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REPORTE PAP

Presentacion Institucional de los Proyectos de Aplicacion Profesional

Los Proyectos de Aplicacion Profesional (PAP) son experiencias socio-profesionales de los
alumnos que desde el curriculo de su formacion universitaria- enfrentan retos, resuelven
problemas o innovan una necesidad sociotécnica del entorno, en vinculacion (colaboracion)
(co-participacion) con grupos, instituciones, organizaciones o comunidades, en escenarios

reales donde comparten saberes.

El PAP, como espacio curricular de formacion vinculada, ha logrado integrar el Servicio Social
(acorde con las Orientaciones Fundamentales del ITESO), los requisitos de dar cuenta de los
saberes y del saber aplicar los mismos al culminar la formacion profesional (Opcion
Terminal), mediante la realizacion de proyectos profesionales de cara a las necesidades y

retos del entorno (Aplicacion Profesional).

El PAP es un proceso acotado en el tiempo en que los estudiantes, los beneficiarios externos
y los profesores se asocian colaborativamente y en red, en un proyecto, e incursionan en un
mundo social, como actores que enfrentan verdaderos problemas y desafios traducibles en
demandas pertinentes y socialmente relevantes. Frente a éstas transfieren experiencia de
sus saberes profesionales y demuestran que saben hacer, innovar, co-crear o transformar

en distintos campos sociales.

El PAP trata de sembrar en los estudiantes una disposicion permanente de encargarse de la
realidad con una actitud comprometida y ética frente a las disimetrias sociales. En otras

palabras, se trata del reto de “saber y aprender a transformar”.
El Reporte PAP consta de tres componentes:

El primer componente refiere al ciclo participativo del PAP, en donde se documentan las
diferentes fases del proyecto y las actividades que tuvieron lugar durante el desarrollo de

este y la valoracion de las incidencias en el entorno.



El segundo componente presenta los productos elaborados de acuerdo con su tipologia.

El tercer componente es la reflexion critica y ética de la experiencia, el reconocimiento de
las competencias y los aprendizajes profesionales que el estudiante desarrollé en el

transcurso de su labor.



Resumen

El PAP Pruebas in vitro de respuesta plasmonica en nanoparticulas de oro en el Parque
Tecnologico del ITESO Il forma parte de un proyecto iniciado en el semestre de otofio del
afio 2019. En este proyecto se atendio la necesidad de desarrollar métodos novedosos y
eficientes para la deteccion del virus del papiloma humano (VPH). El objetivo principal del
proyecto consistio en evaluar el funcionamiento de un biosensor nanoestructurado para el
reconocimiento del VPH de tipo 16 y 18, haciendo uso de nanoparticulas de oro (AuNPs).
Ademas, se plantearon tres objetivos especificos: Determinar la pureza del material genético
del que se dispuso, inmovilizar sondas de tiol con las AUNPs y aumentar la concentracion de

AuUNPs funcionalizadas en el acoplamiento con el material genético del VPH.

Se utiliz6 la técnica de electroforesis para determinar la pureza del material genético de VPH
con el que se trabajo. Por otro lado, se sintetizaron nanoparticulas de oro utilizando el método
de Turkevich y se funcionalizaron al adherirles sondas de tiol capaces de unirse a la proteina
L I presente en el VPH. Se aprovechd el efecto plasmon de las nanoparticulas funcionalizadas
para detectar la presencia del material genético del virus a partir de un barrido

espectrofotométrico.

Los resultados demostraron diferencias en las absorbancias de los VPH del tipo 16 y 18. Los
cambios en las concentraciones de material genético y AuNPs fueron claves para la obtencién
de resultados que resaltaran dichas diferencias. Se propone ajustar también las

concentraciones de sondas para mejorar futuros resultados.

1. Ciclo participativo del Proyecto de Aplicacion Profesional

ElI PAP es una experiencia de aprendizaje y de contribucion social integrada por estudiantes,
profesores, actores sociales y responsables de las organizaciones, que de manera colaborativa
construir sus conocimientos para dar respuestas a problematicas de un contexto especifico y
en un tiempo delimitado. Por tanto, la experiencia PAP supone un proceso en logica de
proyecto, asi como de un estilo de trabajo participativo y reciproco entre los involucrados.



El presente PAP fue realizado en las instalaciones del parque tecnoldgico del Instituto
Tecnoldgico y de Estudios Superiores de Occidente, un espacio donde se alojan empresas
tecnoldgicas de alto impacto y mantienen un vinculo cercano con la universidad. Este lugar
cuenta con el equipo necesario para realizar investigaciones experimentales y apoyo de

personal capacitado y con gran trayectoria biotecnoldgica.

Este proyecto experimental, dirigido por el Dr. David José Mendoza Aguayo, tiene
precedentes desde el afio 2019, fecha a partir de la cual ha contribuido al aprendizaje y
desarrollo profesional de los estudiantes. El objetivo general de la experimentacion fue
proponer el funcionamiento de un biosensor nanoestructurado para el reconocimiento de los
Virus del Papiloma Humano (VPH) 16 y 18, haciendo uso de nanoparticulas de oro (AuNPS)

para generar una prueba econdmica, rapida y de alta fidelidad.

Los objetivos especificos son:

e Cuantificar y determinar la pureza del material genético del que se dispone.

e Inmovilizar sondas de tiol con las AuNPs para lograr su funcionalizacion en la
deteccion del material genético.

e Aumentar la concentracion de AuNPs funcionalizadas en el acoplamiento con el
material genético del VPH y comparar los resultados de su deteccidn, obtenidos a
partir de barridos espectrofotométricos, con los registrados en el semestre de otofio
del 2022.

1.1 Entendimiento del ambito y del contexto

Existen muchas enfermedades que representan un gran riesgo para la salud de las personas,
muchas de ellas pueden ser benignas, mientras que otras pueden resultar mortales. Dentro de
este amplio espectro de enfermedades es posible resaltar el posicionamiento a nivel mundial
de las enfermedades cancerigenas, ya que se encuentran en el segundo lugar de motivos de
muertes en el mundo, justo por debajo de las enfermedades cardiovasculares. Un total de
1,658,716 de nuevos casos de cancer se registraron a nivel mundial en el afio 2016, de los

cuales fallecio el 36% [1]. De acuerdo con datos del Instituto Nacional de Salud de Estados



Unidos (NIH por sus siglas en inglés), se prevé que para el afio 2040 los casos anuales a nivel
mundial de personas con cancer aumentaran a 29.5 millones, de los cuales, se estima, 16.4

millones morirdn por causa de la misma enfermedad [2].

La mayoria de las enfermedades cancerigenas estan asociadas a patrones de comportamiento
que resultan perjudiciales para la salud, tales como: falta de ejercicio, dietas no saludables,
consumo de sustancias nocivas, entre otras. Sin embargo, existen también enfermedades
cancerigenas vinculadas a agentes infecciosos, mismas que representan aproximadamente el
13% del total de este tipo de enfermedades en el mundo [3]. Los principales agentes
infecciosos responsables de la generacion de diferentes tipos de cancer son Helicobacter
pylori (40%), virus del papiloma humano (34%) y virus de la hepatitis B (18%) y C (8%) [4].

El virus del papiloma humano (VPH) es un virus perteneciente a la familia Papillomaviridae,
misma que estd compuesta por virus de aproximadamente 55 nm de diametro, con ADN de
doble cadenay sin envoltura (ausencia de bicapa lipidica) [5]. El VPH cuenta con un genoma
de aproximadamente 8 pares de kilobases (kb), mismas que codifican a 6 (E1, E2, E4, E5,
E6y E7) proteinas que favorecen la replicacion y la inmunidad del virus y 2 proteinas capside
(L1 y L2) que estan vinculadas con la capacidad de transmision del virus [6]. Actualmente
se han logrado identificar y caracterizar mas de 200 tipos de VVPH, de los cuales sobresalen
los tipos 16 y 18 por ser clasificados como VPH de alto riesgo, hecho que se les atribuye por
ser los principales causantes de generacion de cancer relacionado al VPH (77% del total de
casos de cancer por VPH). Ademas, estos dos tipos de VVPH son los responsables de inducir
un 70% de los casos totales de cancer cervicales y el representan al 5% del total de casos de

cancer en el mundo [1].

El VPH es cominmente transmitido por medio de la actividad sexual, aunque también es
posible que sea transmitido a partir del contacto con la piel [7] [8]. Es comUn que las personas
se vean infectadas por este virus, de hecho, se estima que el 80% de la poblacion total
contraera alguna infeccion de VPH en algun punto de su vida; sin embargo, la mayoria de las
personas que contraen el VPH logran eliminarlo en un tiempo promedio de 2 afios a partir de

la actividad del sistema inmune sin consecuencias graves para la salud [1]. Una ineficiente o



nula deteccion temprana del virus sumado a factores genéticos y de comportamientos
riesgosos para la salud, pueden promover la prevalencia del virus en el cuerpo aumentando

y aumentar su potencial carcinogénico [8].

Existen ademas factores sociales gque tienen una repercusion directa en la prevalencia y
potencial nocivo del VPH. En el afio 2018, un total de 311,000 mujeres murieron por
consecuencia de cancer cervical. De este total de fallecimientos, el 85% era perteneciente a
paises de niveles socio economicos medios o0 bajos [1]. En ese mismo afio, en México, se
registré una incidencia en la que 11 de cada 100,000 mujeres padecian de cancer
cervicouterino y 6 de cada 100,000 morian por este mismo motivo [9]. La falta de recursos
de un pais afecta las posibilidades con las que su poblacidon puede realizar pruebas de
deteccidn de VPH a tiempo. Este Gltimo hecho resalta la necesidad de que existan métodos

de deteccion eficientes y accesibles aln para paises con problemas econémicos [1].

Los primeros métodos deteccion de VPH fueron del tipo citoldgicos, es decir, aquellos que
requieren de la obtencion de muestras celulares para después clasificarlas de acuerdo con su
morfologia [10]. A pesar de ser comUnmente utilizados, estos métodos, dentro de los cuales
se encuentra la prueba de Papanicolaou, son susceptibles a errores debido a distintos factores
como lo son el tener poca claridad o alteracién en las muestras celulares, o bien, el cometer
errores en la interpretacion morfoldgica [11]. Existen, por otro lado, técnicas basadas en la
deteccidn de algunos de los componentes virales del VPH a partir de su amplificacion por
medio de la técnica de reaccién en cadena de la polimerasa (PCR por sus siglas en inglés)
[12]. Actualmente es posible encontrar 254 pruebas comerciales para la deteccion de VPH
de este estilo, sin embargo, muchas de ellas alin presentan fallas en su capacidad de deteccién

del agente viral y suponen altos costos de produccién y venta [13] [14].

La alta demanda de pruebas con eficiencias de deteccion mejoradas y con precios accesibles,
aun para poblaciones vulnerables, resalta la necesidad de crear nuevas técnicas de deteccién
gue sean capaces de cumplir con dichos requisitos. Novedosas alternativas se han planteado
para buscar atacar las necesidades de deteccion de virus de forma réapida y eficiente. Entre

ellas se puede encontrar el aprovechamiento del efecto plasmén en nanoparticulas de oro para



la deteccidn del virus de la inmunodeficiencia humana (VIH). Este proceso se favorece de la
capacidad de ciertos metales para reflejar incidencias de luz a determinadas longitudes de
onda debido a la presencia de cargas libres en sus superficies [15]. Estos metales se han
sintetizado en forma de nanoparticulas que han podido ser utilizadas como biosensores
capaces de adherirse al material genético del VIH mediante procesos de ligacion con sondas
sintetizadas para asi poder demostrar su presencia en una muestra determinada a partir de

analisis espectrofotométricos [16].

Partiendo de los fundamentos mencionados, el Departamento de Procesos Tecnoldgicos e
Industriales (DPTI) del Instituto Tecnoldgico y de Estudios Superiores de Occidente
(ITESO) planted llevar a cabo un proyecto para la deteccion del VPH a partir de respuestas
plasménicas de nanoparticulas de oro. Durante el semestre de primavera del 2022 el equipo
de trabajo evalud la inmovilizacién de tres diferentes tipos de sondas en nanoparticulas de
oro y se determin6 que las sondas de tiol mostraron una mejor respuesta para la formacién
de complejos AuNP-sonda [17]. Posterior a ello, en el semestre de otofio del 2022, se
utilizaron nanoparticulas de oro inmovilizadas con sondas tiol para detectar la presencia de
VPH tipo 16 y 18 en muestras genéticas proporcionadas. Dicho trabajo evaluo las diferentes
condiciones de inmovilizacién y concentraciones genéticas que favorecian a la deteccion del
material genético de interés y se concluyd que se debian manejar concentraciones menores
de ADN vy variar las concentraciones de las nanoparticulas sintetizadas con el fin de obtener
lecturas espectrofotométricas mas claras en futuras pruebas [18]. Es a partir de estas

conclusiones que se construyd el presente proyecto de semestre primavera 2023.

1.2 Caracterizacion de la organizacion

El presente PAP se realiza en el Instituto Tecnoldgico y de Estudios Superiores de Occidente
(ITESO), Universidad Jesuita de Guadalajara, Jalisco, México. El proyecto esta a cargo del
Dr. David Mendoza y esta bajo la coordinacion del Departamento de Procesos Tecnoldgicos
e Industriales. Segun el portal de la institucion, la mision del ITESO es “inspirar e impulsar
los procesos de formacion y acompafiamiento, a partir de la experiencia cristiana al modo

ignaciano, que integran a la persona, promueven el didlogo fe y cultura y llevan al



compromiso solidario” [19]. Mientras que la visién es ser “un centro de referencia para el
conocimiento y la vivencia de la espiritualidad ignaciana”. El portal continGa: “Nuestra
propuesta de formacion y acompafiamiento, esta en constante dialogo con la cultura, con la
problematica social y con los que estan en las fronteras de la exclusion. En los procesos de
comunicacion y formacion recurrimos a las TIC's, para establecer redes, que nos ayudan a
difundir nuestra propuesta ignaciana en la sociedad de la informacion”. Para finalizar, la
institucion se refiere a si misma como “una comunidad de personas en permanente
crecimiento bajo la inspiracion de la tradicion educativa jesuita y el analisis constate de la
realidad” [20].

Los docentes que se encuentran contribuyendo en el presente PAP son el Dr. David José
Mendoza Aguayo, quien dirige el proyecto, y la Dra. Elsie Evelyn Araujo Palomo, como
asesora en el area de nanotecnologia. También colaboraron los responsables técnicos de los
laboratorios Ana lIsabel Alavez Jiménez y Esteban Fabidn de la Pefia Rodriguez, quienes
reservan los espacios para nuestras actividades y nos proporcionan los materiales del

laboratorio.

1.3 Identificacion de la(s) problematica(s)

El Virus de Papiloma Humano o VVPH por sus siglas, pertenece a la familia Papillomaviridae
y es clasificado en 5 géneros, alfa (los de mayor riesgo), beta, gamma, mu y nu. Es un virus
de 55 nandmetros de diametro y cuenta con un ADN de doble cadena de forma circular de
aproximadamente 8,000 pares de bases. EI genoma del VPH contiene dos secciones
generales, los genes tempranos (E1, E2 y E4) que codifican proteinas de expresion viral y los
genes tardios (L1 y L2) que codifican proteinas estructurales [21] [21].

El VPH es un virus con el potencial de provocar enfermedades cancerigenas y que puede ser
contagiado por medio de la actividad sexual. Este virus afecta a mujeres y hombres lo que lo
convierte en una problematica recurrente de salud puablica, principalmente en paises con
programas de salud deficientes. Generalmente las variantes de VPH se clasifican en 2 niveles

de acuerdo con sus propiedades oncogénicas, de bajo riesgo y de alto riesgo, los cuales



pueden progresar hasta generar cancer cervicouterino. Los tipos de VPH de alto riesgo mas

comunes son las variantes 16 y 18 [22] [22].

Los VPH de tipo 16 y 18 son los responsables de alrededor del 70% de cancer cervical en el
mundo y son capaces de producir otros tipos de cancer como el anal, vaginal o de orofaringe
[1]. Se ha demostrado, ademés, que componentes nocivos, como los presentes en el tabaco,
aumentan el potencial carcinogénico de estos dos tipos de VPH [6]. La presencia de los genes
promotores PE y PL promueve la expresion de genes (tempranos y tardios) que favorecen la
replicacion y transmision del VPH 16 y, en menor medida, del tipo 18. Es debido a esta

expresion de genes que estos dos tipos de VPH adquieren su gran potencial carcinogénico

[5]

El cancer de cuello uterino es la segunda neoplasia mas comun en mujeres de América Latina,
de la cual se reportan 68,818 casos anuales. En México desde 2006 el cancer cervicouterino
es la segunda causa de muerte por cancer en la mujer, anualmente se estima una tasa de 23.3
casos y 7.0 defunciones por cada 100,000 mujeres. México es el pais con la mortalidad mas
alta por cancer de cuello uterino dentro de los paises de la OCDE (Organizacion para la

Cooperacion y el Desarrollo Econdémicos) [23] [23].

Aunque el VPH vy el cancer cervicouterino son una problematica latente, en realidad es el
unico cancer que se puede prevenir al 100% con vacunacion, uso de preservativos y una
deteccion temprana [23] [23]. Una forma de deteccion es a través del frotis de Papanicolaou
usado desde 1940; ha sido una util herramienta para la deteccion y el diagnéstico de cancer
cervical, pero se ha demostrado que cuenta con efectividad del 50 hasta el 90% y con una
cantidad alta de falsos negativos y, debido a la naturaleza de obtencion de muestra, suele ser

molesto e invasivo [24] [24].

Alternativas novedosas han tratado de aumentar los porcentajes de deteccidon temprana de
este virus. Tal es el caso del uso del método de microdiseccién de tejido y PCR (reaccion en
cadena de la polimerasa) uniplex E6/E7 para la deteccion de los genes de los VPH de alto

riesgo que son responsables de la proliferacion y transformacion de células cancerigenas.
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Este método demostré ser capaz de minimizar los errores obtenidos en los métodos
comunmente utilizados [24] [25]; sin embargo, este novedoso método demostrd no estar
exento de presentar falsos negativos, ademas de ser invasivo y costoso.

Dado que no todos los integrantes de una poblacion cuentan con los recursos econémicos
para solventar gastos de estudios de deteccion de VPH de alto costo, sigue siendo vigente la
necesidad de elaborar alternativas que a la par de mejorar la efectividad de deteccion
permitan también mostrarse como alternativas econdmicamente viables para aquellos
sectores de la sociedad mayormente vulnerables. De modo que la elaboracion de alternativas
debe de realizarse de forma holistica, procurando no solo solucionar los problemas
biotecnoldgicos sino también los sociales.

1.4. Planeacion de alternativa(s)

Existen diversas pruebas disponibles en el mercado con la capacidad de detectar el VPH de
alto riesgo; sin embargo, la FDA (Administracion de Alimentos y Medicamentos de los
Estados Unidos por sus siglas en inglés) ain no ha aprobado ninguna prueba para los
hombres. Es comudn que los hombres se recuperen de la infeccion sin presentar sintomas [26]
[26]. Se han desarrollado diversas técnicas para el analisis de virus, como la
inmunohistoquimica y los ensayos inmunoenzimaticos (EIA), entre otras. Hasta ahora, los
métodos mas efectivos son los moleculares que se basan en la deteccion del ADN o ARN.
Algunos de estos métodos, como la Dot, Southern y Northern blot, la hibridacién in situ y la
captura de hibridos, se basan en la complementariedad de los acidos nucleicos. Otros
métodos, como la técnica de PCR, amplifican estas moléculas con cebadores genéricos y
especificos. Estas técnicas varian en sensibilidad, especificidad, valores predictivos y

complejidad técnica [9].

En el caso de las mujeres, la prueba de Papanicolau es la mas comun e implica la recoleccion
de células del cuello uterino mediante un cepillo suave o espatula plastica y a menudo se
realiza en conjunto con la prueba para la deteccion de VPH. La prueba de Papanicolau se
recomienda en mujeres de entre 30 y 60 afios sin embargo no es recomendado en mujeres

menores a 30 afios [26].

11



La utilizacion de nanoparticulas (NPs) de metales nobles ha generado interés en diversas
areas del conocimiento cientifico, especialmente en los campos de la biomedicina y el medio
ambiente. La combinacidn de la nanotecnologia con la biologia molecular y la electroguimica
ha creado una gran expectativa debido al desarrollo de nuevas estrategias de deteccion de
acidos nucleicos basadas en nanomateriales, que son herramientas importantes en genémica,
diagndstico médico, farmacogenética, patologia, criminologia, seguridad alimentaria,
monitoreo ambiental, entre otros. Los biosensores son dispositivos analiticos que utilizan un
elemento bioldgico de reconocimiento que esta en contacto directo con un transductor para
proporcionar informacion cuantitativa o semicuantitativa. Este elemento bioldgico puede ser
una enzima, un anticuerpo, acidos nucleicos, inmunosensores, genosensores, entre otros [27]
[27].

Las nanoparticulas de oro (AuNPs) son particulas inorganicas que se utilizan en la
biodeteccion de forma dptica, electroquimica o espectral. Su tamafio varia desde 1 hasta 100
nm y pueden ser sintetizadas y bioconjugadas con oligonucleétidos, anticuerpos, aptameros
y otras biomoléculas apropiadas, lo cual las convierte en elementos ideales para enlazar
simultdneamente mdaltiples ligandos en una sola nanoparticula. Su uso ha tenido mucho
impacto en el campo biomédico, incluyendo la deteccion de biomoléculas, vacunas, medicina
regenerativa e ingenieria de tejidos. Las nanoparticulas han sido especialmente utilizadas en
el tratamiento de cancer debido a su precision en la realizacion de tareas y a su capacidad
para ser funcionalizadas con oligonucleétidos tiolizados. En comparacion con otras opciones,

las AUNPs son menos costosas y logran ofrecer una respuesta visual rapida [28] [28].

En la tabla 1 se muestra el plan de trabajo del presente PAP. Se especifican los recursos
humanos, materiales, y tecnoldgicos necesarios para cumplir cada actividad. Ademas, se
anota el tiempo requerido para llevar a cabo las actividades y la semana en la cual se planea

realizarlas.
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Tabla 1 Cronograma de actividades previstas para la realizacion del PAP.
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La tabla 2 muestra el significado de las abreviaturas utilizadas para referir los recursos

necesarios en cada actividad planeada.

Tabla 2 Abreviaturas de los recursos sefialados en el cronograma de actividades.

Recursos Utilizados

Abreviatura Significado

CF Campana de flujo laminar

EP Espectrofotometro

CT Centrifuga

TN Trabajo con departamento nanotecnologia

CB Campana de bioseguridad

AE Asesoria Dra. Elsie Araujo

AD Asesoria Dr. David Mendoza

FD Foto documentador

PM Placa Microdrop

CE Cémara de Electroforesis

IBA Incubadora con agitacion

EX Excel
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1.5. Desarrollo de la propuesta de mejora

Nanoparticulas de oro (AuNPs)

Las AuNPs son ampliamente empleadas en el ambito biomédico debido a sus propiedades
Opticas y fisicas, como la capacidad de producir una resonancia de plasmén superficial y su
alto coeficiente molar de extincion, que las hacen ideales para la deteccion de multiples
analitos y para procesos de etiquetado e imagenes. Al ser de tamario similar al de las proteinas
y el ADN, y tener una preparacion sencilla, pueden ser utilizadas en aplicaciones como
biosensores, vacunas o como medio para la entrega directa y no invasiva de medicamentos
[29]. El tamafio de las AuNPs puede variar de 1 a 100 nm y se encuentran en suspension
coloidal, compuestas por un nucleo de &tomos de oro y una capa en la superficie con carga

negativa.

Existen diversos procedimientos para sintetizar AuNPS, cuyas caracteristicas fisicas, como
forma y tamafio, dependeran del método utilizado. Estos procedimientos pueden ser fisicos,
quimicos o bioldgicos, siendo el método quimico el mas comunmente empleado, basado en
una reduccion quimica seguida de estabilizacion para evitar el acoplamiento de

nanoparticulas [29].

Sintesis de AuNPs

Para le sintesis de AuNPs la metodologia utilizada fue una versién modificada del método
descrito en la investigacion realizada por Liu & Liu [30]. Para la sintesis de AuNPs se debe
hacer una solucién de 25 mL de HAuCls a 0.25 mM vy agregar 170 pL de citrato de sodio a
340 mM. Debido a la dificultad de pesar pequefias cantidades de reactivo, se prepard una
solucion de 35.142 mL de HAuUCIs a 0.25 mM para adecuar el volumen a la cantidad de
reactivo pesada para mantener la concentraciéon. Una vez que el aceite alcanzo los 100 °C se
vertio la solucién de oro manteniendo una agitacion a 200 RPM constante para volver a
homogenizar la temperatura de la solucion a 100 °C. Posteriormente se agregaron 120 uL de
citrato de sodio y se dejo reaccionar durante 1 hora. Finalmente, se dejo enfriar la solucion a

temperatura ambiente sin sacar el matraz de la placa y manteniendo la agitacion constante.
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Funcionalizacion de nanoparticulas

Se buscé realizar una nueva metodologia para la funcionalizacién de la sonda de ADN
evitando el pretratamiento de la sonda por el método de “Salt-aging™ al utilizar las sales
excedentes de la sintesis de nanoparticulas. Esto se debe a que las nanoparticulas de oro
(AUNPs) presentan una carga negativa permite que las moléculas que contienen un grupo tiol
en su conformacion puedan realizar intercambios de ligandos con los citratos, logrando

generar una monocapa superficial que aumenta la estabilidad de la nanoparticula [30].

Por otro lado, las sondas son cadenas de simples nucleétidos con un tamafio de 20 a 35 pb
funcionalizadas con un grupo tiol que se une de manera estable a la nanoparticula. Para lograr
esta union, es necesario utilizar soluciones salinas para que puedan generar repulsiones
electrostaticas entre las cargas negativas de la sonda y la carga positiva externa en las
nanoparticulas. Sin embargo, el uso excesivo de sales puede provocar la precipitacion de las
AuNP [30].

Efecto Plasmon

La capacidad de las nanoparticulas de oro (AuNPs) para cambiar la absorcion y reflexion de
la luz visible se conoce como efecto plasmén. Esto produce una distorsion del haz de luz y,
por ende, un cambio en el color. El tamafio de las particulas también influye en este efecto,

que puede ser observado mediante un andlisis espectrofotométrico [31].

Las propiedades Opticas de las AuNPs son directamente afectadas por la resonancia de
plasmén de la superficie (RPS), la cual es la frecuencia electronica que se produce en la
superficie de las AuUNPs y coincide con las ondas magnéticas. En un rango cercano a los 520
nm, el efecto plasmon provoca un incremento abrupto en la absorbancia, lo que resulta en un
cambio de color de las AuNPs de tonalidad morada entre las longitudes de onda de 520 a 574
nm [31].

Observacion de las AUNPs
Las soluciones coloidales de AuNPs pueden ser analizadas en un rango de longitud de onda

que va desde el rojo hasta el morado-azulado, aunque este rango puede cambiar si la
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resonancia de plasmon de superficie se ve afectada por la oscilacion de los electrones en la
superficie de las AuNPs. Este comportamiento depende de la distancia que existe entre las
nanoparticulas [31]. Si esta distancia es menor que el tamafio de las nanoparticulas, la
resonancia de las AuNPs comienza a hibridar, lo que causa un desplazamiento del pico
maximo de absorcidn hacia una longitud de onda mas larga, lo que genera un cambio de color

observable en la solucion o en un barrido de espectroscopia UV-Vis [32].

Cuando se inmoviliza el ADN, hay un cambio en la resonancia plasmonica de las AuNPs, lo
que se puede observar a través del analisis con un espectrofotometro. Debido a que se
produce una disminucion de la banda por la concentracion de particulas, es posible utilizar a

las AuNPs como biosensores épticos [33].

Obtencidn de las sondas

Al igual que en el PAP otofio 2022, nuevamente se trabajo con las sondas que se sintetizaron
en el PAP primavera 2022, que se presentan en la tabla 3, con la ayuda de IDT (Integrated
DNA Technologies). Para el presente PAP, las sondas no pasaron por un tratamiento de sales,

esto con el fin de observar cual seria su comportamiento bajo estas condiciones.

Tabla 3 Secuencia de sondas sintetizadas en primavera 2022

Nombre de la secuencia | Secuencia

Tiol fwr /5Thiol MC6-D/ICTGCCATATCTACTTCAGAAACTAC
Cis fwr /ISAMMCG6/CTGCCATATCTACTTCAGAAACTAC
Cisrev /SAMMC6/GTAGTTTCTGAAGTAGATATGGCAG

El objetivo del disefio de estas sondas es usarlas con VPH, empleando las secuencias del
vector que se mantienen en la misma especie para crear una distincion entre organismos que
sirve como patron de identificacion [34]. Para el disefio de las sondas, fue necesario utilizar
una fraccion que sea altamente conservada entre especies, es por eso gque se uso la fraccion
L1. El genoma del VPH consiste en un vector circular que mide aproximadamente 8,000 pb,
este vector se presenta en la figura 1, e incluye los genes E1-E7, los cuales son responsables

de la replicacion del virus y regulan la transcripcion. Los genes E5, E6 y E7 interactlian con
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la célula huésped para infectarla, basandose en la transcripcion viral con E2 [35] [36]. Esto
permite que el ADN viral se una a los cromosomas mitoéticos de la célula, facilitando asi la
integracion del ADN dentro de las células en division [37].

E5
~
ﬁ \E4
k

5
L2 pb A
E2

Tkpb 3kpb ) \
E1
\\ 1kpb //ET

Figura 1. Representacién esquematica del genoma circular de VPH [38]

ADN de VPH tipo 16, 18 y FZD9

Los VPH del tipo 16 y 18 son los responsables de alrededor del 70% de los casos totales de
cancer cervical. Es debido a su potencial carcinogénico que diversos estudios para el
desarrollo de técnicas de deteccion de VPH se centran en estos dos subtipos del virus [39].
Aungue aun no se ha logrado dilucidar por completo cuéles son las caracteristicas genéticas
a las que se les atribuye su potencial cancerigeno, algunos estudios proponen que la
composicion nucleotidica del gen E7 en VPH 16, el cual expresa oncoproteinas necesarias
para la replicacién y supervivencia del cancer, tiene cualidades particulares, ain no
especificadas, que le permiten tener una mayor capacidad de mortalidad que otros subtipos
de VPH [40].

Para su deteccion, el material genético de los tipos de VPH mencionados se adhiere a las
nanoparticulas de oro por medio de procesos de ligacion favorecidos por las sondas
sintetizadas. Por su parte, el gen FZD9, que expresa a la proteina Frizzled-9, se utiliza como
un control positivo ya que no tiene relacion directa con el material genético de interés y, por
lo mismo, no tiene una gran adherencia a las nanoparticulas debido a la especificidad de las
sondas sintetizadas [16] [41].
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Electroforesis

Las muestras de ADN empleadas en este proyecto fueron proporcionadas por el Centro de
investigacion Biomedica de Occidente (CIBO). Debido a que estas muestras se encontraban
en almacenamiento desde su ultimo uso por el anterior equipo de trabajo en otofio 2022, fue
necesario someterlas a electroforesis y cuantificacion para corroborar su estabilidad y
concentracion. El objetivo de la electroforesis es separar las moléculas por tamafio por medio
de un campo eléctrico, sabiendo el tamario aproximado se podra determinar visualmente si

las muestras siguen en buen estado.

Para realizar la electroforesis, se prepard gel de agarosa al 1%, para esto se pesaron 0.25
gramos de agarosa en una Balanza de Precision Nimbus®. Se afiadieron 25 mL de buffer
TAE 1x en un matraz Erlenmeyer de 250 mL para después diluir la solucion con agarosa,
siendo necesario aplicar por 5 segundos un poco de calor con un horno de microondas. Una
vez la solucion se viera cristalina y homogénea se agregaron 5 uL de SYBR safe en el matraz
y nuevamente se agitd. Tomando el soporte del portagel previamente construido, se afiadio
la soluciény se colocé el peine, procurando poner la parte mas ancha del peine hacia la pared

del portagel mas cercana.

Se retiraron las almohadillas del soporte de portagel y se quitd el peine, se coloco el gel ya
solidificado en la camara de electroforesis, cuidando que los pocillos estuvieran del lado del
catodo. Se cubri6 la camara de electroforesis con TAE 1X hasta sobrepasar el gel y que este
quedara cubierto por completo. En la figura 2 se presenta un diagrama de los pasos seguidos.
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Figura 2. Diagrama de construccion del gel de agarosa para electroforesis [18].

Para evitar la contaminacion del material genético, se mezclaron en una superficie estéril 2
uL de buffer de carga, 1 uL de ADN regla y se afiadieron 9 pL de agua calidad MiliQ, se
resuspendio utilizando una micropipeta de 0.5 — 10 pL y se afiadié al primer pocillo. Para
agregar las muestras de ADN, de nuevo en una superficie estéril se afiadieron 2 pL de buffer
de carga, 4 uL de muestra de ADN y se resuspendi6 utilizando una micropipeta de 0.5 — 10
pL, la mezcla fue afiadida en el siguiente pocillo. Se afiadieron por duplicado muestras de
cada ADN (VPH 16, 18 y FZD9). Se tap6 la caAmara de electroforesis, y se conectd a un

regulador de voltaje, se program6 a 100 V por 35 minutos.

Posterior a este proceso, se retird el gel de la camaray se coloco el gel en el fotodocumentador
ChemiDoc™ XRS+ de Bio-Rad™ Laboratories, con el fin de revelar el movimiento de las
muestras en los canales. Los resultados obtenidos se presentan en la figura 3. Con esta
electroforesis se pudo determinar que las muestras se encontraban en buen estado, sin
deteriorarse y que era posible realizar la cuantificacion del material genético sin necesidad

de hacer alguna purificacion o tratamiento.
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Figura 3. Electroforesis de ADN por duplicado de VPH 16, 18 y FZD9.

Cuantificacion de ADN y célculos

Se hizo la cuantificacion de ADN en la semana 3 de trabajo. Se utilizé el método de
absorbancia UV-Vis con el espectrofotometro de microplaca Multiskan™ GO de Thermo
Scientific™. Se midi6 la absorbancia de 1 pL de muestra de ADN diluida en 1 uL. de agua
ultrapura a 260 y 280 nm utilizando la pDrop™ plate de Thermo Scientific™. Esta misma
agua fue utilizada para medir un blanco. Dicho valor de respuesta a 260 nm fue empleado en
la ecuacion de Lambert-Beer (Ecuacion 1), para la uDrop Plate (Ecuacion 2), que permitid

obtener el valor de la concentracion.

A= ¢c+xbx*xC

Ecuacion 1. Ley de Lambert — Beer.

.y ug 10 mm
Concentracion dsDNA,g, = Abs * (50 E) * (m

Ecuacion 2. Ley de Lambert — Beer para la uDrop Plate.

Se uso6 la absorbancia obtenida a 260 nm restandole el valor del blanco medido a esta misma

longitud de onda. Los 50 pg/mL es el valor que tiene el ADN con respecto a la absorbancia
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y los 10mm/0.52mm es el valor del camino Optico del equipo. La concentracion de ADN se

obtiene en pg/mL. En la tabla 4 se muestran los valores obtenidos.

Tabla 4 Concentracion de ADN de las muestras VPH 16, 18 y FZD9.

Muestra Concentracion pg/mL
VPH 16 52.80
VPH 18 54.80

FZD9 21.16

Para realizar las posteriores metodologias, fue necesario tener el ADN en una concentracion
de 100 pg/mL. Para calcular la cantidad de ADN que se necesita agregar de cada muestra y

obtener las soluciones de la concentracion deseada, se uso6 la ecuacion 3.

Pg
; _ 100 mL(0.9mL):009ﬂ
* 1ul T mL

Ecuacion 3. Concentracion necesaria de solucion para 100 pg/mL en 1 pL.

Esta es la concentracion en pg/mL que se necesita tener en una solucion para tener que
agregar 1 uL de muestra de ADN y tener una concentracién de 100 pg/mL. Con este valor se
pudo calcular cuanto tomar de cada muestra de ADN para generar una solucion con una

concentracion que al agregar 1 pL de esta se tengan 100 pg/mL en 0.9 mL (Ecuacion 4).

g
0095 (1ml)

Ve = g
mL

X

Ecuacién 4. Volumen necesario de X muestra de ADN para 1 mL de solucién.

Con esta ecuacion se sabe cuanto se necesita agregar de cada muestra a 1 mL de agua miliQ
para obtener 0.09 pg/mL de concentracion. Con esa concentracion se agrega 1 pL a las
nanoparticulas de oro para tener 100 pg/mL de ADN. EI volumen de muestra de cada ADN

se muestra en la tabla 5.
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Tabla 5 Volumen de ADN de las muestras VPH 16, 18 y FZD9.

Muestra Volumen pL

VPH 16 1.70

VPH 18 1.60
FZD9 4.25

Prueba in vitro con AuNPs

La metodologia siguiente fue modificada del protocolo estandarizado realizado en primavera
2022, por los estudiantes Alejandra Dau, Ailed Fuentes y Aracely Gutiérrez bajo la
supervision del Dr. David Mendoza. Para esto se utiliz6 el oligonucle6tido Tiol fwr con la
secuencia /5Thiol MC6-D/CTGCCATATCTACTTCAGAAACTAC, disefiado por el PAP
primavera 2022 y cuyo proveedor es IDT (Integrated DNA Technologies).

Funcionalizacion de las AuNPs con ADN (otofio 2022)

Pretratamiento del oligonucleétido forward con calor

En condiciones estériles, se disolvieron 2 uM de oligonucleétidos modificados con tiol-fwr
en 50 pL de agua milliQ. Luego se incubaron en un IKA Dry Block Heater 1 a 70 °C durante
10 min y se mantuvieron a esta temperatura hasta su uso. Las Figuras 4 y 5 muestran tres
réplicas de los blancos obtenidos en el experimento del 6 de octubre. La diferencia no se
puede ver a simple vista, pero se puede ver con mas detalle con un barrido con

espectrofotometro [18].
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Figura 4 Triplicado de blancos sin sonda.

Figura 5 Triplicado de blancos con Sonda.

Antes de inmovilizar las sondas, se prepararon tres soluciones de NaCl en solucion salina
tamponada con fosfato (PBS) 0.01 M, NaCl 0.137 M, pH 7.0, a 0.050, 0.055 y 0.20 M. Los

detalles de los reactivos se muestran en la Tabla 1.

Tabla 6 Cantidades de especies utilizadas para la preparacion de soluciones de NaCl

Concentracion de Buffer PBS Agua miliQ estéril NaCl (g)
NaCl (M) 0.001M (mL) (mL)
0.050 36.5 63.5 0
0.055 40 60 0
0.200 100 0 0.35




Inmovilizacion de las AuNPs basado en “Salt-aging”

Después de calentar el oligo durante 10 min en IKA Dry Block 1, se mezclan gota a gota con
450 uL de AuNP "rojos" (20 nm de diametro aprox.) y se dejaron durante 24 ha 32 °C y 150
°C en una incubadora orbital a RPM. Después de estas 24 h, se agregaron 200 uL de solucion
de NaCl 0.05 M PBS, para llevar la solucion a NaCl 0.014 M y se incubaron nuevamente a
32 °C durante 6 h a 150 rpm. Después de 6 h, se agregaron 200 pl de tampén NaCl 0.2 M
para aumentar la concentracion de NaCl a 0.05 M se incub0 a 32 °C durante las ultimas 6 h.
Los tubos de microcentrifuga expuestos son privados de la luz durante todo el experimento.
Después de 6 h, los disefios experimentales con diferentes concentraciones de ADN se
presentaron por triplicado, utilizando concentraciones de 100, 125 y 150 pg/mL [18].

Prueba in vitro con AuNPs + ADN

Se transfirieron 100 y 200 L de cada tubo de microcentrifuga a una microplaca de 96 pozos
como se muestra en la figura 6. Se diluyeron 100 ul de los pocillos con agua libre de nucleasas
y se utilizaron 200 pL de buffer de NaCl a 0.55 M como blanco [18].

Bl

Figura 6. Agregando 200 pL y 100 pL de solucién de AuNPs en microplaca.

Como se muestra en la Figura 7, la microplaca se llevo a un espectrofotdémetro Thermo
Scientific™ Multiskan™ GO vy se escane0 de 400 a 800 nm. El software proporcionado con

el dispositivo se utiliza para un mejor control desde la computadora.
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Figura 7 Medicién por barrido con espectrofotémetro.

Las soluciones se centrifugaron en una Gyrozen Refrigerated, High-Speed Micro Centrifuge
1730R a 12 000 RCF, 4 °C durante 20 min. Esta centrifugacion se realiz6 para aumentar la
unién de la sonda al ADN y también para descartar el ADN y la sonda no unida, lo que
proporciond un resultado méas limpio. La figura 8 muestra la solucion después de la

centrifugacion, lo que da como resultado un sedimento en el fondo del tubo.

Figura 8. Resultados de AuNPs con ADN de VPH 16 después de la centrifugacion.

Se retiraron con cuidado 100 y 200 uL de sobrenadante de cada tubo de microcentrifuga y se
colocaron en wuna microplaca. Se analizd6 el sobrenadante nuevamente con el
espectrofotometro, agregando 100 puL para obtener un volumen total de 200 pL. Esta vez, se
escaneo de 200-800 nm para ver si habia un pico en 260 nm, la longitud de onda en la que el

acido nucleico absorbe la luz con mayor intensidad.
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Se decantd el volumen restante, teniendo cuidado de no desechar el sedimento de la
centrifugacion de las AuNPs con sonda, dejando aproximadamente 100 pL de solucion. Se
agregaron 500 pL de tampon de solucién salina 0.55 M, para llevar con cuidado el volumen
total de la solucién a aproximadamente 600 pL y alcanzar una concentracion cercana a la
concentracion inicial. En la figura 9 se presenta las AuNPs después de desechar el volumen

restante.

Figura 9. AuNPs con ADN de VPH 16 después de la decantacién.

Se tomaron 100 pL de solucién de AuNP nuevamente, luego se diluyd con 100 pL de agua
libre de nucleasas y se agregaron 200 uL directamente a la microplaca. El tercer y dltimo
analisis fue disefiado para comparar los resultados obtenidas en la primera medicion, para

confirmar si efectivamente se obtuvo un resultado mas claro.

Funcionalizacion de las AuUNPs con ADN (primavera 2023)

Pretratamiento del oligonucleétido forward con calor

Se agregaron 81 pL de agua miliQ a el tubo proporcionado con el oligo liofilizado tiol fwr
por IDT. Después se afiadieron 2 UM de oligo en un eppendorf, para esto fue necesario afadir
1 uL de oligo en 50 pL de agua miliQ. Este oligo en solucion es incubado en un IKA Dry
Block Heater 1 a 70°C por 10 minutos. Una vez transcurridos los 10 minutos del IKA Dry
Block Heater 1 en el cual estaba sometido la sonda, se mezclaron con 450 uL de AuNPs
“rojas” (aproximadamente 20 nm). Se dejaron 24 horas a 32°C a 150 RPM en una incubadora
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orbital privandolas de la luz. Se realizaron 4 soluciones de 500 pL de nanoparticulas, una

para cada ADN y una como blanco de nanoparticula funcionalizada.

Prueba in vitro con AuNPs + ADN

Pasadas las 24 horas se agreg6 1 pL de ADN correspondiente (16, 18 y FZD9) a cada tubo
Eppendorf con 500 pL de nanoparticula funcionalizada (Figura 10). Se resuspendi6 el
volumen y se analizo en el espectrofotometro. Se colocaron 100 pL de cada tubo en una
microplaca de 96 pocillos. La microplaca se llevo al espectrofotometro Multiskan™ GO de
Thermo Scientific™ para realizar un barrido de 400 a 800 nm, haciendo pasos de 1 nmy
mediciones de precisién. Con estos barridos se podra determinar el efecto plasmon en
nanoparticulas solas, funcionalizadas y ancladas al ADN problema como se muestra en la

figura 11.

SN o et o ) 7 e 2
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Figura 10. A) AuNPs con sonda, B) AuNPs con sonda y VPH16, C) AuNPs con sonda y VPH18, D)
AUNPs con sonday FZD9, .
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Figura 11. Ejemplo de respuesta plasmdnica de nanoparticula funcionalizada y con muestras de ADN.

1.6. Valoracién de productos, resultados e impactos

Resultados de funcionalizacion de las AUNPs con ADN de otofio 2022

En el PAP de otofio 2022 se analizaron 162 muestras de AuNPs con los ADN experimentales
(VPH16,VPH18,FZD9). En este PAP se pretende comparar los resultados obtenidos en el
PAP de otofio 2022 contra los nuevos resultados generados a partir de la nueva metodologia
obtenida en el presente PAP. De la misma manera, se presentara la metodologia utilizada en

otofio 2022. En la figura 12 se presenta las AuUNPs con VPH 16 a una concentracion de 125

pg/mly por triplicado.

Figura 12. AuNPs con una concentracion de 125 pg/mL de VPH 16 [18]

29



Podemos observar en la figura 13, los resultados del barrido de AuNP de muestras de VPH
16 a diferentes concentraciones de ADN. Se observa que a concentraciones de 125 pg/ml de
VVPH 16 hay un ligero desplazamiento hacia la derecha en comparacion con el control. Este
desplazamiento indica un cambio de longitud de onda en el pico mas alto de la grafica,
generando asi un ligero cambio de color en las muestras, lo que significaria un resultado

positivo.

Figura 13. Barrido de AuNPs al afadir VPH 16 a diferentes concentraciones.

Las figuras 14, 15y 16 muestran AuNP después del proceso de centrifugacion y andlisis del
sobrenadante. El andlisis se realizé con un barrido de 200 a 800 nm para observar el aumento
de absorbancia a una longitud de onda de 260 nm. Se puede concluir que no existe una
diferencia significativa entre las diferentes concentraciones, por lo que el comportamiento
del aumento de la densidad Optica en el rango de 200 a 280 nm es trazador, es decir, esta es
una propiedad que no cambia significativamente incluso con diferentes concentraciones y

muestras.

Figura 14. Sobrenadante después de centrifugacion, de AuNPs con muestra de VPH 16.
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Figura 15. Sobrenadante después de centrifugacion, de AuNPs con muestra de VPH 18.

Figura 16. Sobrenadante después de centrifugacion, de AuNPs con muestra de FZD9 [18].

Se presenta en la figura 17 un cambio visual de las AuNPs en comparacion con la figura 10.
Se observa un pellet de color morado-rojizo y, aungue el color no es muy evidente, es posible
que el tono rojizo que se observa en el sobrenadante es deba al proceso de manipulacion.
Esto ocurre debido a la centrifugacion de las nanoparticulas, separando la solucién coloidal
de las AuNPs que se encuentran en el fondo.

Figura 17. AuNPs con ADN de VVPH 16 después de la centrifugacion [18]
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La figura 18 presenta los resultados obtenidos de las AuNPs con VPH 16, después de
decantar el sobrenadante y obtener el pellet. Posteriormente se resuspendieron las AuUNPs en
buffer salino para llevarlas a un volumen y concentracion inicial. Si se comparan las AUNPs
resuspendidas con los blancos, se puede apreciar un ligero desplazamiento a la derecha en el
barrido de la concentracion de 150 pg/mL, esto indicaria también un ligero cambio de color

en las muestras ademas de un resultado positivo [18].

® o 000" T3 e ®

ﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁﬁ

Figura 18 AuNPs con muestra de VPH 16 resuspendidas en PBS.

Se presenta la figura 19 donde se observa el resultado de la resuspension de la muestra. Si se
comparan, con las figuras 8 y 13, se ven aln mas tenues que las no centrifugadas. Esto se

puede deber a la manipulacion que se tuvo de las muestras.

Figura 19. AuNPs con VPH 16 a 125 pg/mL resuspendidas [18].

Aungue no hubo un desplazamiento significativo de alguno de los barridos con ADN de las
AUNPs en relacion con los blancos control, se observaron pequefias respuestas con las
muestras de VPH 16, lo que confirma la similitud de las sondas utilizadas. Ademas, todos
los ensayos mostraron el mismo comportamiento de 200 a 280 nm, independientemente de

la concentracion o la muestra, esto puede ser una caracteristica de AuNP o del buffer PBS.
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Durante la centrifugacion, algunas AuNPs tienden a precipitar, lo que reduce la absorbancia
en comparacion con los blancos, aunque los gréaficos de resuspension fueron mas claros que

los obtenidos con AuNPs no suspendidas [18].

Resultados de funcionalizacion de las AUNPs con ADN de primavera 2023

Debido a estos resultados, se opt6 por realizar cambios en la metodologia utilizada en otofio
2022, empezando por eliminar la adicion de sales al realizar la funcionalizacion de la
nanoparticula con el oligo tiol. Este cambio resulté benéfico y se acortaron los tiempos de
trabajo y materiales usados. Ademas de este cambio en metodologia, se realiz6 una
concentracion de nanoparticulas con el fin de trabajar con distintas concentraciones de ADN

y de nanoparticulas.

Los resultados que se presentan a continuacién son barridos espectrales de 200 a 800
nandmetros, con mediciones paso a paso de precision. EI cambio en la resonancia plasmon,
que es de interés para evaluar los resultados, se encuentra aproximadamente a 525

nanometros por lo que deben ser acotadas las graficas a este rango.

En la figura 20 se presenta un acotado de 450 a 600 nandmetros del barrido espectral
obtenido, en este se encuentra un pico maximo aproximado de 0.410 de absorbancia para las
muestras de ADN de VPH 18 y FZD9 y un pico maximo menor para la nanoparticula
funcionalizaday al VPH 16 de 0.400. Estos valores se consideran erréneos o con ruido debido
a que el oligo acoplado a la nanoparticula es complementario al ADN del VPH 16 y 18, por
lo que son estos ADNs lo que se deben encontrar por encima de la nanoparticula

funcionalizada.
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Efecto plasmon con AuNPs 1X y 100 pg/mL de ADN
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Figura 20. Efecto plasmén medido de VPH 16, 18 y FZD9 con nanoparticulas de oro a 1X de
concentracion y usando 100 pg/mL de ADN.

Se opt6 entonces por aumentar la concentracién de ADN que se afiade al biosensor para
determinar si este podria ser un factor determinante en el cambio del efecto plasmén de la
AUNP funcionalizada. En la figura 21 se presentan mediciones con 180 pg/mL y se ve un
claro efecto en la concentracion del ADN usada. Con la hipotesis de poder aumentar mas la
respuesta plasmon de las nanoparticulas funcionalizadas y en presencia del ADN problema,
se optd por también hacer incrementos en la concentracion de las nanoparticulas. Se duplico
la concentracién haciendo centrifugados para poder precipitar las AuNPs, separarlas y

resuspenderlas en solucién original, como se presenta en la figura 22.
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Figura 21. Efecto plasmdn medido de VPH 16, 18 y FZD9 con nanoparticulas de oro a 1X de
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Efecto plasmon con AuNPs 2X y 100 pg/mL de ADN
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Figura 22. Efecto plasmdn medido de VPH 16, 18 y FZD9 con nanoparticulas de oro a 2X de

concentracion y usando 100 pg/mL de ADN.

35



Cuando se trabaja con el doble de concentracion de nanoparticulas se tiene un mayor efecto
plasmon de las AuNPs funcionalizadas sin y con presencia de ADN problema y, como
consecuencia, se puede medir mayor absorbancia puede ser medida. En la figura 23 se
presentan los mejores resultados obtenidos al usar 100 pg/mL y una concentracion 2X de
nanoparticulas. Todos los ADNs medidos se encuentran separados, cada uno presenta una
resonancia diferente y por lo mismo se podria proponer una nueva hipétesis de que con estas

condiciones se podria hacer una diferenciacion del tipo de ADN que se esté midiendo.

Efecto plasmon con AuNPs 2X y 180 pg/mL de ADN
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Figura 23. Efecto plasmdn medido de VPH 16, 18 y FZD9 con nanoparticulas de oro a 2X de
concentracion y usando 180 pg/mL de ADN.

Al usar 180 pg/mL de ADN de cada muestra, se tiene un comportamiento similar al obtenido
con 100 pg/mL, aunque hay mayor absorbancia, las muestras no estan separadas, en realidad
estan empalmadas o sin mucha diferencia significativa, posiblemente se esté trabajando con
el méximo medible de concentracion posible de ADN. Por lo tanto se propone trabajar en un
futuro con concentraciones que se encuentren entre 100 y 180 pg/mL para determinar si se

podria medir correctamente en este rango.
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Con los resultados anteriormente mostrados y explicados se podrian elaborar curvas de
calibracién, para comparar los barridos con diferente concentracion de ADN. Las figuras 24
y 25 muestran un incremento significativo de la absorbancia medida cuando se usan

concentraciones mayores de nanoparticulas de oro funcionalizadas.

Comparacion mediciones con AuNPs 2X de VPH 16 con 100 y 180 pg/mL
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Figura 24. Posible curva de calibracién de VPH 16 con 100 y 180 pg/mL.

Comparacion mediciones con AuNPs 2X de VPH 16 con 100 y 180 pg/mL
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Figura 25. Posible curva de calibracion de VPH 16 con 100 y 180 pg/mL.
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En futuras investigaciones se propone disminuir la cantidad de oligo utilizado debido a que

cuando la nanoparticula es funcionalizada, no todo el oligo se une a la superficie de la AuNP,

El complejo ADN-Oligo se podria formar fuera de la nanoparticula disminuyendo la cantidad

de ADN unido a los biosensores y siendo mayor la cantidad unida libremente.
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Figura 27. Disefio 3D de partes para Opentrons.
Prueba del funcionamiento del dispositivo Opentrons:
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Desde un inicio reconocia el potencial que podia tener la biotecnologia sobre la sociedad,
pero mientras me voy involucrando a mas proyectos, me he percatado de que es realmente
muy amplio y puede ser utilizado de diferentes maneras. Durante este proyecto tuve la
oportunidad de tener un mayor acercamiento con mis comparieros de nanotecnologia, y
gracias a ellos pude percatarme de la buena sinergia que estas dos ramas pueden tener y sus
posibles repercusiones en el futuro. Ademas, el uso de AuNPs no solo es especifica para
VPH, pueden ser utilizadas para otras enfermedades o hasta para otro tipo de moléculas,
dando asi mas maneras en las que se puede utilizar este proyecto. También reconocer que las
AUNPs son solo un tipo de nanoparticulas, sintetizando nanoparticulas de otros materiales
también pueden llegar a tener la misma sensibilidad y caracteristicas, pero seria necesaria su
experimentacion. Por supuesto el proyecto ayudara bastante a las personas que necesitan de
una manera de detectar alguna enfermedad (en este caso VPH) de manera eficiente, rapida 'y
disminuyendo los costos, dando asi una oportunidad para las personas de escasos recursos
que estan preocupados de su salud. Creo que todos merecen una atencion médica efectiva y
con la disponibilidad para cualquier persona que lo necesite.

Arturo Rodriguez:

Conforme avanzé el semestre pude percatarme de una gran necesidad en la rama de la
biotecnologia, y esta consiste en considerar el desarrollo de tecnologias que, ademas de ser
efectivas, también puedan ser accesibles para cualquier poblacion. Como se mencioné en
este trabajo, un gran motivo por el cual las poblaciones se ven afectadas de manera grave por
el VPH es debido a que no cuentan con los recursos necesarios para realizar una deteccion lo
suficientemente temprana como para comenzar el tratamiento adecuado. Durante mis
lecturas de diferentes articulos cientificos y paginas en linea, pude percatarme que muchas
personas envueltas en este ambito centran su atencion en la generacién de productos
biotecnologicos para adquisicion de ingresos, descuidando las realidades y necesidades de
las sociedades que les rodean. Considero de gran importancia ejercer nuestra profesion desde

una balanza entre lo objetivo y lo humano.

David Camacho
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Al ir avanzando en el proyecto durante el semestre y realizando investigacion, pude
reconocer las oportunidades que tiene la biotecnologia al utilizar los proceso e innovaciones
para lograr dar el mayor beneficio a toda la poblacion, el tener nuevas metodologias
accesibles para la deteccion temprana de enfermedades virales es vital para su tratamiento, y
mas en el caso de esta enfermedad la cual afecta a muchas personas en México la cual
podemos evitar el desarrollo de enfermedades con mayores problemas, al igual considero que
al participar en proyectos con un fin social nos ayuda a sensibilizar y como nosotros siendo
profesionistas debemos de afrontar las realidades con las que coexistimos y trabajar para

conseguir un bien comun.

José Lobato

A lo largo del proyecto tuve que trabajar con personas de otras carreras y de otras areas, en
especifico con personas de nanotecnologia, con las cuales tuve un buen trabajo y se pudieron
compartir conocimientos y experiencias en el laboratorio. Creo que si hubo una diferencia en
la forma en la que se trabaja, esto debido a que algunas de los requisitos o précticas de
laboratorio se nos han ensefiado diferente, pero en general nos pudimos complementar de

manera exitosa y sin contratiempos desde el inicio.

Trabajando en el proyecto me puse a pensar mucho en las posibles aplicaciones que tendria
este proyecto, no me habia dado cuenta por completo del posible impacto que tiene la
generacion de pruebas de VPH accesibles y precisas en la sociedad y en las mujeres
mexicanas. Por esto me gusté mucho participar en este proyecto a lo largo del semestre y

posiblemente encaminar mi carrera en algo que tenga que ver con el area médica.

Considero que desde un inicio trabajé con mis compafieros de una buena manera, todos
estdbamos comprometidos con el proyecto, con ir cada dia y de ser necesario quedarnos mas
tiempo, no tuvimos alguna problematica, nunca tuvimos que presionarnos entre nosotros y
siempre se hicieron las cosas de manera consistente y correcta. Me alegré y alivié mucho el
tener un equipo de laboratorio con el que me pude complementar exitosamente porque hizo

el proyecto un poco mas ligero.
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Como ya mencioné, no dimensionaba la posible aplicacion de este proyecto, creo que ahora
siento una obligacion social como biotecnélogo al involucrarme en proyectos que contengan
un tinte social, médico y benéfico, para no solo generar productos o conocimiento, Si no

también soluciones que puedan traer un bien o mejora a la sociedad mexicana o mundial.

3.2 Aprendizajes logrados

Alejandro Becerra

Siendo la continuacion de un proyecto en el que me tocé participar de manera individual,
puedo decir que es bastante diferente la experiencia, empezando por la carga de trabajo. Esta
vez pude tener oportunidades donde mi participacion era mucho menor que el semestre
pasado, y aun asi tenia el mismo impacto. También es importante mencionar que de esta
manera es mucho mas sencillo poder descartar errores ya que hay mas de una persona
trabajando en la misma experimentacion, y también es posible poder argumentar y mencionar
ideas para mejorar los resultados, estas lluvias de ideas llegaron a ser semanales, ayudando
bastante en el progreso del proyecto. El apoyo constante de los profesores David Mendoza y
Elsie Araujo también fueron importantes durante este semestre, ademas de darnos la
oportunidad de trabajar junto a nuestros compafieros de nanotecnologia y poder observar su
metodologia para realizar la sintesis de las AuNPs. Esta vez me senti encerrado o sin poder
avanzar, pero podria mencionar que uno de los retos de este PAP fue distribuir los tiempos
con mis otras materias y cambiar mi estrategia al estar trabajando en equipo. Aunque no haya
sido realmente problemaético, es algo que tuve que tomar en cuenta y de cierta manera eso
hizo que fuera bastante diferente mi experiencia con el PAP pasado, aunque haya sido el

mismo proyecto.

Arturo Rodriguez

Aprendi como es que las nanoparticulas pueden funcionalizarse para poder actuar como
biosensores capaces de detectar la presencia del VPH. Al inicio del semestre tuve dificultad
en entender como funcionaba el proceso de ligacion de las AuNPs con el material genético.
Entiendo ahora que el proceso esta dado por la adhesion, por diferencia de cargas, de una

sonda de tiol que contiene una parte de la secuencia del gen de la proteina L1 presente en el
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VPH, misma que logra unirse al virus por complementariedad del ADN y de esta manera
modificar las absorbancias que se registran en el analisis espectrofotométrico para facilitar

su deteccion.

David Camacho

Logre aprender sobre como se realizan los biosensores ya que no tenia mucho contexto sobre
su funcion y como podian ser aplicados en un proceso, también logre aprendizajes en las
diferentes disciplinas que también participaron en este proyecto ya que tuvimos a los
compafieros de nanotecnologia apoyandonos en la sintesis de AuNPs, también me resultd
interesante el disefio del oligo aunque no haya participado de manera concreta en su disefio.
También creo que logré mejorar mi trabajo en equipo ya que desde un principio se tuvo claro
las tareas que cada individuo debia realizar en el proyecto, eso me ayudé a tener un horario

de trabajo mas establecido y una mejor comunicacion.

José Lobato

Uno de los mayores retos del proyecto fue la generacion y entendimiento de la sintesis de
nanoparticulas, para alguien que no tiene un contexto de esta area del conocimiento o de
nanotecnologia puede ser algo dificil o complejo entender algo que lleva ciertos semestres
explicarse. Pero tuvimos apoyo tanto de alumnos como de maestros de esta asignatura que
nos pudieron explicar y acompafar a lo largo del proyecto. Después de unas cuantas semanas
de hacer la primera entrega y haber practicado la sintesis, se logré hacer de una manera

correcta y Util para el proyecto.

Cuando es necesario el participar en un proyecto multidisciplinario como el realizado a lo
largo del semestre, se requiere platicar, discutir y compartir distintos puntos de vista, tanto
por parte de otras areas del conocimiento como de la propia. En este aspecto considero que

es en el que mas crecimiento tuve.
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3.3 Inventario de competencias Inicial (ingreso del PAP) e Inventario de
competencias Final (salida al PAP).

Alejandro Becerra:

Conocimientos

Relevancia/ Competencias Competencias
Competencia Evidencia o

Fortaleza* nuevas potencializadas
Electroforesis | Realice varios geles | Puedo confirmar si la | Inicialmente Me siento mas
al igual que la|muestra de ADN | desconocia la | preparado al
insercion de DNA en | recibida se encuentra | metodologia para la | utilizar el
ellos. en buen estado o hay | sintesis de AuNPs, y | espectrofotometro
alguna mutacion, | esta vez tuve la | ,ademas de poder
reconocer dimeros. oportunidad de estar | facilitar el analisis
Cuantificacion | Experimente en | Puedo confirmar la | presente durante dos | de datos, y

algunas practicas de
laboratorio, al igual
que en el PAP |
donde realice varias

cuantificaciones.

cantidad de ADN que
se encuentra en la
muestra
proporcionada,
entender la ecuacion
con la que se trabaja,
sus elementos vy

recordar los pasos.

Termograma
de PCR

Disefe en

evaluaciones y en

Puedo realizar un

disefio para

una evaluacion.

practicas de | insertar/eliminar
laboratorio. alguna seccion de
ADN.
Bioinformética | Tuve una clase al | Puedo investigar las
respecto al igual que | proteinas o]

metabolismos que se
encuentran en la

muestra de estudio.

Quorum

Sensing

Lei articulos ademas
de tomar clases al

respecto.

Puedo entender el
comportamiento de los
microorganismos y
ayudar a proponer
ideas si esto ocasiona

algun problema.

sintesis. Ademas de

trabajar junto a mis

compafieros de otras

carreras aprendiendo

de ellos.

aunque no tuve
oportunidad  de
potencializar

conocimientos

con los que
empeceé este
proyecto, puedo
decir que fue

necesario utilizar
mis

conocimientos al

momento de
presentar los
resultados y
analizarlos.
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Secuenciacion

de genes

Realice practicas y
actividades al

respecto. Ademas de

Puedo conocer el gen
con el que se esta

trabajando y de esta

tener experiencia con | manera proponer
el PAP I. primers.

Purificacion Durante el PAP | | Ahora tengo mas
realice 2 | confianza al realizarlo

purificaciones

Habilidades

Utilizar el | Estuve realizando los | Puedo utilizarlo sin la
espectrofotdm | analisis con el | necesidad de una
etro espectrofotdmetro retroalimentacion,
durante el PAP 1. ademas de trabajarlo
desde un ordenador .
Experiencia Realice actividades y | Puedo investigar con | Reconozco que, en | Aunque

con Snapgene,

Kegg,
otros

entre

tome clases al

respecto

facilidad las secciones
de un gen al igual que
los diferentes
metabolismos de un

organismo.

Conocimientos
béasicos de
Softberry y
STRING.

Participe en una
competencias donde
se pusieron a prueba

estos conocimientos.

Puedo investigar
acerca de las proteinas
y promotores que tiene

un gen.

Practica en la
realizacion de
procesos

simulados con

SuperPro.

Mis  conocimientos
fueron evaluados por
un experto en el
tema, por medio de

un proyecto.

Puedo realizar una
simulacibn de un
proceso de escala
piloto a una escala

mayor.

Entendimiento
en la
realizacion de
geles de agar e
insercibn  de
ADN

Realice en repetidas
ocasiones estas
técnicas durante mis
practicas de

laboratorio.

Puedo realizar geles
de agar con facilidad al
igual que la insercion
de ADN

Pipetear de
manera

correcta Yy

Pipetee durante mi
primer PAP, una gran

cantidad de muestras

Ahora se me facilita
ordenar los eppendorf

en la gradilla para

este proyecto, ahora

puedo
entender por
completo el

funcionamiento  de
las AuNPs y como
estas se unen a la
sonda, y al mismo
tiempo la sonda a la
molécula de interés,
tener un mayor
conocimiento del
mantenimiento de las
AuNPs y por ultimo
conocer la posibilidad
de sintetizar
nanoparticulas con
otros materiales y sus

usos comunes.

directamente no
pude reforzar
alguna habilidad

que ya tenia al

inicio del
proyecto, puedo
rescatar que

puedo reforzar mi
habilidad de
aprendizaje al

observar como se

realizaba la
sintesis de
AuNPs.
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tener cuidado

con las puntas

de AuNPs (Aprox.
150)

evitar confusiones,

ademas de ser mas

fondo sobre un tema
para encontrar la

solucién de un

con algin contacto

para que me apoye.

problema.
Apoyo y buen | Ayude a mis | Puedo trabajar con
trato a | compafieros de | facilidad con otros
comparfieros equipo cuando me lo | compafieros y
de trabajo pedian ya sea para | auxiliarlos de ser
explicar o dar mi | necesario.
opinion al respecto
Buena Notifique a la persona | Puedo hacer saber de

comunicaciéon

encargada al igual

gue a mi equipo los

lo que se ha realizado

delicado al momento
de pipetear.
Solucién  de | Participe en | Puedo trabajar con | Durante este | Siempre  estuvo
problemas competencias donde | fluidez aun en | proyecto me di la | abierta la
bajo presion tenfa un tiempo | circunstancias oportunidad de estar | conversacion de
determinado para | agitadas. Aun bajo | constantemente mejorar procesos
realizar una | presién entregar | abierto a las | o reconocer
actividad. resultados, y también | retroalimentaciéon, vy | errores. Ademas,
solucionar problemas | de estar al pendiente | Mi experiencia
gue se me presentan | de los cambios | con mi equipo fue
en el momento. necesarios para | muy grata, sé que
Entusiasmo e | Estuve desde mi | Puedo encontrar el | generar resultados | pude ayudarlos
interés por | nifez  aprendiendo | atractivo en nuevas | positivos. para entender los
aprender nuevas habilidades | cosas, aun en cosas procesos que
ya sean musicales, | que no estoy estariamos
deportivas o | familiarizado realizando
educacionales. durante el PAP y
@ Disposicion Trabajé en | Puedo indagar por de igual manera
S para investigar | actividades de la | internet para me ayudaron a
g nuevos universidad donde | informarme de una reforzar la
conceptos 0 | era necesario | mejor  manera, o} metodologia. Por
informacion investigar mas a | también comunicarme ultimo,reconozco

que Siempre
hubo una
comunicacién
asertiva y
entendible entre
todos los
miembros,
teniendo en
cuenta los
asesores.
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en el equipo de

problemas que se

en el trabajo y si es

trabajo llegaron a mostrar | necesario pedir ayuda.
durante una actividad
Trabajar Durante gran parte | Confi6 mas en mi

individualment

e

del PAP |

trabajando por mi

estuve

cuenta

mismo, aprendo de mis

errores 'y me doy
merito al realizar
correctamente el
trabajo.

Aprender a

pedir ayuda

Varias veces durante
el PAP | senti que
pegaba con la pared
y no sabia coémo

seguir adelante, pero

reconoci que habia
gente que me
apoyaba.

Reconozco que uno
solo no puede realizar
todo, y que hay otras
personas que tienen
Mas experiencia que
estan dispuestas a

ayudarme.

Este proyecto me ayudo a fortalecer ciertas habilidades, conocimientos y actitudes. Teniendo

en cuenta que pude participar el semestre pasado de manera individual en este mismo

proyecto, esto me ayudd a poner en practica el trabajo en equipo y ademas el trabajo

individual. Desde mi perspectiva no tuve un gran crecimiento en mis conocimientos, pero en

mis habilidades y aptitudes si, por lo que ahora me siento mas comodo al hablar y explicar

de las AuNPs y puedo tener una buena sinergia con mi equipo de trabajo.

Arturo Rodriguez:

Categoriza
las
competenci
asen

Relevancia/ Competencias Competencias
Competencia Evidencia -
Fortaleza* nuevas potencializadas
Bases de la | Realicé lecturas de | Estos Aprendi sobre el | Mejoré mi
g composicién y | diferentes fuentes | conocimientos me | efecto plasmén, | capacidad de
E capacidades bibliogréficas (librosy | pueden  permitir | es decir, la | elaboracion y
'g generales de los | articulos cientificos) realizar andlisis y | capacidad de | analisis de barridos
S | virus. discusiones ciertos  metales | espectrofotométrico
© eficientes sobre el | para generar | s. Me familiaricé
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conocimien
tos,

habilidades
y actitudes.

Escribe la o
las
evidencias
de cada
competenci
aysu
relevancia.

trabajo que se

llevara a cabo.

lecturas de

absorbancia que

ain mas con el

software  utilizado

Habilidades

Principios basicos | Cursé materias de | Puedo ayudar a | funcionan como | para el registro de
del biologia molecular y | demostrar la | sefales de | datos.
funcionamiento de | celular, y me | relevancia de este | deteccion a

los efectos | encuentro cursando | proyecto al ser | longitudes de

dafiinos de los | la materia de | capaz de | onda especificas.

virus en humanos, | inmunologia. mencionar los

asi como de la riesgos a la salud

respuesta que puede

inmunitaria del implicar la

cuerpo ante la presencia del

presencia de VPH en humanos.

estos.

Manejo adecuado | A lo largo de la Habilidad de | Para el desarrollo

de diferentes
equipos de
laboratorio.

carrera he cursado
diversas materias
que me han permitido
trabajar con
diferentes materiales
para diferentes

propdsitos.

Comprension
lectora
articulos
cientificos
niveles

avanzados.

de

de

He realizado lecturas
de articulos
cientificos complejos,
mismos que me han

sido de utilidad para

plantear  proyectos
con diferentes
enfoques

biotecnolégicos.

administrar un
proyecto
independiente.
Manejo de
tiempos propios y
procesos de
autoconocimiento
para poder
elaborar cada
etapa de forma

adecuada.

de los sustentos

tedricos y
contexto del
proyecto, fue
necesario realizar
lecturas mas
complejas, esto
me ayudd a
mejorar mi
habilidad de
entendimiento de
lenguaje mas
avanzado.
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Mantener una
mentalidad

abierta para
adquirir  nuevos

conocimientos y
recibir

retroalimentacion.

He

calidad de diferentes

mejorado  la

proyectos de la
carrera gracias a la
apertura a escuchar
los comentarios de

mis profesores.

Puedo aprender a
llevar a cabo los
pasos necesarios
para elaborar el
proyecto sin
mostrar

resistencia a lo
que se me indique

que deba hacer.

Disposicién para

cumplir los

Actitudes

trabajos que me
correspondan en

tiempo y forma.

En mi carrera he

organizado las tareas

que me
corresponden de
forma eficiente,

logrando asi que la
entrega de mis
trabajos sea en

tiempo y forma.

Puedo promover
un trabajo
organizado  que
nos permita, como
equipo, presentar
los reportes
pertinentes en las
fechas

adecuadas.

Mayor criticidad
ante la
informaciéon que
encontré en los
articulos
cientificos. Pude
identificar
informaciéon  que

no era correcta o
confiable, y
establecer filtros
para  garantizar
que la informacion
recopilada era

correcta.

Pude mantener una
actitud de apertura
a la
retroalimentacion

Pude

los

aun mayor.
entender que
comentarios que se
me brindaron
fueron con el fin de
mejorar mi
desarrollo y esto se
vio reflejado en el

trabajo final.

El presente proyecto PAP representdé muchos retos, ya que, por cuestiones de tiempo, en

ocasiones no pude formar parte activa de los trabajos de laboratorio, por lo que tuve que

encontrar la manera de participar y apoyar al proyecto y a mi equipo. Gracias al apoyo de

mis comparieros y de los docentes, pude adquirir nuevos conocimientos que, considero, me

serén (tiles en mi proxima vida profesional. Considero que es un proyecto que puede tener

un gran impacto tecnoldgico y social, confio que futuros estudiantes lograran atender a las

areas de oportunidad que encontramos durante el semestre.

David Camacho:

Competencia

Evidencia

Relevancia/

Fortaleza*

Competencias

nuevas

Competencias

potencializadas
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Categoriza las
competencias
en
conocimientos,
habilidades y
actitudes.

Escribe la o
las evidencias
de cada
competencia y
su relevancia.

Investigacio | Revise diferentes | Es relevante | Adquiri nuevos | Revisar diferentes
n en base | articulos sobre la | debido a que es | conocimientos bases de datos
de datos informacion necesario sobre temas los
necesaria para | comprobar la | cuales tenia O
realizar esta | teoria con la parte | conocimiento
investigacion. practica previo
S | Uso de | Revise distintas | Es importante
E herramient | herramientas con el | revisar estas
'§ as fin de alimentar mas | herramientas con
S | bioinforméti | el conocimiento para | el fin de tener un
© cas el proyecto mejor
acercamiento  al
proyecto.
Técnicas Utilice las habilidades | Es vital debido a | Sentirme mas | Sentirme con mas
de aprendidas en mis | que si no se tiene | confianza al | confianza para el
laboratorio | materias previas. los resultados no | realizar los | analisis de
son satisfactorios | procedimientos resultados y mas
Interpretaci | Participe en la | El lograr conectar | experimentales cémodo en los
§ on de | interpretacion de los | la parte desarrollos
§ resultados | resultados obtenidos | experimental con | LOgre experimentales
E durante la practica | la teorica es | COmplementar
experimental. fundamental. mis aprendizajes
con los
resultados
obtenidos en el
laboratorio
Buenas Se obtuvieron | El tener un orden | Logre una buena | Tomar en cuenta
practicas experimentos en el trabajo | comunicacion las opiniones de
Q| en el | satisfactorios, asi | experimental es | con mis | las diferentes
5 laboratorio | como un buen uso de | necesario para | compafieros lo | disciplinas  para
g técnicas adquiridas | obtener gue permitid que | lograr un mejor
previamente. resultados el trabajo fluyera, | proyecto
objetivos. también logre
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encargados y a los
alumnos que
participaron en el
proyecto con el fin de

tener una mejora.

Dialogo Participamos en las | Diferente

interdiscipli | reuniones con las | disciplinas

nario diferentes disciplinas | pueden  aportar
dentro del proyecto y | conocimiento para
tome en cuneta las | un bien comdn
aportaciones hacia el
proyecto

Escucha Se tomo muy en|El tomar en

activa cuenta a los | cuenta las
profesores diferentes

aportaciones de
personas durante
el proyecto nos
ayuda para los

puntos de mejora

complementar el
conocimiento al
escuchar la
retroalimentacion
de compafieros y

profesores.

Durante el desarrollo del semestre este proyecto me ayudo en mejorar mis actitudes de trabajo

en el laboratorio, asi como el trabajo en equipo tanto dentro como fuera del laboratorio.

También me ayudo el trabajar con diferentes disciplinas que enriquecieron este proyecto y

ver como los diferentes puntos de vista pueden aportar a una misma causa. Me ayudé a

sentirme mas seguro de mis conocimientos en las practicas experimentales asi como en la

interpretacion de los resultados obtenidos, algo que me ayud6 mucho fue el conocer todos lo

necesario para la aplicacion de un proyecto de esta magnitud.
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José Lobato:

Conocimientos

Relevancia/ Competencias Competencias

Competencia Evidencia -
Fortaleza* nuevas potencializadas
Disefio de Participé en el disefio | Puedo  determinar  con Se aprendi6 a En este proyecto

experimentos,

de experimentos para

herramientas estadisticas la

programacion

distintos lenguajes de
programacion,

aprendido lo bésico y
sus posibles
aplicaciones, asi como
de controladores como

Arduino o Raspberry Pi

estadistica poder mejorar una linea | mejoria de un proceso para
béasicay de  produccion  de | poder obtener productos
metodologia | esferas de silice. dentro de especificaciones

6 sigma. determinadas.
Herramientas | He realizado distintos | Puedo hacer investigaciones
de articulos de | serias y en fuentes
investigacion. | investigacion a lo largo | confiables, para poder
de mis estudios e | obtener informacion
investigaciones relevante de temas en

personales. especifico.

Principios de | He investigado sobre | Muchas herramientas

informéticas pueden facilitar

o ayudar al andlisis de
resultados o a hacer
mediciones. Puedo

investigar, entender y crear
posibles soluciones con estas
herramientas a problemas

que se presenten.

Uso de bases
de datos y
sitios de

bioinformatica

He aprendido sobre el
uso de herramientas
bioinforméaticas y al
momento de hacer
investigaciones he
encontrado distintas
paginas donde se
recaba informacién
relevante a distintos
topicos de la

biotecnologia.

Conozco una variedad de
bases de datos de
universidades, centros de
investigacion o gobiernos que
pueden utiles

ser para

consultar informacion,
pueden ser utiles al momento
de analizar
difundir

obtenidos.

resultados vy

los conocimientos

Algoritmos de
simulacién,
graficos y
andlisis

estadistico.

A lo largo de mis
practicas y materias, ha
sido necesario que
realice experimentos in

silico o en herramientas

Algunos resultados que se

obtienen nos servirian
también para poder hacer
experimentacién sin tener

que ir al laboratorio, por lo

realizar las
nanoparticulas de
oro, se disefaron
metodologias de
investigacion nuevas
y se aprendio a
complementar la
biologia sintética y
molecular con otras
areas de

conocimiento.

tuve que trabajar
investigando sobre
temas que no tenia
idea que existian,
mejoré en el uso de
herramientas de
investigacion, uso de
bases de datos y
comprobacion de
secuencias con sitios

de bioinformatica.
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computacionales, por lo
que he aprendido a
generar algoritmos para
analizar 'y  obtener
resultados y poder
generar graficos faciles

de interpretar.

gue simulaciones con datos

experimentales pueden

ayudar a generar un
conocimiento tedrico
esperado bajo ciertas
condiciones ya

experimentadas.

Habilidades

Uso de KITs
de extraccion,

purificacién y

Realicé practicas en las
cuales fue necesario el

uso de estos KITs y su

Puedo calcular los recursos
necesarios para determinar la

mejor forma de hacer uso de

concentracion | ajuste a volimenes | estos KITs, asi como

de ADN. necesarios determinar las caracteristicas
del producto

Disefio de Realizacion de | Puedo investigar posibles

experimentos: | proyectos metodologias experimentales

determinacion
de reactivos,

metodologias

profesionales:
produccién de &cido

lactico en un biorreactor

a utilizar de cuantificacion de
productos 'y  produccion,

determinar los componentes

de medicion. |y la hidrolisis de | de un reactivo y cantidades
caseina. para realizarlo.
Técnicas He realizado PCRs, | Puedo realizar las
béasicas y geles de electroforesis, | metodologias de trabajo sin
algunas medios de cultivo, | contratiempos, tengo una
avanzadas de | cultivos sélidos y | idea bastante clara de las
biologia liquidos, esterilizacion | técnicas que puedo usar y
molecular. de material y reactivos, | donde podria investigar o
uso de KITs, los | preguntar sies que no cuento
distintos equipos de | con alguna habilidad
laboratorio necesarios, | necesaria o tengo duda sobre
columnas de | algo.
purificacién y extraccién
y columnas
cromatograficas.
Analisis de Al momento de hacer | Los resultados obtenidos
resultados las experimentaciones, | necesitaran ser evaluados,

tanto en clase,
proyectos profesionales
o personales, he tenido
la  oportunidad de
analizar desde distintos

puntos de vista

platicados y discutidos. He
realizado con anterioridad
andlisis profundos y su
justificacién, con el fin de
obtener conclusiones claras y

concisas, por lo que podria

Se usaron equipos
en el laboratorio que
nunca se habian
usado o que se
habian usado poco,
ahora me siento con
mas confianza al
realizar
electroforesis,
cuantificacion y
mediciones en el

espectrofotdbmetro.

Pude mejorar el
disefio de
experimentos para
generar nuevas
metodologias,
determinar la
cantidad de reactivos
y poder usar técnicas
basicas de biologia
molecular como
electroforesis y
cuantificacién. Una
de las partes mas
importantes del
proyecto fue el
andlisis de resultados
y la discusién con
articulos de

investigacion
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resultados  obtenidos,
asi como su
justificacién
bibliogréfica.

abonar con mi punto de vista
a el desarrollo de nuevas
metodologias o conclusiones

a partir de los resultados.

Realizacién
de articulos
de
divulgacion y
ensayos

criticos.

Me he enfocado a lo
largo de mis practicas
en mejorar la redaccion
de mis ideas, con el fin
de que sea entendible
para todo el que lo lea.
Considero que no es
habilidad
completamente pulida,

una

pero he desarrollado
algunas buenas
practicas que me han

ayudado a mejorar.

En general, todo el proyecto
profesional se resumira en la
realizaciéon de un documento
donde se plasmara todo lo
que se realiz6 a lo largo del
semestre, por lo que esta
habilidad de procurar buena
redaccion, ortografia y
organizacion en la realizacion
de un escrito sera bastante

atil.

Actitudes

Apertura a
distintos
puntos de
vista, criticas
y distintos

ambientes de

A lo
estudios he tenido con

largo de mis
distintas personas
equipos de trabajo que
han sido buenos o

malos, pero que han

En este proyecto podré hacer
buen equipo con estudiantes
de otras carreras y maestros
con diferentes enfoques
buscando siempre sacar lo

mejor de cada uno para

trabajo salido adelante con | obtener un buen producto
buenos resultados. final.

Disponibilidad | personalmente me he | Podré realizar el trabajo

para trabajar | enfocado en que mis | individual que me toque de

tanto trabajos sean de buena | manera eficaz, esto con la

individual calidad y aptos para la | finalidad de que el trabajo en

como en asignatura para que el | equipo se realice sin
equipo trabajo en equipo no se | contratiempos.

vea afectado por mi.

Enfoque en la
organizacion
de trabajo,
tiempos y
tareas a

realizar

Cuando he hecho
equipos de trabajo,
suelo procurar tener

dividido el trabajo para
obtener un buen
resultado en general,
esto ayuda a poder

realizar las tareas a

Me gusta tener organizadas
mis tareas a realizar, es algo
realizar este
PAP, me

enfocaré en la organizacion

que buscaré

semestre en el

de mis tiempos y de los

trabajos en equipo.

En este proyecto por
primera vez tuve que
combinar dos &reas
del conocimiento,
nanotecnologia y
biotecnologia,
aungue habia
algunas practicas de
laboratorio que no
me agradaban o no
estaba acostumbrado
tuve que aprender a
trabajar en otros
tiempos, horarios y

formas.

El trabajar en un
equipo me ayudd a
escuchar,
comprender y discutir
con distintos puntos
de vista, se distribuy6
de manera equitativa
el trabajo y se
mejoraron las
practicas de

laboratorio.
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tiempo y de buena

calidad.

Buenas

préacticas de

En cada laboratorio que
he tenido he aprendido

Estas técnicas me serviran

para poder realizar y seguir

laboratorio técnicas de | las metodologias de trabajo
organizacion y | de laboratorio como debe ser
planeacion. y minimizando errores

Disefio de Participé en el disefio | Puedo determinar con

experimentos,
estadistica
basicay
metodologia
6 sigma.

de experimentos para
poder mejorar una linea
de  produccion  de
esferas de silice.

herramientas estadisticas la
mejoria de un proceso para
poder obtener productos
dentro de especificaciones
determinadas.

A lo largo del semestre pude mejorar mis habilidades haciendo uso de metodologias que

aprendi en mis clases y laboratorios como cuantificar ADN, hacer electroforesis para

determinar el tamafio de material genético y hacer mediciones espectrofotométricas de las

nanoparticulas. Pude compartir el laboratorio con varios compafieros y aprender a trabajar

entre todos para obtener mejores resultados, considero que lo mas significativo fue el llevar

un proyecto multidisciplinario, aprendi a sintetizar nanoparticulas de oro y funcionalizarlas

con material genético.
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