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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 (Opcidon
Terminal), mediante la realizacion de proyectos profesionales de cara a las necesidades y

retos del entorno (Aplicacion Profesional).

El PAPes un proceso acotado en el tiempo en que los estudiantes, los beneficiarios externos
y los profesores se asocian colaborativamentey 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 “sabery 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

Segun la Secretaria de Salud, en Jalisco, se estima que del 50 al 80% de la poblacion femenina
adquieren en algin punto de su vida, el virus del papiloma humano (VPH). Si esta
enfermedad se detecta en estado temprano, la tasa de sobrevivencia es de 5 afios para el 92%
de los casos, aunque solo el 42% de las mujeres reciben un diagnéstico en esta etapa. El
proyecto “Pruebas in vitro de respuesta plasmonica en nanoparticulas en el Parque
Tecnologico del ITESO”, esta ligado con el proyecto de “Fabricacion de biosensores
nanoestructurados no invasivos para monitoreo y deteccion de enfermedades”; ambos tienen
el proposito de generar un biosensor a partir de las nanoparticulas de oro, pero el presente
proyecto tiene como enfoque investigar el potencial que tiene para detectar el VPH de tipo
16. Mediante el uso de nanoparticulas de oro con sonda y muestras de ADN de diferentes
virus, se tiene el objetivo de encontrar la concentracion necesaria de ADN para poder obtener
un resultado éptimo en el biosensor, para finalmente usar la muestra de un paciente y detectar
de manera eficiente un positivo o negativo del VPH tipo 16, a un precio mas accesible. A
partir de los resultados, se generaron graficas que muestran que efectivamente se tiene un
acoplamiento de las sondas con el ADN, pero no hay un desplazamiento esperado al
momento de realizar un barrido espectrofotométrico, ademéas de la falta de un cambio de

color en las muestras como un detector visual.

1. Ciclo participativo del Proyecto de Aplicacion Profesional

El PAP es una experiencia de aprendizaje y de contribucién social integrada por estudiantes,
profesores, actores sociales y responsables de las organizaciones, que de manera colaborativa
buscan construir conocimientos para dar respuestas a problematicas en un contexto
especifico y 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 se lleva a cabo en las instalaciones del Parque Tecnoldgico del Instituto
Tecnologico y de Estudios Superiores de Occidente (ITESO), ubicado en la Calle
Independencia 1080, detras del campus principal de dicha universidad, en conjunto con el

Departamento de Procesos Tecnologicos e Industriales. Este recinto cuenta con las



herramientas necesarias para la realizacion del proyecto, al igual que proporciona la ayuda
de profesionales que garantizan que este trabajo sea un éxito.

Este proyecto experimental, dirigido por el Dr. David José Mendoza Aguayo, tiene
precedentes desde el 2019, generando avances gracias a la investigacion, trabajo vy
experimentacion de alumnos. El objetivo principal es sintetizar  biosensores
nanoestructurados de bajo costo y no invasivos, a partir del uso de nanoparticulas de oro
(AuNPs) y ADN del Virus del Papiloma Humano (VPH) 16y 18.

Los objetivos especificos para el semestre de otofio 2022 son:

e Realizar electroforesis y cuantificacion de las muestras de ADN para conocer su
concentracion y tener un resultado visual de las mismas.

e Comparar la inmovilizacion de las AuUNPs, con los resultados obtenidos en primavera
del 2022, para asi confirmar el protocolo realizado.

e Determinar el comportamiento de las AuNPs después de afiadir el ADN problema,
mediante un barrido con espectrofotometro. Con respecto al resultado, se busca
encontrar la concentracion correcta de ADN para afiadir a las AuNPs, evitando su

precipitacion espontanea.

Se obtuvieron muestras de VPH 16, 18 y un gen precursor de cancer Fzd9 por parte del Dr.
David Mendoza para ser utilizadas en la experimentacion. Para conocer la cantidad de
muestra que se tiene y de la pureza de la misma, serd necesario realizar un anlisis de las
muestras de ADN a partir de una electroforesis y una cuantificacion; de ser necesario,
posteriormente se llevara a cabo una purificacion.

1.1 Entendimiento del ambito y del contexto

En México, desde el afio 2006, el cAncer de mama se encuentra como la primera causa de
muerte por cancer en la mujer. Se estima que se tienen aproximadamente 20,444 casos en
mujeres al afio, siendo 35.4 casos por cada 100,000 mujeres. La segunda causa de muerte por
cancer en mujeres se atribuye al cancer del cuello uterino. Se estiman 13,960 casos en

mujeres al afio, siendo 23.3 casos por cada 100,000 mujeres. En el 2013, especificamente en



el grupo de mujeres de 25 afios en adelante, se registraron 3,771 defunciones, siendo 11.3
defunciones por 100,000 mujeres [1].

Ahondando en la tematica del cancer, éste puede provenir de los virus, tal es el caso del Virus
del Papiloma Humano (VPH), el cual puede causar cancer de cuello uterino, genital u
orofaringeo, transmitiéndose principalmente a partir de contactos sexuales [2]. Los virus

VPH 16 y 18 son aquellos que causan casi el 70% de los casos de canceres cervicales [3].

En Jalisco, segun la Secretaria de Salud (2021), se estima que entre el 50 al 80% de la
poblacién femenina adquirird, en algin punto de su vida, este virus. Méas del 80% de las
infecciones por VPH son pasajeras y la mortalidad por cancer cérvico uterino es baja,
registrandose en el afio 2020 una tasa de 4.39 por cada 100 mil mujeres, sin embargo, en
Meéxico, el 99% de los canceres se encuentra relacionado con este virus. También se informo
que el céncer es una de las principales causas de muerte, siendo uno de los factores

contribuyentes el estado de la inmunosupresion del paciente, asi como la presencia del VPH

[4]

Antes de iniciar con las investigaciones del VPH, en otofio 2020 se llevd a cabo la
inmovilizacion de la enzima glucosa oxidasa a partir de 4 métodos diferentes en presencia de
sustratos de nanohilos de niquel y oro. Después, en primavera 2021, se tuvo como objetivo
trabajar con ADN para emplearlo en un biosensor dirigido al diagnostico de enfermedades,
especificamente VPH. Paraelciclo otofio 2021, se realiz6 la extraccion de ADN de levaduras
para la obtencion de secuencias conservadas a partir de una reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR por sus siglas en inglés), con el fin de inmovilizarlas posteriormente en
AUNPs (nanoparticulas de oro) [5] [6].

En primavera 2022, se valoraron las inmovilizaciones con AuNPs de diferentes tamafios
utilizando 3 sondas: cisteina forward, cisteina reverse y tiol forward. Ademas, se realizd un
protocolo a detalle para inmovilizar a las AuNPs al igual que su comportamiento en un
barrido espectrofotometrico. Finalmente, en verano 2022 se observd el comportamiento de

las AuNPs al ligarlas con la proteina verde fluorescente (GFP por sus siglas en inglés). En



otofio 2022 se pretende experimentar con el comportamiento del ADN al ser afiadido a las
AUNPs, con el objetivo de encontrar la concentracion necesaria para su reaccion sin precipitar
a las AuNPs. Se podrén obtener resultados visibles, como esel cambio de color de la solucion
al reaccionar y ademas se espera tener una diferencia de barrido con respecto al barrido de
las AuNPs sin ADN.

1.2 Caracterizacion de la organizacion

La investigacion se lleva a cabo en el Instituto Tecnoldgico y de Estudios Superiores de
Occidente (ITESO), Universidad Jesuita de Guadalajara, Jalisco, México. EI PAP esta
adscrito al Departamento de Procesos Tecnologicos e Industriales (DPTI), quien esta a cargo
de este proyecto es el Dr. David Mendoza. De acuerdo con el portal de la institucion, la
mision del ITESO es inspirar e impulsar los procesos de formacion y acompafiamiento. El
portal contintia: “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” [7].
Adicionalmente, se estipula la vision de la universidad: “somos, en la universidad, un centro
de referencia para el conocimiento y la vivencia de la espiritualidad ignaciana. Nuestra
propuesta de formacion y acompafiamiento est& en constante dialogo con la cultura, con la
problematica social y con los que estan en las fronteras de la exclusién. 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”. Finalmente, 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 constante de la
realidad” [8].

Algunas de las personas que contribuyen a que el presente PAP se realice son el Dr. David
Mendoza, quien asesoray verifica los pasos a realizar cada semana. El técnico Fabian de la
Pefia, quien entrega el material necesario para cada semana, ademas de organizar los espacios
del Laboratorio de Biotecnologia. Mi compafiera Natalia Zermefio, becario del PAP, me
apoya realizando algunas tareas y haciendo una agenda con lo que se lleva a cabo

semanalmente.



1.3 Identificacién de la(s) problematica(s)

El VPH esté altamente relacionado con el cancer cervicouterino, origina el 99.7% de los
casos de este tipo de padecimiento que, a la vez, representa la segunda causa de muerte por
cancer en mujeres mexicanas [9]. Es importante resaltar el precio de las pruebas de VPH, ya
que pueden llegar a costar de $600.00 a $3,000.00 [10]]. Si esta enfermedad se detecta en
estado temprano, la tasa de sobrevivencia es de 5 afios para el 92% de los casos, aunque solo
el 42% de las mujeres con este padecimiento reciben un diagnostico en esta etapa, segun la
Secretaria de Salubridad y Asistencia (SSA) [11]. Estos datos han generado interés en el
desarrollo de un biosensor no invasivo y de bajo costo, por lo que desde el periodo de

primavera 2021, se encamind este proyecto a tal objetivo.

La manera en la que se realizan pruebas de VPH en la actualidad es por medio de una
frotacion delicada por el tejido del cuello uterino, extrayendo una muestra de células para ser
sometidas a pruebas. Esta prueba tiene el propdsito de buscar la presencia de la infeccion
cervical teniendo en cuenta los tipos de VPH con alto riesgo, ya que estos tienen mayores
posibilidades de evolucionar a precancer y cancer en el cuello uterino. También se puede
hacer junto con una prueba de Papanicolaou, debido a que se pueden utilizar las mismas
muestras, para determinar el riesgo que se tiene de cancer cuello uterino [12]. Este tipo de
pruebas alejan a las personas a tomarlas ya que por mal informacion, piensan que podrian

salir lastimadas, ademas de que los precios son algo elevados.

1.4. Planeacion de alternativa(s)
Existen diversas pruebas que fomentan la deteccion del VPH de alto riesgo, no obstante, no

existen pruebas en hombres aprobadas por la FDA, recuperandose, generalmente, de la
infeccidn sin presentar sintomas. La prueba para mujer consiste en la recolecciéon de células
provenientes del cuello uterino por medio de un cepillo suave o espatula plastica, ademas, se
suele hacer al mismo tiempo que el Papanicolaou, conociéndose entonces como prueba
conjunta de VPH y PAP; no obstante, esta prueba se hace a mujeres entre 30 a 60 afios, no

siendo recomendable para menores de 30 afos [13].



En cuanto a la tipificacion del virus, se realizan diversos métodos que se relacionan con la
sensibilidad y especificidad, permitiendo el seguimiento y establecimiento del tratamiento
del paciente, asi como el conocimiento de los tipos virales circulando en una poblacion. A
partir de infecciones causadas por el virus, se pueden evidenciar examenes citolégicos o
histopatolégicos los cuales permiten detectar el genoma e identificar el tipo viral que se
encuentra involucrado. Por su parte, también se utilizan pruebas seroldgicas que tienen su
base en la deteccion de anticuerpos y la respuesta inmunitaria a nivel celular, procedente de
la infeccién viral. Sin embargo, la sensibilidad de las pruebas previamente mencionadas es
baja al compararse con la deteccién de ADN viral por medio de una reaccion en cadena de
la polimerasa (PCR), ya que su deteccion es de 50-70% [14].Por otro lado, en cuanto a la
PCR, se presenta una sensibilidad del 90%, la cual no varia con la edad, incluyendo a su vez

una homogeneidad en los resultados.

Actualmente, la herramienta mas utilizada es la citologia cervical, pero ésta presenta,
aproximadamente, entre 20-30% de falsos negativos en cuanto a los frotis examinados. A su
vez, esun proceso dificil y de alto costo debido a la automatizacion que busca reducir el error
humano [14].

Las nanoparticulas de oro (AuNPs) son particulas inorganicas que tienen propiedades Unicas
para la biodeteccion, de manera éptica, electroquimica o propiedades espectrales. Pueden
llegar a medir desde 1 nm hasta 100 nm aproximadamente, pudiendo ser sintetizadas para su
bioconjugacién con un oligonucleétido, anticuerpos, aptameros u otras biomoléculas
apropiadas, siendo parte de una biodeteccion [15]. Debido a su tamafio, las particulas tienen
una buena relacion “volumen-superficie”, haciéndolas ideales para enlaces simultaneos de
multiples ligando en una sola nanoparticula, al ser expuestas a una gran concentracion de las
moléculas bioactivas. Debido a sus propiedades Unicas, las nanoparticulas han tenido un gran
impacto en el campo biomédico, como es la deteccion de biomoléculas, vacunas, medicina
regenerativa e ingenieria de tejido [16]. El uso de las nanoparticulas (NPs) ha crecido
exponencialmente estos ultimos 15 afios, especificamente en el tratamiento del cancer,
debido a su capacidad para la realizacién de tareas con gran precision. Otra caracteristica

interesante es la facilidad de funcionalizar con oligonucleétidos tiolizados. En comparacion



de su alternativa mas comun, las AuNPs, suelen ser de menor costo, ademas el tiempo de

resultados es bastante rapido y se obtiene una respuesta visual.

Las AuNPs, son funcionalizadas afiadiendo primero las sondas de tiol y se esperan 24 horas
para asegurar su enlace con las AuNPs. Después se agrega a la solucion un buffer de sal
aumentando su concentracion cada 6 horas. Pasado el tiempo, se analiza su comportamiento
en el espectrofotometro, llevando el punto mas alto de absorbancia de 520 nm de las AuNPs
sin sonda, a alrededor de 550 nm dando la imagen de un desplazamiento en las graficas,
asegurando asi que se tiene un acoplamiento del ADN con las AuNPs [17]. En la figura 1 se
puede observar el comportamiento de las AuNPs en un rango de 400 a 800 nm, se utilizd
como ejemplo la grafica del triplicado de Blancos con sonda (Blanco C.S) que son las
nanoparticulas de oro con sonda sin ADN y Blancos sin sonda (Blanco S.S) que son solo las
AUNPs.
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Figura 1. Comportamiento de las AUNPs y AuNPs con sonda.

La tabla 1 muestra la organizacién de trabajo del presente PAP. Se especifican las
actividades, el tiempo requerido parael trabajo y los recursos necesarios para llevarlas acabo.

También se menciona aproximadamente las semanas en las que se realizan.
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Tabla 1. Cronograma de actividades previstas para la realizacion del PAP

Agosto Septiembre Octubre Noviembre Diciembre
&)
2 g |c
£ B IS I B I PR A R B B R I R S -
o © © 3+ 35 © «©
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<5} <5} [} [} 5} 5} 5} 5} 5} o o > > o > b}
nlonlon|lonlon|lon|lon|la]laolF|S|I S S| & n

Electroforesis y | AD, FD,

Cuantificacion. MP, )
CFL,CE
,EF AN
Purificacién CF,MP, ,
AN
Funcionalizacion AD,CFL
de AuNPs EF,IBA | 3

AN

Experimentacion | AD, EF
con diferentes

concentraciones

de ADN

Analisis de | AD,
resultados y | AN,EF,
detalles finales EX
Revision del | AD

avance 4 por parte
del director de
proyecto

Presentacion final | IC,CC,
de Proyecto ARPA

Para interpretar correctamente la tabla 1, se presenta la tabla 2 que contiene el significado de

las abreviaturas utilizadas para referir los recursos necesarios en cada actividad planeada.
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Tabla 2. Abreviaturas de los recursos sefialados en el cronograma de actividades

Recursos utilizados
Abreviatura Significado
AD Asesoria Dr. David Mendoza
FD Foto documentador
MP Microplaca para Espectrofotometro
CFL Camara de Flujo Laminar
CE Camara de Electroforesis
EF Espectrofotometro
CF Centrifuga
IBA Incubadora con Agitacion
AN Apoyo de Natalia Zermefio
EX Excel
IC Investigador a cargo del proyecto
cC Coordinador de la carrera
AR Asesores del RPAP
PA Profesores asistentes

1.5. Desarrollo de la propuesta de mejora
AuNPs

Las AuNPs son ampliamente utilizadas en el sector biomédico debido a sus propiedades
dpticas y fisicas que tienen la facilidad de tener una resonancia de plasmoén de superficie .
Ademas, tienen un coeficiente molar de extincion, siendo ideal para procesos de etiquetado
al igual que la formacion de imagenes o para detectar una gran cantidad de analitos [18]. Las
AUNPs son tan pequefias como lo son las proteinas o el ADN, y al tener una preparacion tan

sencilla, pueden tener propdsitos como biosensor, vacuna 0 hasta de una entrega de
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medicamentos de una manera mas directa y sin ser dafiina para la salud. Su tamafio puede ser
de 1 nm hasta 100 nm aproximadamente, generalmente se encuentran en suspension coloidal,

que consiste en un nlcleo con atomos de oro y una capaen la superficie con cargas negativas.

Hay diferentes procedimientos para la sintesis de AuNPs, dependiendo del que se utilice,
seran las caracteristicas fisicas que las AuNPs pueden tener, como su forma o tamafio. Estos
procedimientos pueden ser fisicos, quimicos o bioldgicos, siendo el método quimico el méas
comun de utilizar. Este método esta basado en una reduccion quimica consecutiva a la

estabilizacion, lo que evita el acoplamiento de nanoparticulas [18].

El método de reduccion con citrato o también conocido como el método de Turkevich, es el
mas utilizado para la sintesis de AuNPs, se emplean las soluciones acido clorhidrico y &cido
citrico [19]. Los citratos son ligandos con poca afinidad a las AuNPs por lo que pueden ser
remplazadas por otros ligandos. De esta manera se producen nanoparticulas de alrededor de
20 nm, aungue al ajustar las concentraciones se pueden tener resultados de 16 nm hasta 147

nm aproximadamente.

Efecto Plasmén y plasmones de superficie

El efecto plasmén es la capacidad de las nanoparticulas de oro de cambiar la absorbancia y
reflexion de la luz visible. De esta manera se distorsiona el haz de luz, ocasionando un cambio
de color. El tamafio de la particula también tiene un impacto en este efecto, el cual se puede

observar al realizar un barrido espectrofotométrico.

Las propiedades Opticas de las AuNPs son afectadas directamente por la resonancia de
plasmén de la superficie (RPS). Esta resonancia es la frecuencia electrénica que ocurre en la
superficie de las AuNPsYy coincide con las ondas magnéticas. A un rango aproximado de 520
nm, el efecto plasmon presenta un incremento abrupto de la absorbancia, mientras que en las
AUNPs se puede presenciar un cambio de color a morado entre la longitud de onda de 520 a
574 nm [21].
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Visualizacién de las AUNPs

Las soluciones de AuNPs coloidales pueden ser analizadas en rangos de longitud de onda de
rojo a morado-azulado, aunque esta cambia conforme la resonancia de plasmoén de superficie
es alterada por la oscilacién de los electrones en la superficie de la AuNPs. Este
comportamiento depende de la distancia que hay entre AuNPs, al ser menor que el tamafio
de las nanoparticulas, la resonancia de las AuNPs empieza a hibridar lo que causa que el
maximo pico de absorcion se desplace a una longitud de onda mas larga, esto genera un
cambio de color visible en la solucién o en un barrido de espectroscopia UV-Vis. Hay un
cambio de la resonancia plasménica en las AuNPs cuando se inmoviliza el ADN, esto se
puede observar al realizar un andlisis con espectrofotometro ya que se genera una
disminucion de la banda debido a la concentracién de particulas. Esta concentracion permite

que las AuNPs se utilicen como biosensores oOpticos [21] [22] [23].

Grupo tiol y su atraccion a la superficie de las AuNPs

Las AuNPs tienen una carga negativa en la superficie, lo que genera que las moléculas que
tienen grupos tiol sean atraidas facilmente a la superficie, lo que causa un intercambio de
ligando con el citrato y asi desarrollando una monocapa superficial, aumentando Ila
estabilidad de las AuNPs. Las cadenas simples, formadas por una sola cadena de nucleétidos,
también llamadas sondas, tienen un tamafio de alrededor de 20 a 35 pb y son funcionalizadas
con grupos tiol con el propésito de establecer una union de sonda con las AuNPs de manera
estable como se presenta en la figura 2, Es necesario generar una repulsion electrostatica
entre las cargas negativas de las sondas y de las nanoparticulas mediante soluciones salinas.
Estas soluciones, ademas de causar la repulsion electrostatica para permitir la union, también
pueden ocasionar una precipitacion de las AuNPs, por lo que es necesario agregar la solucién
con extremo cuidado. También es necesario realizar un pretratamiento de las sondas, para asi
tener una inmovilizacién adecuada de sonda y AuNPs con el propésito de tener una fuerte

repulsién electroestatica que mantenga a las nanoparticulas en solucion coloidal [6].
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AuNPs con
carga negativa

Sonda

Union de sonda- AuNp

Figura 2. Diagrama de unién sonda-AuNp [23]

Salt-aging, como método para inmovilizacion de sonda-AuNP

Uno de los métodos mas utilizados para la inmovilizacién de la union sonda-AuNP, es el

llamado “Salt-aging” desarrollado por Mirkin y su equipo (1996). EI método se basa en

agregar pequefias concentraciones de sal a ciertos intervalos de tiempo, hasta llegar a la

concentracion deseada con el propdsito de mantener la estabilidad de las nanoparticulas y

evitar su precipitacion [24].

Disefio de sondas

En el PAP primavera 2022 se disefiaron y sintetizaron 3 sondas diferentes que se presentan

en la tabla 3, por IDT (Integrated DNA Technologies) para posteriormente ser tratadas con

cloruro de sodio (NaCl) a diferentes concentraciones a ciertos intervalos de incubacién como

se describe en los siguientes apartados.

Tabla 3. Secuencias de sondas sintetizadas en primavera 2022

Nombre de la secuencia

Secuencia

Tiol fwr

/5Thiol MC6-D/CTGCCATATCTACTTCAGAAACTAC

Cis fwr

ISAMMCG6/CTGCCATATCTACTTCAGAAACTAC

Cis rev

ISAMMCG6/GTAGTTTCTGAAGTAGATATGGCAG
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Los virus de VPH tienen un vector circular de aproximadamente 8,000 pb. En este vector se
encuentran los genes E1-E7, encargados de la replicacion viral y regular la transcripcion. Los
genes E5, E6 y E7 interactian con la célula hospedera para infectar basandose en la
transcripcion viral con E2, de esta manera se une a los cromosomas mitéticos de la célula,
permitiendo asi establecer el ADN viral dentro de las células en division. En la figura 3 se
muestran las diferentes partes del vector [25] [26] [27]. El disefio de estas sondas tiene el
proposito de ser utilizadas con VPH, utilizando las secuencias del vector que se mantienen
entre una misma especie, para asi generar una distincién entre organismos que funciona como
un patron de identificacion [28]. Para el disefio de las sondas se utilizé la fraccion L1, que es

altamente conservada entre especies.

poli-A (tardia)

VPH

ugpeoyday

poli-A (temprana)
> 4000

Estimulacion de
crecimiento

Figura 3.Parte del vector circular del VPH [29]

Uso de ADN de VPH tipo 16, 18 y FZD9 y sus concentraciones a utilizar

Como ya se menciond con anterioridad, el propdsito del presente PAP es que las AuNPs
inmovilizadas puedan detectar material genético del VPH tipo 16, pero debido a la similitud
del VPH 16 y VPH 18, se utiliza el ADN del VPH 18 como un falso positivo. Ademas, se
utiliza un tercer material genético completamente diferente a los dos para ver el
comportamiento que este tiene con las nanoparticulas. El gen FZD9 codifica la proteina
Frizzled-9 (Fz-9) en humanos, se encuentra en el cromosoma 7y su delecién esta relacionada

con el Sindrome de Williams [30].
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Se hicieron tres pruebas diferentes de las concentraciones de ADN utilizadas en las
nanoparticulas, 100, 125 y 150 pg/mL. Se escogieron estas concentraciones a partir del
articulo de Jin-Ho Lee y su equipo (2013), donde se realiza un experimento con AuNPs con
un tamafio muy similar al estudiado. En el articulo se menciona que la experimentacion fue
realizada en los rangos de concentracion de 200 fg/mL siendo la maxima de 125 pg/mL., por
lo que en el presente PAP se optd por primero utilizar la concentracion mas alta para
determinar su comportamiento [17]. Cabe destacar que la experimentacion en este articulo

fue con el gen del VIH-1.

Electroforesis

Las muestras fueron proporcionadas por el Centro de investigacion Biomédica de Occidente
(CIBO). Debido al color en el que se presentaban las muestras, fue necesario someterlas a
electroforesis para corroborar su pureza. El objetivo de la electroforesis es separar las
moléculas por medio de un campo eléctrico, determinando asi qué ADN se encuentra en las

muestras proporcionadas.

Pararealizar la electroforesis, se prepard gel de agarosa al 1%, se pesaron 0.25g de agarosa
en una Balanza de Precision Nimbus®. Se afiadieron 25 mL de TAE 1x en un matraz
Erlenmeyer de 250 mL para después diluir la agarosa con la solucion. Utilizando un horno
de microondas se calentd la solucion por 5 segundos, agitandolo cada vez que se terminaba
el tiempo programado. Se continué con este procedimiento hasta que se obtuvo una solucién
homogénea. En este punto se agregaron 5ul. de SYBR safe en el matraz y nuevamente se
agitd. Tomando el soporte del portagel previamente construido, se afiadio la solucion, como
se presenta en la figura 4, y también se agregd el peine en la posicion correcta (la parte mas

ancha del peine hacia la pared del portagel mas cercana).
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Figura 4. Vertiendo la solucion de agarosa sobre el soporte de portagel

Se retiraron las almohadillas del soporte de portagel y se coloc6 en la camara de
electroforesis, cuidando que los pocillos estuvieran mas cercanos al catodo (denotado por el
color negro). Se cubrié la camara de electroforesis con TAE 1X hasta sobrepasar el soporte
de gel. Se presenta un diagrama en la figura 5 de los pasos utilizados durante esta parte de la

electroforesis.

svam.m-i
R st 4

D 7
>
- - A~ — ©
>N | i
15
- - Calentar hasta  Agregar cuando la
Pesar agarosa Diluir con clarificar temperatura sea
necesaria TAE 1X agradable al dorso
o """ b e — Y — ( Fin
Mezclar y vertir Cubrir con TAE 1X
(no olvidar el peine) cuando el gel polimerice

Figura5. Diagrama del gel de agarosa para Electroforesis

Una vez transcurridos 3 minutos, se retird el peine del soporte del gel. En una superficie
estéril se mezclaron 2ul de buffer de carga, luL. de ADN regla y se afadio 9ulL de agua
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calidad MiliQ, se resuspendié utilizando una micropipeta de 0.5- 10 pL, y se afiadid en el
primer pocillo estasolucion. Paralas muestras de ADN, enuna superficie estéril se afiadieron
2 uL de buffer de carga, 4 uL de muestra de ADN, se resuspendi0 utilizando la micropipeta
de 0.5 — 10 pL (con una nueva punta), y la mezcla fue anadida en el siguiente pocillo. Esto
se hizo seis veces ya que se afiadieron dos veces las tres muestras. Para finalizar, como se
presenta en la figura 6, se tap6 la cAmara de electroforesis, y se conectd a un regulador de

voltaje, se programé a 100 V por 35 min.

Figura 6 Camara de electroforesis conectada al regulador de wltaje.

Después de este proceso, se llevo el gel al fotodocumentador ChemiDoc™ XRS+ de Bio-
Rad™ Laboratories para revelar los resultados, obteniendo la figura 7. Se observo que en los
pocillos donde se encuentran las muestras habia dimeros, por lo que se optd por purificar las

muestras obtenidas.
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Figura 7. Electroforesis del ADN por duplicado de VPH 18, 16 y FZD9 (en ese orden)

Purificacién

Utilizando el kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System que se presenta en la figura 8,
se purificaron las muestras de VPH 18, 16 y FZD9. Se siguieron los pasos que se presentan
en el protocolo proporcionado por Promega.

_Up System J
PCR Clean Up %ﬁ&nmw-"-""" >
[REF] A9281 g w0 6

Figura 8. Kit de purificacion de ADN

20



Se afiadié un tubo de mini columna en un tubo recolector por cada muestra a purificar. Se
transfirieron las muestras a las mini columnas y se incubaron por 1 min. Se tomo el tubo
recolector junto con la mini columna y se centrifugaron en un Gyrozen Refrigerated, High-
Speed Micro Centrifuge 1730R a 14,000 RPM, 4°C por 1 min. Se removi6é la mini columna
del ensamblado y se decant6 el tubo recolector. Nuevamente se agregd la mini columna al

tubo recolector.

Se realizO un lavado de la columna afiadiendo 700uL de Membrane Wash Solution
previamente diluido con 95% de etanol a la mini columna junto con el ensamblado.
Nuevamente se centrifugd elensamblado completo por 1 min a 14,000 RPM, 4°C. Se decant6
el tubo recolector y se ensambld con la mini columna. Este proceso se repitid, pero con 500uL
de “Membrane Wash Solution” y esta vez la centrifugacién duré 5 min. Se decant6 el tubo
recolector, se ensamblé con la mini columna y se volvid a centrifugar por 1 min, para
evaporar todo el etanol residuo.

Con cuidado se transfirié la minicolumna a un tubo de microcentrifuga (1.5 mL), evitando
que se moje la base de la columna. Se afiadié 50 uL de agua libre de nucleasas directamente
en el centro de la columna evitando tocar la membrana. Se incub6 por 1 min a temperatura
ambiente, posteriormente se centrifugd por 1 minuto a 14,000 rpm, 4 °C.

Se desechd la mini columna y se almacené el tubo de microcentrifuga en refrigeracion a
menos de 4°C. Se realizd una cuantificacion de las muestras para conocer la concentracion

de ADN que tenian; el proceso se menciona de manera detallada en el siguiente apartado.

Cuantificacion de ADN

Se hizo la cuantificacion de ADN a cada una de las tres muestras en cinco eventos: 1, 15y
21 de septiembre del 2022, asi como el 11 y 13 de octubre del 2022. Se utiliz6 el método de
absorbancia UV-Vis con el espectrofotometro de microplaca Multiskan™ GO de Thermo
Scientific™. Se midi6 la absorbancia de 1 puL de muestra de ADN diluida en 1pL de agua
ultrapura a 260 y 280 nm utilizando la pDrop™ plate de Thermo Scientific™. Dicho valor
de respuesta a 260 nm fue empleado en la ecuacion de Lambert-Beer (ecuacion 1), para la

uDrop Plate (ecuacion 2), que permitié obtener el valor de la concentracion.
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A= e*xbx*C
Ecuacion 1. Ley de Lambert-Beer

., ug 10 mm
Concentraciéon dsDNA,q, = Abs; * (50 ﬁl) * (m

Ecuacion 2. Ley de Lambert-Beer para la pDrop Plate

)

Donde la concentracion del ADN se obtiene en pg/mL, Abs A es el valor obtenido de la
muestra por el espectrofotometro a una longitud de onda de 260 nm menos el valor obtenido
del blanco a la misma longitud, los 50 pg/ml es el valor que tiene el ADN con respecto a la
absorbancia y los 10mm/ 0.52 mm es el valor obtenido a partir del grosor de la uDrop plate
(Al final se toma en cuenta el factor de dilucion). Con el mismo meétodo de cuantificacion de
ADN, se establecié la relacién 260/280 que arrojé los datos de pureza (tabla 4).

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

purificacion
Muestras Concentracion pg/mL
VPH 18 119.23
VPH 16 148.08
FZD9 130.77

Para verificar la purificacion de las muestras, se realizd una electroforesis a cada uno de los
3 tipos de ADN por duplicado y se observo en fotodocumentador de geles ChemiDoc™
XRS+ de Bio-Rad™ Laboratories. En la figura 8 se presenta la electroforesis revelada.
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Figura 9. Hectroforesis de las muestras purificadas

Prueba in vitro con AuNPs

Los pasos siguientes son parte del protocolo estandarizado realizado en primavera 2022, por
los estudiantes Alejandra Dau, Ailed Fuentes y Aracely Gutiérrez bajo la supervision del Dr.
David Mendoza. La experimentacion fue realizada por triplicado, en otras palabras, se
realizaron 3 tubos de microcentrifuga con la solucion de AuNPs sin sonda (blanco -), 3 tubos
con solucion de AuNPsYy sonda pretratada (blanco +), y 3 tubos con AuNPs, sonda pretratada
para cada concentracion y cada muestra de ADN, en las figura 9y 10 se presentan los blancos
—y blancos +, respectivamente. Para esto, se llevo a cabo el pretratamiento de la sonda,
utilizando el oligonucleétido  Tiol fwr con la secuencia /5Thiol  MC6-
D/CTGCCATATCTACTTCAGAAACTAC, disefiado por el PAP primavera 2022 y cuyo
proveedor es IDT (Integrated DNA Technologies).

Pretratamiento del oligonucleétido forward con calor

Se disolvieron 2uM del oligonucleétido modificado de tiol fwr en condiciones estériles, en
50uL de agua miliQ estéril. Después se incubaron en un IKA Dry Block Heater 1 a 70°C por
10 minutos y se mantuvieron a esa temperatura hasta su uso. En las figuras 10 y 11 se
presentan los triplicados de los blancos obtenidos en la experimentacion del dia 6 de octubre,
a simple vista no se puede observar una diferencia, pero a partir de un barrido se puede

apreciar con mayor detalle.
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Figura 10. Triplicado de blancos sin sonda (Blancos-)

Figura1l. Triplicado de blancos con Sonda (Blancos+)

Previo a la inmovilizacion de la sonda, se prepararon tres soluciones de NaCl en buffer de
fosfato (PBS) 0.01M (que ademas contiene 0.137 M de NaCl), pH 7.0, a 0.050, 0.055 y

0.20M. Los detalles de los reactivos se muestran en la tabla 5.
Tabla 5. Cantidades de especies utilizadas para la preparacion de soluciones de NaCl

Concentracion de Buffer PBS Agua miliQ esteril 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




Inmovilizacién de las AuNPs basado en “Salt-aging”

Una vez transcurridos los 10 min del IKA Dry Block Heater 1 en el cual estaba sometido la
sonda, se mezclaron por goteo con 450 pL de AuNPs “rojas” (20 nm de didmetro
aproximadamente), y se dejaron reposar a 32°C durante 24 h a 150 RPM en una incubadora
orbital. Después de estas 24 h, se adicionaron 200 pL de una soluciéon de NaCl 0.05 M (buffer
de fosfato (PBS), 10 mM, pH 7.0) para llevar la soluciéon a una concentracion de NaCl 0.014
M y nuevamente se incub6 a 32°C durante 6 h, a 150 RPM. Pasadas las 6 h, se aumento la
concentracion de NaCla 0.05 M afiadiendo 200 pL de buffer de NaCl a 0.2 M, y se incub0
por Gltima vez a 32°C durante 6 h [30]. Durante todo el proceso se privaron los tubos de
microcentrifuga de exposicion a la luz. Transcurridas las 6 h se propuso un modelo de
experimentos a distintas concentraciones de ADN vy por triplicado. Las muestras ADN se
encontraban a 100, 125 y 150 pg/mL

Prueba in vitro con AuNPs + ADN

Utilizando la ecuacion de dilucion que se presenta en la ecuacién 3, se obtuvieron las
cantidades necesarias para cada muestra. Después se prepard cada tubo de microcentrifuga,
con la solucién de AuNPs ya inmovilizadas con la sonda, a su respectiva concentracion; se

presenta la tabla 6 donde se muestran las cantidades necesarias en pL.

i = GOl
Ecuacion 3. Dilucion, masa por volumen

Tabla 6. Volumen necesario para llevar la solucion de AUNPs de 900 pL ala concentracion deseada

Concentracion | VPH I8 (uL) | VPH 16 (uL) | FZD9 (uL)
de ADN (pg/mL)

100 1.67 0.83 0.87
125 2.09 1.03 1.09
150 2.5 1.24 1.31

Se tuvo como volumen final en cadatubo de microcentrifuga 900 uL, por lo que fue necesario

quitar el volumen que seria afiadido de ADN. Antes de agregar el ADN correspondiente a
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cada tubo, primero se realizd un pequefio stock de cada ADN, para llevarlos a un
pretratamiento en el IKA Dry Block Heater 1 a 95°C por 10 min. Después de realizar estos
célculos al igual que el pretratamiento, y separando los blancos, se afiadio el volumen
necesario de cada muestra a los tubos de microcentrifuga correspondientes. En la figura 12
se presentan las muestras de VPH 16 a una concentracion de 125 pg/mL para poder

compararlas con las figuras 13 y 14.

Figura 12. AuNPs mas una concentracion de 125pg/mL de VPH 16

Se pasaron 100 y 200 pL de cada tubo de microcentrifuga a una microplaca de 96 pocillos
como se presenta en la figura 13. Los pocillos con 100 pL fueron diluidos con agua libre de
nucleasas y ademas se afiadié en un pocillo aparte buffer de NaCl a 0.55 M para utilizar lo

como blanco al momento de leerlo con el espectrofotometro.

Figura13. Agregando 200 pL y 100 pL de solucién de AuNPs con ADN a la microplaca

La microplaca se llevd al espectrofotometro Multiskan™ GO de Thermo Scientific™ para

realizar un barrido de 400 a 800 nm como se puede observar en la figura 14. Se utilizo el
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software con el que viene el equipo para poder tener un mejor control desde una
computadora.

i

laca con el espectrofotémetro

Figura 14. Analisis de la microp

Multiskan™ GO de Thermo ScientificT™

Las soluciones se centrifugaron en el equipo Gyrozen Refrigerated, High-Speed Micro
Centrifuge 1730R a 12,000 RCF, 4°C por 20 min. Esta centrifugacion se realizd para
aumentar el acoplamiento de la sonda con el ADN, y ademas descartar el ADN 'y sonda que
no fueron unidas y asi tener un resultado mas limpio. En la figura 15 se observa la solucién

después de la centrifugacion, obteniendo un pellet en la parte inferior del tubo.

Figura 15. AuUNPs con ADN de VPH 16 después de la centrifugacion

Se tom6é con cuidado 100 y 200 pL del sobrenadante obtenido de cada tubo de
microcentrifuga y se afiadi6 a la microplaca para nuevamente ser analizado con el
espectrofotometro ademas de afiadir otros 100 pL de agua libre de nucleasas a los 100 uL de

muestra, para tener un volumen total de 200 pL. Esta vez se realizd un barrido de 200 a 800
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nm para observar si se encuentran picos elevados a la longitud de onda en la que los acidos
nucleicos absorben la luz con una mayor intensidad que es a 260 nm [31].

Se decant6 el volumen faltante teniendo cuidado de no tirar también el pellet generado por
la centrifugacion dejando aproximadamente 100 pL de solucion. Se afnadieron 500 pL del
buffer salino a 0.55 M para, con cuidado, llevar la solucion a un volumen total de 600 uL,
aproximadamente, y a una concentracion cercana a la que estaba originalmente. En la figura
15 se presentan las AuNPs después de este proceso, comparandolas con la figura 12, se

aprecian mas tenues.

Figura 16. AUNPs con ADN de VPH 16 después de la Re-suspension

Se tomaron nuevamente 100 uL de la solucion de AuNPs para después ser diluidos en 100
uL de agua libre de nucleasas y 200 pL directos, ambos se afiadieron a la microplaca para
analizarlas en el espectrofotometro. Este tercer y ultimo andlisis tiene como propdsito
comparar los resultados con el primer analisis y ver si realmente se obtuvo un resultado mas

claro.

1.6. Valoracion de productos, resultados e impactos
Se realizaron dos pruebas completas de la experimentacion, dando como resultado 162
muestras analizadas. El documento con los datos crudos, al igual que con todas las graficas
realizadas y fotos tomadas a las muestras se presenta al final de este documento, en el
apartado de productos. Cabe destacar que por la pureza obtenida de la muestra de VPH 18 se

tuvo que utilizar un mayor volumen de muestra para llegar a la misma concentracion que las
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otras muestras, por lo que fue necesario nuevamente obtener muestras de ADN y por si
mismo llevarlas a electroforesis para observar su pureza, purificarlas y finalmente
cuantificarlas. Las gréficas mostradas en este documento fueron realizadas a partir del

promedio de todas las repeticiones.

Las figuras 17, 18 y 19 son el promedio de los resultados obtenidos de ambos dias de los
blancos (negativo y positivo) pasado por los diferentes procesos. Se puede observar que en
todas las graficas el comportamiento del blanco positivo es mayor en absorbancia que el
negativo, esto se debe a la presencia de sonda en la solucion. Es por esto, que se espera que
las muestras experimentales a diferentes concentraciones se encuentren entre estos dos

barridos, marcando el minimo y maximo que se podria tener en absorbancia.
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Figura 17. Blancos sin centrifugacion
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Figura 18. Sobrenadante de blancos (después de centrifugar)
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Figura 19. Blancos resuspendidos con buffer salino

En la figura 20 se presentan los blancos — (A) al igual que los blancos + (B) respectivamente,
se puede observar que los blancos + se encuentran levemente mas rojizos. Este coloramiento
diferente se puede deber a la presencia de la sonda, aunque es necesario realizar mas

repeticiones para poder confirmarlo.

Figura 20. Blancos sin sonda (A) y Blancos con sonda (B)

En las figuras 21, 22 y 23, se presentan las AuNPs con las muestras de VPH 16, 18 y FZD9
comparandolas a diferentes concentraciones. Se puede apreciar en la figura 21 que a una
concentracion de VPH 16 a 125 pg/mL hay un leve desplazamiento hacia la derecha a
comparacion del blanco con sonda.
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Figura 21. Comportamiento de las AuNPs al afiadir VPH 16 a diferentes concentraciones

En la figura 22 se observa que el comportamiento del VPH 18 a las concentraciones 125 y
150 pg/mL son muy similares a las del blanco con sonda, destacando la experimentacién con
la concentracion de 100 pg/mL ya que este sale del rango del blanco sin sonda. Esto se puede
deber a una disminucion de la absorbancia debido al acoplamiento del ADN a las AuNPs ya
que es mucho menor la absorbancia que las AuNPs sin sonda. También existe la posibilidad

de que, al ser la muestra mas sucia, esto haya afectado de alguna manera a las AuNPs.

Figura 22. Comportamiento de las AuNPs al afiadir VPH 18 a diferentes concentraciones

En la figura 23 se presenta el comportamiento del FZD9, este parece que disminuye la
absorbancia con respecto alaumento de la concentracion de la muestra, lo que se puede deber
a la interferencia del ADN con las AuNPs y no necesariamente de un acoplamiento, ya que
no hay un desplazamiento de los barridos con respecto a los blancos. Esto es parte del
resultado que se esperaba ya que no hay manera en la que FZD9 se acople con la sonda
afiadida.
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Figura 23. Comportamiento de las AuNPs al afiadir FZD9 a diferentes concentraciones

En la figura 24 se presentan las imagenes de las AuNPs con VPH 16, 18 y FZD9
respectivamente. Todas a una misma concentracion y por triplicado; entre ellas destacan las
AuNPs con FZD?9, ya que son los tubos que tienen una coloracién mas tenue, aunque esto se

puede deber a la luz de la foto.

Figura 24. AuNPs con una concentracion de 125 pg/mL de VPH 16 (A), 18 (B) y FZD9 (C)

En las figuras 25, 26 y 27 se presentan las AuNPs, después del proceso de centrifugacion y
solo analizando el sobrenadante. El analisis de este proceso seria con un barrido de 200 a 800
con el proposito de observar un aumento de absorbancia a la longitud de onda de 260 nm. Al
observar las figuras 25, 26 y 27, se puede concluir que no hay diferencia significativa entre
las diferentes concentraciones por lo que se concluye que el comportamiento del aumento de
absorbancia en un rango de 200 a 280 nm es una huella, es decir, que es una caracteristica

que no cambia significativamente aun con diferentes concentraciones y muestras.
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Figura 25. Sobrenadante de AuNPs con muestra de VPH 16 (después de centrifugar)

Figura 26. Sobrenadante de AuNPs con muestra de VPH 18 (después de centrifugar)

Figura 27. Sobrenadante de AuNPs con muestra de FZD9 (después de centrifugar)
Se presenta la figura 28 donde se observa un cambio visual de las muestras en comparacion
con las figuras anteriores. En todas se observa un pellet de color morado-rojizo, aunque no
hay ninguna destacable, las que tienen un tono mas rojizo en el sobrenadante, es debido a su
manipulacion.

Figura 28. AuNPs con ADN de VPH 16 (A), 18 (B) y FZD9 (C) después de la centrifugacion
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Las figuras 29, 30y 31 son los resultados obtenidos de las AuNPs con VPH 16, 18 y FZD9,
respectivamente, despues de decantar el sobrenadante y obtener el pellet. Posteriormente se
resuspendieron las AuNPs en buffer salino para llevarlas a un volumen y concentracion

inicial.

En la figura 29 se observa el comportamiento del VPH 16, sise compara con los blancos, se
puede apreciar un ligero desplazamiento a la derecha en el barrido de la concentracion de
150 pg/mL. Esto se puede deber a un acoplamiento del ADN con las AuNPs aunque este
movimiento no es significativo en comparacion con los resultados que se presentan en la
investigacion realizada por Jin-Ho Leey compafiia (2013) donde se esta experimentando con
AUNPs pero utilizando como metabolito muestras de VIH-1 a unas concentraciones de 1
pg/mL a 125 pg /mL. En dicha investigacion se aprecia un comportamiento similar a las

AUNPs con las que se trabajo en el presente estudio [17].

Figura 29. AuNPs con muestra de VPH 16 resuspendidas en buffer salino

En la figura 30, el comportamiento del VPH 18 a las concentraciones de 125 y 150 pg/mLes
inusual, ya que sobrepasa, o es muy similar, al comportamiento del blanco con sonda. La
concentracion a 100 pg/mL también tiene un ligero desplazamiento al igual que una
disminucion de absorbancia, esto se puede deber a la gran similitud que tiene el ADN de

VPH 18y 16, aunque este desplazamiento no es significativo.
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Figura 30. AuNPs con muestra de VPH 18 resuspendidas en buffer salino
En la figura 31 se presenta el comportamiento de las muestras de FZD9, donde se ve
nuevamente lo que parece ser una disminucién de la absorbancia con respecto al aumento de
la concentracion de ADN. Esto se puede deber por el ADN presente en la solucion que esta
interfiriendo con la lectura o también, de un acoplamiento entre sonda y ADN, pero no

necesariamente la sonda estando acoplada con las AuNPs.
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Figura 31. AuNPs con muestra de FZD9 resuspendidas en buffer salino

Se presenta la figura 32 donde se observa el resultado de la resuspension en las muestras.
Todas se ven aun mas tenues que las no centrifugadas, a excepcion del VPH 18, donde una
de las muestras presenta un oscurecimiento. Esto se puede deber a la manipulacion que se

tuvo de las muestras.
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Figura 32. AuNPs con VPH 16 (A), 18 (B) y FZD9 (C) a 125 pg/mL resuspendidas

Aungue no se presentd un desplazamiento significativo de algin barrido con respecto a los
blancos, si se observaron leves respuestas cuando se trabajaba con las muestras de VPH 18
y 16, corroborando que las sondas utilizadas si son afines a estas. Hay un gran impacto con
respecto al volumen a utilizar cuando se trabaja con ADN que no se encuentra purificado,
por lo que es necesario realizar con la mayor delicadeza la purificaciéon. EI aumento de las
concentraciones de ADN disminuye la absorbancia de la muestra analizada lo que se puede
deber a una interferencia del ADN con las AuNPs y no necesariamente a un acoplamiento.

Ademas, En todos los andlisis se presentaba el mismo comportamiento a la longitud de onda
de 200 a 280 nm, sin importar concentraciones 0 muestra, esto puede ser una caracteristica

de las AuNPs o el buffer salino que se le afiadio.

Al realizar la centrifugacion, se suele precipitar algunas AUNPs disminuyendo la
absorbancia con respecto a los blancos, aunque las graficas obtenidas a partir de la
resuspension eran mas claras que los datos obtenidos a partir de las AUNPsno resuspendidas.
También se puede verificar de manera visual el acoplamiento de las AuNPs con el ADN, en
esta experimentacion no se pudo observar con claridad un cambio de color, a excepcion de
cuando se centrifugaban las nanoparticulas. Por lo que, si se observd una precipitacion de

estas, pero fue inducida y no debido al acoplamiento.

Se propone realizar una centrifugacion antes de afiadir el ADN, con el prop6sito de aumentar
el acoplado de AuNPs con sonda, y asi disminuir las sondas no acopladas con las AuNPs.
También se propone disminuir las concentraciones de muestra para observar su
comportamiento y asi encontrar la concentracion minima necesaria para obtener una

respuesta. Ademas, en las proximas corridas se utilizaran nuevas AuNPs, por lo que se
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compararan resultados de los barridos al igual que los resultados visuales y asi descartar que

las AuNPs utilizadas durante esta experimentacion fueron funcionalizadas de manera

incorrecta.
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2. Productos

Tabla 7. Ficha descriptiva de los Andlisisde Barrido

Nombre y codigo del PAP

4D08 Desarrollo tecnolégico para la sustentabilidad

ambiental, energética y alimentaria |

Nombre del proyecto

Pruebas In vitro de respuesta plasmonica en nanoparticulas

de oro en el Parque Tecnolégico del ITESO

Descripcion (qué es, para

quién se realiz6 y para qué

Graficas e imagenes de los barridos a 400-800 nm de las

muestras obtenidas a partir de espectrofotometria, con el

es): propdsito de observar el comportamiento de las graficas y
compararlas con las fotos de las muestras.
Autores: Alejandro Becerra Zendejas y Natalia Ramirez Zermefio

Tabla 8. Ficha descriptiva de los Datos Crudos

Nombre y codigo del PAP

4D08 Desarrollo tecnolégico para la sustentabilidad

ambiental, energeética y alimentaria |

Nombre del proyecto

Pruebas in vitro de respuesta plasmonica en nanoparticulas
de oro en el Parque Tecnoldgico del ITESO

Descripcion (qué es, para

quién se realiz6 y para qué

Recopilacion de los datos capturados durante el semestre

otofio 2022, al igual que los promedios de todos los dias, de

es): esta manera se tiene una mejor organizacion de la
informacion.
Autores: Alejandro Becerra Zendejas y Natalia Ramirez Zermefio

3. Reflexién critica vy ética de la experiencia

El RPAP tiene también como propdsito documentar la reflexion sobre los aprendizajes en

sus multiples dimensiones, las implicaciones éticas y los aportes sociales del proyecto para

compartir una comprension critica y amplia de las problematicas en las que se intervino.
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3.1 Sensibilizacion ante las realidades

El impacto que este proyecto puede tener es bastante amplio, y durante todo mi proceso en
el PAP me topaba con nuevas ideas al respecto. La primera de ellas siendo el potencial que
tiene en el area médica, no solo como biosensor para VPH, si no como biosensor para VIH o
también me he topado con investigacion que intentan realizar biosensores de cancer a partir
de AuNPs. Siendo muy importante la deteccion en etapa temprana en este tipo de
enfermedades, para poder generar el mejor resultado posible. Otro aspecto importante que
también paso por mi mente al estar realizando el PAP, es la gran cantidad de desechos que
se podrian estar generando al final de este proyecto, ya que se espera tener como resultado
final un dispositivo desechable donde se utilice una pequefia cantidad de muestra y AuNPs
para obtener un resultado visual, esto al ser un dispositivo con posibles muestras infectadas
se tiene que desechar, por lo que también podria ocasionar un impacto ambiental. Por dltimo,
aunque la deteccién del VPH suele ser enfocada en mujeres porque tiene la posibilidad de
generar cancer cérvico uterino, también los hombres pueden ser hospederos de este virus y
pasarlo a las mujeres, es importante también tener en cuenta el potencial que tiene la
deteccion de este virus por igual, y no solo en este aspecto, si no en muchos otros aspectos
relacionados alé&reade salud donde la mujer esla que usualmente tiene que pasar por métodos
mas complicados, tal es el caso de los métodos anticonceptivos, como lo son las pastillas

hormonales o el DIU.

3.2 Aprendizajes logrados

Siempre estuve seguro de las capacidades que tengo, pero el haberme adentrado a un area en
la que no tenia experiencia en ningun sentido, ademas de haber estado por lo menos 6 meses
sin experiencia en el laboratorio ya que estuve en el extranjero, me hizo dudar de algunas
acciones y decisiones que tomaba durante este proyecto. Agradezco mucho que al final no
estuviera realizando toda la parte experimental de manera individual, ya que de haber sido

asi, no hubiera podido realizar la misma calidad de trabajo.
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Me gustaria mencionar también que no tiene nada de malo pedir ayuda aun cuando es algo
muy sencillo, saber que hay personas que tienen mas experiencia que uno y por ende pueden
dar mejores respuestas o explicar algo que en su momento me costaba trabajo entender o
hacer. Pude volver a retomar ciertos temas que ya habia olvidado, como esel caso de trabajar
con ADN, realizar electroforesis, purificaciones (que nunca antes habia tenido la oportunidad
de hacerlo solo) y cuantificacion, ademas de todos los pasos que realicé para funcionalizar y
afadir el ADN a las AuNPs. Agradezco mucho la oportunidad que tuve, aun trabajando solo

y de poder sobresalir y nunca rendirme, incluso cuando sentia que las cosas iban para mal.

3.3 Inventario de competencias Inicial (ingreso del PAP) e Inventario de
competencias Final (salida al PAP).

Los comentarios escritos en diferente color, corresponden a las competencias final (salida al
PAP).

Competencia Evidencia Relevancia/Fortaleza*
Electroforesis Realicé varios Puedo confirmar sila
Categorizar geles aligual que | muestra de ADN
los _ la insercion de recibida se encuentra
elementos, si DNA en ellos. en buen estado o hay
€s un o alguna mutacion.
conocimiento,
una
habilidad,
una actitud,
§ Cuantificacion Experimenté en Puedo confirmar la
_5 algunas précticas | cantidad de ADN que
g de laboratorio. se encuentraen la
Q muestra
8 proporcionada.

Termograma de Disefié en Puedo realizar un
PCR evaluacionesy en | disefio para
practicas de insertar/eliminar
laboratorio. alguna seccion de
ADN.
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Bioinformatica

Tuve unaclase al
respecto al igual

Puedo investigar las
proteinas o

que una metabolismos que se
evaluacion. encuentran en la
muestra de estudio.
Quorum Sensing | Lei articulos Puedo entender el
ademas de tomar | comportamiento de
clases al los microorganismos
respecto. y ayudar a proponer

ideas si esto
ocasiona algun
problema.

Secuenciacion de
genes

Realice practicas
y actividades al

Puedo conocer el gen
con el que se esta

Habilidades

respecto. trabajando y de esta
manera proponer
primers.
Experiencia con Realicé Puedo investigar con
Snapgene, Kegg, | actividadesy facilidad las
entre otros tomé clases al secciones de un gen
respecto al igual que los

diferentes
metabolismos de un
organismo.

Conocimientos
basicos de
Softberry y
STRING.

Participé en una
competencia
donde se
pusieron a prueba
estos
conocimientos.

Puedo investigar
acercade las
proteinasy
promotores que tiene
un gen.

Practicaen la
realizacion de
procesos
simulados con
SuperPro.

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

Puedo realizar una
simulacion de un
proceso de escala
piloto a una escala
mayor.
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medio de un

proyecto.
Entendimiento en | Realicé en Puedo realizar geles
la realizaciébn de | repetidas de agar con facilidad

gelesde agar e
insercion de ADN

ocasiones estas
técnicas durante
mis practicas de
laboratorio.

al igual que la
insercion de ADN

Actitudes

Solucién de
problemas bajo
presion

Participé en
competencias
donde tenia un
tiempo
determinado para
realizar una
actividad.

Puedo trabajar con
fluidez aun en
circunstancias
agitadas.

Entusiasmo e
interés por
aprender

Estuve desde mi
nifez
aprendiendo
nuevas
habilidades ya
sean musicales,

Puedo encontrar el
atractivo en nuevas
cosas, aun en cosas
gue no estoy
familiarizado

deportivas o

educacionales.
Disposicion para | Trabajé en Puedo indagar por
investigar nuevos | actividades de la | internet para
conceptos o universidad informarme de una
informacioén donde era mejor manera, o

necesario también

investigar mas a
fondo sobre un
tema para
encontrar la
solucién de un
problema.

comunicarme con
algun contacto para
que me apoye.
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Apoyo y buen Ayude a mis Puedo trabajar con

trato a comparieros de facilidad con otros
comparieros de equipo cuando comparierosy
trabajo me lo pedianya | auxiliarlos de ser

sea para explicar | necesario.
0 dar mi opinion

al respecto
Buena Notifiqué a la Puedo hacer saber
comunicacion en | persona delo que se ha
el equipo de encargada al realizado en el
trabajo igual que a mi trabajoy sies
equipo los necesario pedir

problemas que se | ayuda.
llegaron a mostrar
durante una
actividad

Puedo percibir la diferencia en los conocimientos que tenia antes y después de terminar el
PAP,ademas de la confianza que ahora me tengo a mi mismo Yy el potencial que veo en mi.
Ademas, quiero reconocer que la genética me atrae mucho y por lo mismo decidi quedarme
en el proyecto para ver como este puede llegar a evolucionar. Aunque siempre hay cosas que
se pueden mejorar, estoy mas que satisfecho por lo que pude aprender, crecery mejorar como
estudiante y también como persona, ya sea fuera y dentro del PAP.
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