.5 107.4 |90.3 17.57 7.6 4797 2.2 |10.456
Exp307 26 0 0 2 0.5 526 54 122.5 |96.5 4020 3.5 0 0 |0.498
Exp308 27 0 0 2 0.5 529 54.4 282.1 82 40 16.7 4457 1.3 |0.551
Exp309 28 0 0 2 0.5 529 54.7 128.8 |93.7 3.14 6.3 0 0 |0.541
Exp310 29 0 0 2 0.5 529 54.9 254.9 90 28.91 6.9 4109 31| 05
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CONDICIONES EXPERIMENTALES (/nputs)

RESULTADOS DE CARACTERIZACION (Outputs)

ID |%ETOH? |% METOH?| C NaOH® C KOH¢ COro® | SPR" [FWHME| Sz"1 % SZ2 % SZ3 % | PDI
Exp311 31 0 0 2 0.5 532 54.3 145 84.7 27.03 15.3 0 0 |0.495
Exp312 32 0 0 2 0.5 528 54.9 2714 [|82.4 36.88 11.9 4556 5.7 |0.455
Exp313 33 0 0 2 0.5 527 56.9 295.3 [88.1 28.4 9.5 4487 2.4 10.524
Exp314 34 0 0 2 0.5 531 72.9 4870 44.6 890.4 35.1 81.64 12.3|0.854
Exp315 35 0 0 2 0.5 531 55.2 1441 |92.9 21.36 7.1 0 0 |0.498
Exp316 36 0 0 2 0.5 531 55.9 169 90.9 25.06 9.1 0 0 | 0.47
Exp317 37 0 0 2 0.5 529 54.1 171.2 |90.5 22.59 9.5 0 0 ]0.478
Exp318 38 0 0 2 0.5 531 57.2 138.7 |87.7 19.95 12.3 0 0 |0.565
Exp319 39 0 0 2 0.5 527 54.7 156.4 |84.5 28.14 15.5 0 0 |0.509
Exp320 41 0 0 2 0.5 526 55.2 143.7 |85.6 23.1 14.4 0 0 |0.569
Exp321 42 0 0 2 0.5 525 56 146.7 |84.1 21.11 15.9 0 0 |0.581
Exp322 43 0 0 2 0.5 531 58.6 221.4 |55.9 2940 37.7 18.93 6.5 |0.848
Exp323 44 0 0 2 0.5 533 59.8 252.4 |79.2 20.8 11.6 3861 9.3 |0.568
Exp324 45 0 0 2 0.5 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 0.0 00| 1.0
Exp325 46 0 0 2 0.5 531 59.1 206.1 |71.7 2488 15.1 19.35 13.2| 0.84
Exp326 47 0 0 2 0.5 535 68 186.9 |82.7 22.89 17.3 0 0 |0.527
Exp327 48 0 0 2 0.5 535 64.2 233.6 |76.7 22.9 16.1 4299 7.2 | 0.9
Exp328 49 0 0 2 0.5 536 67.1 192.6 |52.8 1239 36.2 23.2 11 [0.921

2 porcentaje en volumen de EtOH

® porcentaje en volumen de MetOH
¢ concentracion de NaOH en mM

4 concentracién de KOH en mM

¢ concentracion de Au en mM
flongitud de onda en nm de la posicién de la banda de SPR

¢ ancho de banda a media altura en nm

" radio hidrodindmico de NP en nm
tindice de polidispersidad
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APENDICE B: ESQUEMAS DE POSICIONAMIENTO DE GRAPAS EN ARISTAS Y VERTICES DEL

CUBO DE DNA ORIGAMI

SECUENCIAS DEL GENOMA DE M13MP18 QUE CONFORMAN LAS ARISTAS:

Arista

Arista

Arista

Arista

Arista

Arista

Arista

Arista

Arista

Arista

Arista

Arista

Arista

Arista

Arista

Arista

10:

11:

12:

13:

14:

15:

16:

AATGCTACTACTATTAGTAGAATTGATGCCACCTTTTCAGCTCGCGCCCCAAATGAAAATATAGCTAAACAGGTTATTGACCATTTGCGAAATGTATCTAATGGTCAAACTAAATCTACTCGTTCGCAGAATTGGGAATCAACTGTTATATGGAATGAAA

CTTCCAGACACCGTACTTTAGTTGCATATTTAAAACATGTTGAGCTACAGCATTATATTCAGCAATTAAGCTCTAAGCCATCCGCAAAAATGACCTCTTATCAAAAGGAGCAATTAAAGGTACTCTCTAATCCTGACCTGTTGGAGTTTGCTTCCGGTCT

GGTTCGCTTTGAAGCTCGAATTAAAACGCGATATTTGAAGTCTTTCGGGCTTCCTCTTAATCTTTTTGATGCAATCCGCTTTGCTTCTGACTATAATAGTCAGGGTAAAGACCTGATTTTTGATTTATGGTCATTCTCGTTTTCTGAACTGTTTAAAGCA

TTTGAGGGGGATTCAATGAATATTTATGACGATTCCGCAGTATTGGACGCTATCCAGTCTAAACATTTTACTATTACCCCCTCTGGCAAAACTTCTTTTGCAAAAGCCTCTCGCTATTTTGGTTTTTATCGTCGTCTGGTAAACGAGGGTTATGATAGTG

TTGCTCTTACTATGCCTCGTAATTCCTTTTGGCGTTATGTATCTGCATTAGTTGAATGTGGTATTCCTAAATCTCAACTGATGAATCTTTCTACCTGTAATAATGTTGTTCCGTTAGTTCGTTTTATTAACGTAGATTTTTCTTCCCAACGTCCTGACTG

GTATAATGAGCCAGTTCTTAAAATCGCATAAGGTAATTCACAATGATTAAAGTTGAAATTAAACCATCTCAAGCCCAATTTACTACTCGTTCTGGTGTTTCTCGTCAGGGCAAGCCTTATTCACTGAATGAGCAGCTTTGTTACGTTGATTTGGGTAATG

AATATCCGGTTCTTGTCAAGATTACTCTTGATGAAGGTCAGCCAGCCTATGCGCCTGGTCTGTACACCGTTCATCTGTCCTCTTTCAAAGTTGGTCAGTTCGGTTCCCTTATGATTGACCGTCTGCGCCTCGTTCCGGCTAAGTAACATGGAGCAGGTCG

CGGATTTCGACACAATTTATCAGGCGATGATACAAATCTCCGTTGTACTTTGTTTCGCGCTTGGTATAATCGCTGGGGGTCAAAGATGAGTGTTTTAGTGTATTCTTTTGCCTCTTTCGTTTTAGGTTGGTGCCTTCGTAGTGGCATTACGTATTTTACC

CGTTTAATGGAAACTTCCTCATGAAAAAGTCTTTAGTCCTCAAAGCCTCTGTAGCCGTTGCTACCCTCGTTCCGATGCTGTCTTTCGCTGCTGAGGGTGACGATCCCGCAAAAGCGGCCTTTAACTCCCTGCAAGCCTCAGCGACCGAATATATCGGTTA

TGCGTGGGCGATGGTTGTTGTCATTGTCGGCGCAACTATCGGTATCAAGCTGTTTAAGAAATTCACCTCGAAAGCAAGCTGATAAACCGATACAATTAAAGGCTCCTTTTGGAGCCTTTTTTTTGGAGATTTTCAACGTGAAAAAATTATTATTCGCAAT
TCCTTTAGTTGTTCCTTTCTATTCTCACTCCGCTGAAACTGTTGAAAGTTGTTTAGCAAAATCCCATACAGAAAATTCATTTACTAACGTCTGGAAAGACGACAAAACTTTAGATCGTTACGCTAACTATGAGGGCTGTCTGTGGAATGCTACAGGCGTT
GTAGTTTGTACTGGTGACGAAACTCAGTGTTACGGTACATGGGTTCCTATTGGGCTTGCTATCCCTGAAAATGAGGGTGGTGGCTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGGTACTAAACCTCCTGAGTACGGTGATACACCTA
TTCCGGGCTATACTTATATCAACCCTCTCGACGGCACTTATCCGCCTGGTACTGAGCAAAACCCCGCTAATCCTAATCCTTCTCTTGAGGAGTCTCAGCCTCTTAATACTTTCATGTTTCAGAATAATAGGTTCCGAAATAGGCAGGGGGCATTAACTGT
TTATACGGGCACTGTTACTCAAGGCACTGACCCCGTTAAAACTTATTACCAGTACACTCCTGTATCATCAAAAGCCATGTATGACGCTTACTGGAACGGTAAATTCAGAGACTGCGCTTTCCATTCTGGCTTTAATGAGGATTTATTTGTTTGTGAATAT
CAAGGCCAATCGTCTGACCTGCCTCAACCTCCTGTCAATGCTGGCGGCGGCTCTGGTGGTGGTTCTGGTGGCGGCTCTGAGGGTGGTGGCTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGGCTCTGAGGGAGGCGGTTCCGGTGGTGGCTCTGGTTCCGGTG

ATTTTGATTATGAAAAGATGGCAAACGCTAATAAGGGGGCTATGACCGAAAATGCCGATGAAAACGCGCTACAGTCTGACGCTAAAGGCAAACTTGATTCTGTCGCTACTGATTACGGTGCTGCTATCGATGGTTTCATTGGTGACGTTTCCGGCCTTGC
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Arista 17: TAATGGTAATGGTGCTACTGGTGATTTTGCTGGCTCTAATTCCCAAATGGCTCAAGTCGGTGACGGTGATAATTCACCTTTAATGAATAATTTCCGTCAATATTTACCTTCCCTCCCTCAATCGGTTGAATGTCGCCCTTTTGTCTTTGGCGCTGGTAAA

Arista 18: CCATATGAATTTTCTATTGATTGTGACAAAATAAACTTATTCCGTGGTGTCTTTGCGTTTCTTTTATATGTTGCCACCTTTATGTATGTATTTTCTACGTTTGCTAACATACTGCGTAATAAGGAGTCTTAATCATGCCAGTTCTTTTGGGTATTCCGTT

Arista 19: ATTATTGCGTTTCCTCGGTTTCCTTCTGGTAACTTTGTTCGGCTATCTGCTTACTTTTCTTAAAAAGGGCTTCGGTAAGATAGCTATTGCTATTTCATTGTTTCTTGCTCTTATTATTGGGCTTAACTCAATTCTTGTGGGTTATCTCTCTGATATTAGC

Arista 20: GCTCAATTACCCTCTGACTTTGTTCAGGGTGTTCAGTTAATTCTCCCGTCTAATGCGCTTCCCTGTTTTTATGTTATTCTCTCTGTAAAGGCTGCTATTTTCATTTTTGACGTTAAACAAAAAATCGTTTCTTATTTGGATTGGGATAAATAATATGGCT

Arista 21: GTTTATTTTGTAACTGGCAAATTAGGCTCTGGAAAGACGCTCGTTAGCGTTGGTAAGATTCAGGATAAAATTGTAGCTGGGTGCAAAATAGCAACTAATCTTGATTTAAGGCTTCAAAACCTCCCGCAAGTCGGGAGGTTCGCTAAAACGCCTCGCGTTC

Arista 22: TTAGAATACCGGATAAGCCTTCTATATCTGATTTGCTTGCTATTGGGCGCGGTAATGATTCCTACGATGAAAATAAAAACGGCTTGCTTGTTCTCGATGAGTGCGGTACTTGGTTTAATACCCGTTCTTGGAATGATAAGGAAAGACAGCCGATTATTGA

Arista 23: TTGGTTTCTACATGCTCGTAAATTAGGATGGGATATTATTTTTCTTGTTCAGGACTTATCTATTGTTGATARACAGGCGCGTTCTGCATTAGCTGAACATGTTGTTTATTGTCGTCGTCTGGACAGAATTACTTTACCTTTTGTCGGTACTTTATATTCT

Arista 24: CTTATTACTGGCTCGAAAATGCCTCTGCCTAAATTACATGTTGGCGTTGTTAAATATGGCGATTCTCAATTAAGCCCTACTGTTGAGCGTTGGCTTTATACTGGTAAGAATTTGTATAACGCATATGATACTAAACAGGCTTTTTCTAGTAATTATGATT

POSICIONAMIENTO DE GRAPAS POR ARISTA:

Unién arista 1-24:

5 AATGCTACTACTATTAGTAGAATTGATGCCACCTTTTCAGCTCGCGCCCCARAATGAARATATAGCTARACAGGTTATTGACCATTTGCGARATGTATCTAATGGTCAAACTAAATCTACTCGTTCGCAGAATTGGGAATCAACTGTTATATGGAATGARAR
3 GAAAAGTCGAGCGCGG CAATAACTGGTAAACG TTAGATGAGCAAGCGT

Al-24.1]|A1-24.2 Al-24.3||A1-24.4 Al-24.5]|A1-24.6

TCATATGCGTTATACA GCTCAACAGTAGGGCT AACGCCAACATGTAAT

ww;

"TTAGTATTAATGATCTTTTTCGGACAAATCATAGTATACGCAATATGT T TAAGAATGGTCATATTTCGGTTGCGAGTTGTCATCCCGAATTAACTCTTAGCGGTATAAATTGTTGCGGTTETACATTAAATCCGTCTCCGTAAAAGCTCGGTCATTATTC

Unién arista 2-23:

5 CTTCCAGACACCGTACTTTAGTTGCATATTTAAAACATGTTGAGCTACAGCATTATATTCAGCAATTAAGCTCTAAGCCATCCGCARAAATGACCTCTTATCAARAAGGAGCAATTAAAGGTACTCTCTAATCCTGACCTGTTGGAGTTTGCTTCCGGTCT
3 TTTGTACAACTCGATG GATTCGGTAGGCGTTT TAATTTCCATGAGAGA

A2-23.1||A2-23.2 A2-23.3||A2-23.4 A2-23.5]|A2-23.6
5 TTCTGTCCAGACGACG TGCAGAACGCGCCTGT ACAAGAAAAATAATAT
3"TCTTATATTTCATGGCTGTTTTCCATTTCATTAAGACAGGTCTGCTGCTGTTATTTGTTGTACAAGTCGATTACGTCTTGCGCGGACAAATAGTTGTTATCTATTCAGGACTTGTTCTTTTITATTATAGGGTAGGATTARATGCTCGTACATCTTTGGTT

Unién arista 3-22:

5 GGTTCGCTTTGAAGCTCGAATTAARAACGCGATATTTGAAGTCTTTCGGGCTTCCTCTTAATCTTTTTGATGCAATCCGCTTITGCTTCTGACTATAATAGTCAGGGTAAAGACCTGATTTTEGATTTATGGTCATTCTCGTTTTCTGAACTGTTTAAAGCA
3 TAAACTTCAGAAAGCC TTAGGCGAAACGAAGA GACTAAAAACTAAATA

A3-22.1||A3-22.2 A3-22.3||A3-22.4 A3-22.5||A3-22.6
5 AGAACGGGTATTAAAC AGCAAGCCGTTTTTAT GCCCAATAGCAAGCAA

3 AGTTATTAGCCGACAGAAAGGAATAGTAAGGTTCTTGCCCATAATTTGGTTCATGGCGTGAGTAGCTCTTGTTCGTTCGGCAAARAATAAARAGTAGCATCCTTAGTAATGGCGCGGGTTATCEGTTCGTTTAGTCTATATCTTCCGAATAGGCCATAAGATT

Unidén arista 4-21:

5 TTTGAGGGGGATTCAATGAATATTTATGACGATTCCGCAGTATTGGACGCTATCCAGTCTARAACATTTTACTATTACCCCCTCTGGCAARACTTCTTTTGCAAAAGCCTCTCGCTATTTTGETTTTTATCGTCGTCTGGTAAACGAGGGTTATGATAGTG
3’ AAGGCGTCATAACCTG TAATGGGGGAGACCGT CGATAAAACCAAAAAT

Ad4-21.1]||1RA4-21.2 A4-21.3||A4-21.4 A4-21.5]|RA4-21.6
5° TGCGGGAGGTTTTGAA TTTTGCACCCAGCTAC GCTAACGAGCGTCTTT

3°CTTGCGCTCCGCAAARATCGCTTGGAGGGCTGAACGCCCTCCAARAACTTCGGAATTTAGTTCTAATCAACGATAAAACGTGEGGTCGATG TTAARAATAGGACTTAGAATGGTTGCGATTGCTCGCAGARAAGGTCTCGGATTAARACGGTCAATGTTTTATTTG

Unién arista 5-20:

5 TTGCTCTTACTATGCCTCGTAATTCCTTTTGGCGTTATGTATCTGCAT TAGTTGAATGTGGTATTCCTAAATCTCAACTGATGAATCTTTCTACCTGTAATAATGTTGTTCCGTTAGTTCGTITTTATTAACGTAGATTTTTCTTCCCAACGTCCTGACTG
3 GCAATACATAGACGTA GAGTTGACTACTTAGA CAATCAAGCAAAATAA
A5-20.1||A5-20.2 A5-20.3]|A5-20.4 A5-20.5]1A5-20.6

U w

o w

U w

(L)

U w

(L)

U w

(L)

U w

66



5 ACGATTTTTTGTTTAA TTACAGAGAGAATAAC CGGGAGAATTAACTGA
3 "TCGGTATAATAARATAGGGTTAGGTTTATICTTTGCTAARAAACAARATTIGCAGTTTTTACTTTTATCGTCGGAARATGTICTCICTITATTIGTATTTITTGTCCCTTCGCGTAATCTGCCCTCTTAATTGACTTGTGGGACTTGTTTCAGTCTCCCATTAACTCG

Unién arista 6-19:

5 GTATAATGAGCCAGTTCTTAAARATCGCATAAGGTAATTCACAATGATTAAAGT TGARATTARACCATCTCAAGCCCAATTTACTACTCGTTCTGGTGTTTCTCGTCAGGGCAAGCCTTATTCACTGAATGAGCAGCTTTGTTACGTTGATTTGGGTAATG
3 CATTAAGTGTTACTAA CGGGTTAAATGATGAG TCGGAATAAGTGACTT
A6-19.1||A6-19.2 A6-19.3]1A6-19.4 A6-19.5]|A6-19.6
5 AGTTAAGCCCAATAAT AATAGCTATCTTACCG AGATAGCCGAACAAAG
3 CGATTATAGTCTCTCTATTGGGTGTTCTTAACTCAATTCGGGTITATTATTCTICGTTCTTTGTTACTTTATCGTTATCGATAGAATGGC TTCGGGAARAARTTCTTTTCATTCGTCTATCGGCTITGTITTCAATGGTCTTCCTTTGGCTCCTTTGCGTTATTA

Unién arista 7-8:

5 AATATCCGGTTCTTGTCAAGATTACTCTTGATGAAGGTCAGCCAGCCTATGCGCCTGGTCTGTACACCGTTCATCTGTCCICTTTCAAAGTTGGTCAGTTCGGTTCCCTTATGATTGACCGTCTGCGCCTCGTTCCGGCTAAGTAACATGGAGCAGGTCG
3 CTTCCAGTCGGTCGGA TAGACAGGAGAAAGTT CTAACTGGCAGACGCG
A7-8.1 || A7-8.2 A7-8.3 || A7-8.4 A7-8.5 || A7-8.6
AACCTAAAACGAAAGA CATCTTTGACCCCCAG GTACAACGGAGATTTG
"CCATTTTATGCATTACGGTGATGCTTCCGTGGTTGGATTTTGCTTTCTCCGTTTTCTTATGTGATTTTGTGAGTAGAAACTIGGGGGETCGCTAATATGGTTCGCGCTTTGTTTCATGTTGCCTCTAAACATAGTAGCGGACTATTTAACACAGCTTTAGGC

ww;

Unién arista 9-18:

5 CGTTTAATGGAAACTTCCTICATGAAAAAGTCTTITAGTCCTCAARAGCCTCTIGTAGCCGTTGCTACCCTCGTTCCGATGCTGICTTTCGC TGCTGAGGGTGACGATCCCGCAARAGCGGCCTITAACTCCCTGCAAGCCTCAGCGACCGAATATATCGGTTA
3 AATCAGGAGTTTCGGA GCTACGACAGAAAGCG TCGCCGGAAATTGAGG

A9-18.1||A9-18.2 A9-18.3||A9-18.4 A9-18.5||A9-18.6

GACTCCTTATTACGCA CATACATAAAGGTGGC ACCACGGAATAAGTTT

ww;

"TTGCCTTATGGGTTTITCTTGACCGTACTAATTCTGAGGAATAATGCGT CATACAATCGTTTGCATCTTTTATGTATGTATITCCACCGTTGTATATTTTCTTTGCGTTTCTGTGGTGCCTTATTCAAATAAARAACAGTGT TAGTTATCTTTTAAGTATACC

Unién arista 10-11:

5° TGCGTGGGCGATGGTTGTTGTCATTGTCGGCGCAACTATCGGTATCAAGCTGTTTAAGAAATTCACCTCGAAAGCAAGCTGATAAACCGATACAATTAAAGGCTCCTTTTGGAGCCTTTTTTTTGGAGATTTTCAACGTGAAAAAATTATTATTCGCAAT
GTTGATAGCCATAGTT TCGTTCGACTATTTGG TCGGAAAAAAAACCTC
A10-11.1]|A10-11.2 Al10-11.3||A10-11.4 Al10-11.5||A10-11.6

AGTTAGCGTAACGATC GTTAGTAAATGAATTT CTTTCAACAGTTTCAG
"TTGCGGACATCGTAAGGTGTCTGTCGGGAGTATCAATCGCATTGCTAGATTTCAARAACAGCAGAAAGGTCTGCAATCATTTACTTAAAAGACATACCCTAARAAACGATTTGT TGAAAGTTGTCAARAGTCGCCTCACTCTTATCTTTCCTTGTTGATTTCCT

w

ww;

Unién arista 12-17:

5 GTAGTITTIGTACTGGTGACGAAACTCAGTGTTACGGTACATGGGEGTICCTATTGGGCTTGCTATCCCTGAAARAATGAGGGTGGTIGGCTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGGTACTAAACCTCCTGAGTACGGTGATACACCTA
3 GCCATGTACCCAAGGA CTCCCACCACCGAGAC CAAGACTCCCACCGCC
Al12-17.11|RA12-17.2 Al12-17.3||A12-17.4 Al12-17.5||A12-17.6

CAACCGATTGAGGGAG ATTCATTAAAGGTGAA ATTTGGGAATTAGAGC
"AAATGGTCGCGGTTTCTGTTTTCCCGCTGTAAGTTGGCTAACTCCCTCCCTTCCATTTATAACTGCCTTTAATAAGTAATETCCACTTAATAGTGGCAGTGGCTGAACTCGGTAAACCCTIARATCTCGGTCGTTTTAGTGGTCATCGTGGTAATGGTAAT

ww;

Unién arista 13-14:

5" TTCCGGGCTATACTTATATCAACCCTCTCGACGGCACTTAFCCGCCTGGTACTGAGCAARAACCCCGCTAATCCTAATCCTECTCTTGAGGAGTCTCAGCCTCTTAATACTTTCATGTTTCAGAATAATAGGT TCCGAAATAGGCAGGGGGCATTAACTGT
3 CCGTGAATAGGCGGAC GATTAGGAAGAGAACT GTACAAAGTCTTATTA
Al13-14.1||A13-14.2 Al13-14.3||A13-14.4 Al13-14.5||A13-14.6
CAGAATGGAAAGCGCA AGCGTCATACATGGCT TAATAAGTTTTAACGG

wwu;

"TATAAGTGTTTGTTTATTTAGGAGTAATTTCGGTCTTACCTTTCGCETCAGAGACTTAAATGGCAAGGTCATTCGCAGTARGTACCGAAAACTACTATGTCCTCACATGACCATTATTCARAATTGCCCCAGTCACGGAACTCATTGTCACGGGCATATT

Unién arista 15-16:

5 CAAGGCCAATCGTCTGACCTGCCTCAACCTCCTGTCAATGETGEGECGECGGCTCTGGTGGTGGTTCTGGTGGCGGCTCTGAGGETGGETEGCTCTGAGGGTGGCGGTTCTGAGGGTGGCGGCTCTGAGGGAGGCGGTTCCGGTGGTGGCTCTGGTTCCGGTG
3 ACAGTTACGACCGCCG CCGAGACTCCCACCAC CACCGCCGAGACTCCC

Al5-16.1]|A15-16.2 A15-16.3]||A15-16.4 Al15-16.5||A15-16.6
57 GATAGCAGCACCGTAA CCTTTAGCGTCAGACT CGGTCATAGCCCCCTT

3 CGTTCCGGCCTTTGCAGTGGTTACTTTGGTAGCTATCGTCGTGGCATTAGTCATCGCTGTCTTAGTTCAAACGGAAATCGCAGTCTGACATCGCGCAAAAGTAGCCGTAAAAGCCAGTATCGGGGGAATAATCGCAAACGGTAGAAAAGTATTAGTTTTA

SECUENCIAS DE GRAPAS DE ARISTAS:

Al15-16.6: CCCTCAGAGCCCCCTT Al13-14.6: ATTATTCTTTTAACGG Al12-17.6: CCGCCACCATTAGAGC Al10-11.6: CTCCAAAAAGTTTCAG
Al15-16.5: CGGTCATAGCCGCCAC Al3-14.5: TAATAAGTGAAACATG Al12-17.5: ATTTGGGACTCAGAAC Al10-11.5: CTTTCAACAAAAGGCT
Al15-16.4: CACCACCCGTCAGACT Al13-14.4: TCAAGAGAACATGGCT Al12-17.4: CAGAGCCAAAGGTGAA A10-11.4: GGTTTATCATGAATTT
Al15-16.3: CCTTTAGCTCAGAGCC Al13-14.3: AGCGTCATAGGATTAG Al12-17.3: ATTCATTACCACCCTC A10-11.3: GTTAGTAAAGCTTGCT
Al15-16.2: GCCGCCAGCACCGTAA Al13-14.2: CAGGCGGAAAAGCGCA Al12-17.2: AGGAACCCTGAGGGAG Al10-11.2: TTGATACCTAACGATC
Al15-16.1: GATAGCAGCATTGACA Al13-14.1: CAGAATGGTAAGTGCC Al12-17.1: CAACCGATATGTACCG Al10-11.1: AGTTAGCGGATAGTTG
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A9-18.6: GGAGTTAAATAAGTTT A6-19.6: TTCAGTGAGAACAAAG A4-21.6: TAAAAACCGCGTCTTT A2-23.6: AGAGAGTAAATAATAT
A9-18.5: ACCACGGAAGGCCGCT A6-19.5: AGATAGCCATAAGGCT A4-21.5: GCTAACGAAAAATAGC A2-23.5: ACAAGAAACCTTTAAT
A9-18.4: GCGAAAGAAAGGTGGC A6-19.4: GAGTAGTATCTTACCG A4-21.4: TGCCAGAGCCAGCTAC A2-23.4: TTTGCGGAGCGCCTGT
A9-18.3: CATACATACAGCATCG A6-19.3: AATAGCTAAATTGGGC A4-21.3: TTTTGCACGGGGTAAT A2-23.3: TGCAGAACTGGCTTAG
A9-18.2: AGGCTTTGATTACGCA A6-19.2: AATCATTGCCAATAAT A4-21.2: GTCCAATAGTITTTGAA A2-23.2: GTAGCTCAAGACGACG
A9-18.1: GACTCCTTAGGACTAA A6-19.1: AGTTAAGCTGAATTAC A4-21.1: TGCGGGAGCTGCGGAA A2-23.1: TTCTGTCCACATGTTT
A7-8.6: GCGCAGACGAGATTTG A5-20.6: AATAAAACTTAACTGA A3-22.6: ATAAATCAGCAAGCAA Al-24.6: TGCGAACGCATGTAAT
A7-8.5: GTACAACGGGTCAATC A5-20.5: CGGGAGAAGAACTAAC A3-22.5: GCCCAATAAAAATCAG Al-24.5: AACGCCAAAGTAGATT
A7-8.4: TTGAAAGAACCCCCAG A5-20.4: AGATTCATAGAATAAC A3-22.4: AGAAGCAAGTTTTTAT Al-24.4: GCAAATGGGTAGGGCT
A7-8.3: CATCTTTGGGACAGAT A5-20.3: TTACAGAGCAGTTGAG A3-22.3: AGCAAGCCAGCGGATT Al1-24.3: GCTCAACATCAATAAC
A7-8.2: AGGCTGGCACGAAAGA A5-20.2: ATGCAGATTTGTTTAA A3-22.2: CCGAAAGATATTAAAC Al-24.2: GGCGCGAGGTTATACA
A7-8.1: AACCTAAATGACCTTC A5-20.1: ACGATTTTACATAACG A3-22.1: AGAACGGGCTTCAAAT Al-24.1: TCATATGCCTGAAAAG
POSICIONAMIENTO DE GRAPAS POR VERTICE:
Unidén vértice 1-24/4-21/5-20: Unidén vértice 1-24/2-23/7-8: Unidén wvértice 2-23/3-22/10-11:
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3" CCGTATCATTCTCGTT GTGATAGTATTGGGAG 5 3° CATGCCACARGRCCTTC ARAGTAAGGTATATTG 5 3" TCGRAGTTTCGCTTGG TCTGGCCTTCGTTTGR
57 AAGAGCAA 37 57 TCTGGAAG 37 5" AGCGAACC
v1i-20 Vva-21 va-17 v1- v3i-10 V2-23
3 TATACCGA 5° 37 ATATAAGA 57 3 TAATAACT
5° GATRAARTAARTATGGCT GTTTETTTTGTAARCTG 3~ 5° CGGTACTTTATATTCT CTTATTACTGGCTCGA 37 5° GACAGCCGATTATTGA TTGGTTTCTACATGCT
20 21 23 24 22 23

wm
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Unién vértice 3-22/4-21/13-14:

mw

5" BARARCGCCTCGCGTTC

Unidén vértice
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3° TTEETAGCGGGTIGCGT
5° CCCACGCA

vi0-11 | V-

37 GTCCGCAA

57 GAATGCTACRGGCGTT

SECUENCIAS DE GRAPAS DE VERTICES:

V12-17T:
V15-16:
V13-14:
V9-18T:
V12-17:
V10-11:
V6-19:
V9-18:

11

TAGGTGTATACCATTATTTT-S
TGGCCTTGGCAAGGCC
GCCCGGAAATATTCAC
TAACCGATTCATATGGCCGG-S
CAAACTACTTTACCAG
CCCACGCAAACGCCTG
CATTACCCGCAATAATCCAA-S
ATTAAACGAACGGAAT

9-18/10-11/12-17:

3

ACGRARATTTGTCAAGT

TTAGALTACCGGATAL

22

9

ATTGGCTATATAAGCC

CCATATGAATTTTCTA

18
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ww;

(&)

Unién vértice 5-20/6-19/15-16:
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3° TTGACCGAGTRATATG GTCAGTCCTGCAACCC
5° CATTATAC
Ve-15 V5-20
3° TATAATCG
5" TCTCTCTGRTATTAGC GCTCAATTACCCTCTG 37
19 20
Unién vértice 12-17/13-14/15-16:
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3 ATTCATATCGGGCCTT ATCCACATAGTGGCAT
57 GCCCGGARA
viz-14 | v1z-17
37 CACTTATA
5" ATTTGTTTGTGARATAT TAATGETRAATGGTECT
14 17
V7-8: CGGATATTGGTAAAAT
V5-20: CAGTCAGGAATTGAGCAAAA-S
V16-19: ATCAAAATGCTAATAT
V6-15: CATTATACCACCGGAA
V3-22: TGCTTTAATATTCTAATTTT-S
V14-21: CCGTATAAGAACGCGA
V4-13: CCCTCAAAACAGTTAA
V2-23: AGACCGGAGAAACCAACCCC-S
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Unién vértice 6-19%/7-8/9-18:
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3° TGTTCTTGGCCTATAA GTAATGGGTTTAGTTG 5
5° CGGATATT 3°
vi-8 | Ve-13
3° TAAAATGG 5°
5° CATTACGTATTTTACC ATTATTGCGTTTCCTS 3
g 19

V11-22:
V3-10:
V1-24:
V8-23:
v2-7:
V4-21:
V1-20:
V5-24:

CTAAAGGATCAATAAT
AGCGAACCATTGCGAA
TTTCATTCGTAATAAGAAAA-S
GAAATCCGAGAATATA
TCTGGAAGCGACCTGC
CACTATCAAAATAAACGGGG-S
GTAGCATTAGCCATAT
AAGAGCAAAATCATAA

69



AT\

Casa abierta al tiempo

UNIVERSIDAD AUTONOMA METROPOLITANA

ACTA DE EXAMEN DE GRADO

No. 00121
Matricula: 2223803381

o N

Ordenamiento de
nanoparticulas de oro en
estructuras tipo celda
cubica empleando DNA origami.

En la Ciudad de México,
del dia 14 del mes de
Iztapalapa de la Universidad Autdénoma Metropolitana,
suscritos miembros del jurado:

se presentaron a las 17:00 horas
enero del afio 2025 en la Unidad
los

DR. NIKOLA BATINA SKELEDZIJA
DR. RODOLFO ZANELLA SPECTIA

DR. LEONARDO DAVID HERRERA ZUNIGA
\ J
Bajo la Presidencia del primero y con caracter de
( ) Secretario el dltimo, se reunieron para proceder al Examen
F de Grado cuya denominacién aparece al margen, para la
~ obtencién del grado de:
s MAESTRO EN CIENCIAS (QUIMICA)
,:.I. . DE: DAVID EMMANUEL MARTINEZ MIRANDA
I- : y de acuerdo con el articulo 78 fraccién IITI del
iy Reglamento de Estudios Superiores de la Universidad
I: v Auténoma Metropolitana, los miembros del jurado
' \ s resolvieron:
DMDHAMANU{L MARTINEZ MIRANDA
..... ©  ALUMNO Aprobar
. - >
4 ™
Acto continuo, el presidente del jurado comunicd al
interesado el resultado de 1la evaluacién y, en caso
aprobatorio, le fue tomada la protesta.
\ .
4 > 2
DIRECTOR DE LA DIVISION DE CBI PRESIDENTE
Lj 4\ A fgv‘, 2%44wﬂ»’&j41’l
DR. ROMAN LINARES ROMERO DR. NIKOLA BATINA SKELEDZIJA
\ J \ J

D ¢

DR. RODOLFO ZANELLA SPECIA

?EQRETARIO

N

: (|
DR. LEONARDO DAVID HERRERA ZUNIGA




