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RESUMEN

En este trabajo sintetizamos nanocilindros de didxido de titanio de 30 a 400 nm por
medio de ADN del plasmido pBR322 de 4,362 pares de bases y el uso de isopropéxido
de titanio como precursor por medio del proceso sol-gel. Los geles resultantes fueron
calcinados y los polvos caracterizados por medio de Microscopio Electronico de Barrido
(MEB), Espectroscopia de Energia Dispersiva, Microscopio Electronico de Transmision
(MET) y Difraccion de Rayos X. Los resultados muestran que la sintesis in vitro de
nanorods en presencia de ADN, puede ser activada. Muchas otras moléculas sintéticas
pueden producirse por medio del uso de sistemas organicos, es asi como reportamos la
sintesis de hibridos hechos de &cidos nucleicos en materiales inorganicos que pueden
tener diversas aplicaciones en sistemas cataliticos, biomateriales y materiales
nanoestructurados.
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ABSTRACT

In this work, we have synthetized titanium dioxide nanorods ranging in size from about 30
nm up to 400 nm by means of DNA plasmid pBR322 (4,362 base pairs) and using
titanium isopropoxide as a precursor through the sol-gel process. The resulting gels were
calcinated and the powders characterized by means of Scanning Electron Microscopy,
Energy Dispersive Spectroscopy, Transmission Electron Microscopy, and X-Ray
Diffraction. The results show that the synthesis in vitro of nanorods in the presence of
DNA can be achieved. Many other synthetic molecules can be produced by means of the
use of organic systems. Thus, we report the synthesis of hybrids made of nucleic acids in
inorganic materials that may have several applications as catalytic systems, biomaterials
and nanostructured materials.
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INTRODUCCION

El entendimiento de los niveles moleculares en la sintesis de nuevos materiales se ha
incrementado gracias a la generacion de nanomateriales, al disefio y fabricacién de
nanodispositivos en la escala molecular y al auto ensamblaje de diversos metales en
sistemas biol6gicos [1]. El ensamblaje molecular es una herramienta importante en las
décadas futuras, de esta manera los principios basicos para la micro fabricacion pueden
entenderse mediante el fendmeno del auto reconocimiento que se encuentra en la
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naturaleza. La llave en los elementos del auto ensamblaje son la complementariedad
guimica y la compatibilidad estructural de interacciones no covalentes [1]. Asimismo, se
han desarrollado numerosos sistemas de auto ensamblaje como modelos de estudio del
plegamiento de proteinas y la conformacién de las proteinas en diversas enfermedades,
para electrénica molecular, ingenieria de superficie y nanotecnologia [1]. El
advenimiento de la biotecnologia y la ingenieria genética, acoplada con los recientes
avances en la quimica de &cidos nucleicos y la sintesis de péptidos, es el resultado de un
cambio conceptual en el desarrollo de nuevos materiales [2,3]. La adicién de cationes
monovalentes y polivalentes como el péptido poli L-lisina, o la introduccién de soluciones
con péptidos dentro de medios fisiolégicos, producen que éstos oligopéptidos se
ensamblen espontaneamente para formar estructuras microscépicas y macroscoépicas
gue pueden fabricarse dentro de formas geométricas [4]. Uno de los sistemas de auto
ensamblaje propuesto como modelo de estudio es el formado por el péptido poli L-lisina,
donde las cargas positivas de éste interactlan con las cargas negativas del glutamato,
formando estructuras moleculares beta plegadas [5]. De esta forma, se reporta un
sistema modelo en solucién de cetiltrimetilamonio, al que se le afiaden moléculas de
ADN para formar estructuras laminares, en donde las cargas negativas del ADN
interactian con las cargas positivas del cetiltrimetilamonio [6]. Por estas razones se
justifica el uso de macromoléculas biolégicas como el ADN de diferente origen, ya sea
ADN viral, cromosomal, plasmidico, etc., proteinas sintéticas o0 naturales,
oligonucleotidos, amino&cidos y péptidos por mencionar algunos, en tanto que estas
moléculas poseen la capacidad de reconocer selectivamente, pudiendo unirse a otras
especies para formar diferentes complejos como nanoparticulas, nanotubos,
nanocilindros, entre otros. En este trabajo en particular se disefio el experimento con
ADN plasmidico, ya que sélo utilizamos al ADN para que tenga un efecto de plantilla al
afadir el precursor metalico, sin tener particular interés en sus caracteristicas genéticas.
Usamos particularmente el precursor de titanio porque estamos interesados en la sintesis
de biomateriales que tengan aplicaciones biomédicas, como la produccién de prétesis; en
este caso, el titanio posee la caracteristica de ser un material biocompatible e inocuo en
el organismo, por lo que se escoge para la obtenciébn de los nanocilindros. Los
resultados que se muestran en este trabajo son de gran importancia, pues se pretende
gue sean utilizados en la sintesis de diferentes estructuras usando diversos precursores
metalicos dependiendo del interés de cada grupo de investigacion.

MATERIALES Y METODOS

El procedimiento de sintesis de nanocilindros de diéxido de titanio, en presencia de ADN
circular se disefio de la siguiente forma: los nanocilindros de diéxido de titanio, fueron
preparados en solucion formando el sol de titanio, en etanol seguido por procesos de
secado y tratamiento térmico. Con una micro pipeta se prepar6 una solucion de
isopropéxido de titanio (Sigma Aldrich cat. 205273, 1 M, en etanol absoluto pH 5.2 marca
Sigma Aldrich cat. E702-3) y se afiadié 10 ul de la solucién, dentro de un tubo de 1 ml; de
esta manera se adiciond, gota a gota 5 ug de ADN del plasmido pBR322 (35 ul) (marca
Sigma Aldrich grado biologia molecular cat. D-9893 Lot. 41k9049) y 50 pl de agua
bidestilada (marca Pisa pH 7.0 ) para formar el gel, la muestra se incub6 a 4° C por 10 dias
para evitar la rapida degradacion del ADN y secar el gel. Posteriormente, la muestra se
calcin6 a 700°C por tres horas, y los polvos recuperados se analizaron mediante
microscopio electronico de barrido, andlisis de energia dispersiva de rayos x, microscopio
electronico de transmisién y difraccion de rayos x.

RESULTADOS Y DISCUSION

En la imagen de la figura 1(a) en MEB se muestra claramente la formacion de los
nanocilindros de diéxido de titanio en presencia de ADN, los nanocilindros tienen una
forma tubular con didmetros aproximados de 400 nanémetros. La evaporacion del etanol
causa enriquecimiento de surfactante cationico junto con el anién del ADN, de esta
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manera las cadenas del ADN se orientan perpendicularmente con las cadenas alquilicas
del cation originando una atraccion electrostatica y una estabilidad termodinamica [6]. El
surfactante catidnico de las cadenas alquilicas en este caso no sélo promueven el
ensamblaje sino también proveen la fuerza electrostatica necesaria para mantener la
conformacién de las cadenas del ADN [6]. El grado de homogeneidad de los
nanocilindros depende ligeramente de la velocidad de evaporacién del solvente asi como
de la presencia del ADN durante el proceso de sintesis, como se demostré en estudios
de reproducibilidad al realizar un experimento control en ausencia de ADN. Véase la
figura 1(b).

Fig. 1(a) Imagen de microscopio electronico de barrido de nanocilindros de di6éxido de
titanio después de calcinar a 700° C.

Fig. 1(b) Imagen de microscopio electronico de barrido de diéxido de titanio en ausencia
de ADN.

En la figura 2 se muestran las imagenes de microscopia electrénica de
transmisibn en modo de campo claro, en la imagen (a) se observa la presencia de
nanocilindros de di6xido de titanio en presencia de ADN, con un didmetro de 30
nanémetros. Se aprecia que dicho nanocilindro presenta en su parte inferior una
curvatura; en la imagen (b) de la misma figura, se presenta otro nanocilindro con un
diametro aproximado de 130 nanémetros, se observa que en su superficie se forma un
aspecto rugoso el cual tiende a ser igual a lo largo del nanocilindro.
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El control de la morfologia de los nanocilindros se basa en la union entre los
enlaces fosfodiester (un enlace covalente) que une mediante el fosfato los residuos de
azucares a través de los grupos OH de los carbono C-3' y C-5' de los nucledétidos, de
esta manera las moléculas del titanio, durante el proceso de polimerizacion, se unen
intermolecularmente, dando lugar a una unién inespecifica entre las cadenas de Adenina,
Timina, Guanina y Citosina del ADN vy el titanio [7].

(b)

Fig. 2 - Imdgenes (a y b) nanocilindros de diéxido de titanio en presencia de ADN
después de calcinar a 700 °C.

Las bases del ADN poseen atomos electronegativos de Oxigeno (excepto
adenina), en posicién exociclica o extranuclear, y de Nitrégeno, tanto exociclicos como
en el anillo, nucleares. Como consecuencia los enlaces polares son abundantes, lo que
les permite interaccionar entre si mediante puentes de hidrégeno, manteniéndo integra la
estructura del ADN. De esta manera, la naturaleza aromatica de los anillos hace que las
bases tengan un marcado caracter apolar [8]. Es asi como a pH &cido, como es el caso
durante la realizacién de este proceso, las bases nitrogenadas adquieren carga y se
hacen mas solubles en agua. Debido al caracter polianiénico del ADN, casi siempre se
encuentra neutralizado por interaccion iénica con las cargas positivas de otras moléculas,
dando como resultado que su cristalizacion se facilite por la unién de iones metalicos [8].
Por lo tanto el fendmeno de ensamblaje tiene dos causas, en primer lugar, las moléculas
del surfactante catiénico pueden ocupar el espacio de los pares de bases que contiene el
ADN vy, de esta manera, ocurrir la orientacion por medio de la reduccién de la tension; y
segundo, con la formacidn de la estructura orientada, las cadenas alquilicas hacen que
se lleve a cabo un efecto de plantilla [ 6].
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En la figura 3 se muestra el espectro del material que revela la composicién del
diéxido de titanio de la muestra correspondiente a los nanocilindros en presencia de
ADN, se observa un pico correspondiendo al titanio con un porcentaje en peso de 55.9%
y otro pico, que es caracteristico del oxigeno con un valor de 44.10% en peso.

2.00 T 4.00
Fig. 3- Espectro de la composicion de diéxido de titanio,

En la figura 4 se presenta la caracterizacion de los nanocilindros de diéxido de
titanio con ADN después de calcinar a 700°C por medio de la difraccion de rayos x, en la
gréfica se observa un pico de difraccién, este pico se encuentra a un plano de (101) a
25.2°, otro pico esta a un plano de (103) a 37.4° y el otro pico de difraccién esta a un
plano de (200) a 48.5°, existe otro pico de difraccion a un plano de (105) a 54.8°. Caruso
y colaboradores [9], reportan la formacién de anatasa a temperaturas de calcinamiento
por debajo de 990°C. Cerca de esta temperatura, la formacion de la fase rutilo fue
mencionada. Otros trabajos en la sintesis de nanoparticulas de dioxido de titanio
reportan la formacion de la fase anatasa y rutilo a temperaturas de calentamiento
hidrotermal de cerca de 100°C a 150°C, dependiendo de los compuestos quimicos y el
tratamiento térmico usados [10].
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Fig. 4- Patron de difraccién de nanocilindros de diéxido de titanio después de calcinar a
700<C.
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CONCLUSIONES

En este trabajo hemos reportado la sintesis de nanocilindros de diéxido de titanio en
presencia de ADN por medio del proceso sol-gel, que se ha convertido en una via facil
para sintetizar materiales nanoestructurados. De esta manera, la obtencién de
nanocilindros con didmetros de entre 30 a 400 nandmetros, pueden aplicarse en diversas
areas de la ciencia de materiales, como nanobiomateriales para medicina, catalisis y
dispositivos electronicos, entre otros.
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