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En este proyecto se desarrollard, en primer lugar, la optimizacion del método para la sintesis de
nanoacarreadores derivados a partir de proteina de aislado de suero de leche y el polisacarido pectina
funcionalizados como vehiculos para la encapsulacion de la proteina C-FC (derivada de la cianobacteria
cepa Desertifilum tharense UAM-C/S02) y se estudiara como éste influye sobre ciertas caracteristicas
fisicoquimicas de los nanoacarreadores, por ejemplo, tamafio y distribucion de tamafio, morfologia,
potencial electrostatico de superficie y estabilidad coloidal. Posteriormente, se determinara el mecanismo
de degradacion enzimdtica y quimica de los nanoacarreadores en el tracto gastrointestinal, y se evaluara

su actividad bioldgica en términos de actividad antioxidante y captacion celular.
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En los proximos afos, el sector de la salud en México enfrentara una poblacion con un gran nimero de
pacientes cronicos que demandardn tratamientos costosos y prolongados que pondran a prueba la
capacidad del gobierno para generar esfuerzos destinados a reducir el rezago en materia de salud publica.
Segun el Instituto Nacional de Estadistica y Geografia (INEGI), existen diez enfermedades con mayor
incidencia entre la poblacion mexicana. Ademads, estas condiciones son las que cobran el mayor numero
de vidas y exigen al gobierno mayores recursos presupuestarios para su atencion cada afio. Las
enfermedades cardiacas, la diabetes, el cancer y las enfermedades cerebrovasculares son las principales

causas de muerte dentro de la poblacion mexicana [1].

Una alternativa al problema mencionado anteriormente implica una mejora en la salud de la poblacion.
Compuestos bioldgicamente activos pueden ser agregados a formulaciones alimenticias para prevenir
enfermedades como las mencionadas anteriormente. En este sentido, la proteina C-FC se considera como
un compuesto nutracéutico que posee actividad bioldgica. Varios estudios in vitro e in vivo han demostrado
que la C-FC tiene actividades antiinflamatorias, antiplaquetarias, anticancerigenas, neuroprotectoras y
hepatoprotectoras [2]. Sin embargo, preservar la estabilidad quimica y aumentar la biodisponibilidad de
las moléculas bioactivas representan desafios tecnologicos significativos. El uso de nanoacarreadores para
el desarrollo de alimentos funcionales puede ser beneficioso para el tratamiento o prevencion de ciertas
enfermedades debido a su precision nanoestructural. La morfologia de las nanoestructuras, como el
tamano y la quimica superficial, son los principales factores que rigen su comportamiento en el sistema

circulatorio y la biodistribucion [3].

Con base en lo anterior, se desprende que este proyecto supone un futuro promisorio en el estudio y sintesis
de nanoestructuras con propiedades interesantes para diversos desarrollos tecnologicos en el campo de los
alimentos. Para la aplicacion eficiente de los nanoacarreadores biopoliméricos conjugados con
compuestos bioactivos, hay preguntas muy importantes para resolver como son: ;Cémo influye la
seleccion/optimizacion del método de sintesis en las caracteristicas fisicoquimicas (tamano, distribucién
de tamafio, potencial electrostatico de superficie, estabilidad coloidal, etc.) de los nanoacarreadores

obtenidos a partir de biopolimeros como el aislado de proteina de suero de leche y el polisacarido pectina,
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funcionalizados como vehiculos para la encapsulacion de C-FC? Ademas, ;Cuales son los mecanismos
de degradacion enzimatica y quimica en el tracto gastrointestinal (ensayo in vitro), y cobmo estos factores
afectan la actividad bioldgica, especificamente la actividad antioxidante y la captacion celular (ensayo in

vitro) de los nanoacarreadores conjugados con C-FC?

Para responder estas preguntas, en esta propuesta de investigacion, se desarrollard, en primer lugar, la
optimizacion del método para la sintesis de nanoacarreadores a partir de aislado de proteina de suero de
leche (APS) y el polisacérido pectina (Pec) funcionalizados como vehiculos para la encapsulacion de la
proteina C-FC. Ademas, se desea elucidar como el método de sintesis influye en las caracteristicas
fisicoquimicas de los nanoacarreadores, por ejmplo, el tamafio y la distribucion del tamafio, el potencial
electrostatico superficial y la estabilidad frente a diferentes variables fisicoquimicas (por ejemplo,
temperatura, pH, fuerza idnica). Posteriormente, se evaluard el efecto de los procesos de digestion
gastrointestinal sobre la estabilidad fisicoquimica y la actividad biologica (en términos de actividad
antioxidante) de los nanoacarreadores a través de un estudio in vitro. Asimismo, se estudiara el mecanismo
de captacion celular de los nanoacarreadores y su actividad bioldgica mediante un andlisis masivo de la
abundancia de proteinas y la activacion de vias de sefalizacion relacionadas con sus actividades
antioxidantes y antiinflamatorias en células humanas del colon (es decir, T84, CaCo-2 y SK-CO15) que

se utilizan como modelos in vitro de la funcion de barrera epitelial.

Cabe mencionar que para lograr lo anterior, se propone utilizar la proteina C-FC derivada de la
cianobacteria cepa Desertifilum tharense churincencis (este microorganismo fue aislado y caracterizado
por el Grupo de Laboratorio de Bioprocesos de la Universidad Metropolitana Autéonoma Unidad
Cuajimalpa). El grupo de bioprocesos de la UAM Cuajimalpa tiene cianobacterias de diversos géneros
como Arthrospira, Desertifilum, Synechococcus con gran potencial para la obtencion de C-FC. La cepa
Desertifilum tharense muestra una liberacion facil del pigmento, lo que las hace atractivas para el
procesamiento downstream. Ademads, crece en una amplia variedad de condiciones de irradiacion, pH y

temperatura [4].
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Optimizar el método de sintesis de nanoacarreadores derivados de APS y Pec funcionalizados como

vehiculos para la encapsulacion de C-FC y evaluar su impacto en las caracteristicas y estabilidad

fisicoquimica, asi como en las propiedades bioactivas de los nanoacarreadores obtenidos.

Extraccion, purificacion y caracterizacion de la proteina C-FC a partir de la cianobacteria cepa
Desertifilum tharense.

Optimizacion del método de sintesis de nanoacarreadores derivados de APS y Pec funcionalizados
para la encapsulacion de C-FC.

Evaluacion de las caracteristicas fisicoquimicas de los nanoacarreadores (tamafio de particula,
distribucion de tamafio, carga superficial, morfologia).

Evaluacion de la estabilidad coloidal de los nanoacarreadores frente a diversos pardmetros
fisicoquimicos (pH, temperatura, fuerza ionica).

Evaluacion de la actividad antioxidante de los nanoacarreadores por el método ABTS™".
Evaluacion de la degradacion enzimadtica proteolitica de los nanoacarreadores a través de un
estudio de digestibilidad in vitro.

Evaluacion de la captacion celular de los nanoacarreadores a través de un estudio in vitro con
células epiteliales intestinales.

Caracterizacion de las respuestas celulares asociadas con el efecto bioactivo de los
nanoacarreadores (en términos de actividades antioxidantes y antiinflamatorias) a través de un

estudio in vitro con células epiteliales intestinales.
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El método de sintesis para la obtencion de nanoacarreadores derivados de APS y Pec funcionalizados para

la encapsulacion de la proteina C-FC determinara sus caracteristicas fisicoquimicas (tamafio, distribucion

de tamafo, carga superficial, morfologia) y de estabilidad (frente a factores ambientales y bioldgicos), lo

que influye en su posible captacion celular, degradacion enzimatica, biodisponibilidad y las respuestas

celulares asociadas con un posible efecto bioactivo.

1)

2)

3)

Cultivo y extracion de la proteina C-FC. El uso potencial de Desertifilum tharense en funcion
de la calidad, facilidad de extraccion y purificacion, asi como la supervivencia y prevalencia en
condiciones no estériles sera evaluada. Se realizard un analisis proximal de la biomasa y se
analizard la estructura de la pared celular de las diferentes cepas. El procedimiento de extraccion
de la C-FC se llevara a cabo mediante un protocolo ya raportado [4]. Los perfiles de proteinas de
los extractos de ficobiliproteinas se analizaran en condiciones desnaturalizantes mediante
electroforesis en gel de poliacrilamida con SDS (SDS-PAGE). Las proteinas también se analizaran
en condiciones nativas utilizando cromatografia liquida de alta resolucion por exclusion de tamafio

(HPLC-SEQ).

Sintesis de los nanoacarredores a partir de APS-Pec y su funcionalizaacion como vehiculos
para la encapsulacion de C-FC. Se utilizard la proteina C-FC (de la cianobacteria Desertifilum
tharense) aislado de proteina de suero de leche y pectina de grado alimenticio. Los

nanoacarreadores se sintetizardn mediante la técnica de acidificacion posterior al calentamiento

[5].

Caracterizacion estructural de los nanoacarreadores. Para la determinacién del tamafo de
particula, distribucion de tamafio y el potencial eléctrico superficial, se utilizard un dispositivo
Zetasizer (Nano ZS90, Malvern Instruments) [5]. Por otro lado, la morfologia de los
nanoacarreadores se estudiard utilizando un microscopio electrénico (JEOL JEM1010TEM) con

un voltaje de 60 kV [5].
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4)

5)

6)

7)

Evaluacion de la estabilidad coloidal y térmica de los nanoacarreadores. La estabilidad
coloidal (cambios en el tamafio, potencial electrostatico de superficie y morfologia) se estudiara
utilizando un equipo Zetasizer (Nano ZS90, Malvern Instruments) de dispersion dinamica y

estatica de luz. [6].

Evaluacion de la digestibilidad ir vitro de los nanoacarreadores. En este proyecto, se utilizara
un método in vitro que intenta simular el trnsito géstrico e intestinal, con algunas modificaciones
[7]. Los cambios en las propiedades fisicoquimicas de los nanoacarreadores se analizaran con las
técnicas de dipersion dindmica de luz y microscopia electronica de barrido, como se ha

mencionado.

Evaluacion de la actividad antioxidante de los nanoacarreadores. La actividad antioxidante se
evaluara utilizando el método de decoloracion del radical monocation ABTSe+ [8]. Los resultados

del ensayo se expresaran en términos de la capacidad antioxidante del estandar de Trolox (TEAC).

Evaluacion de la captacion celular in vitro y respuesta celular antioxidante y
antiinflamatoria. Los experimentos de captacion celular, tanto cuantitativos como cualitativos,
utilizando células Caco-2 y se estudiara el posible papel del efecto antiinflamatorio y antioxidante
de la C-FC [9]. La respuesta celular al tratamiento con C-FC se evaluard mediante ensayos de
citotoxicidad, proliferacion celular y apoptosis, y se utilizara el andlisis protedmico para evaluar
las vias biologicas relacionadas con la funcion antioxidante y antiinflamatoria de la C-FC. Estos
estudios se realizan a través de la caracterizacion de los efectos bioldgicos y moleculares de la C-
FC, para lo cual se utilizaran lineas celulares humanas de colon T84, CaCo-2 y SK-CO15 [10].
Para el analisis estadistico, en todos los experimentos se utilizaran células sin tratamiento como
control negativo, células tratadas como control positivo, células tratadas con nanoacarreadores
funcionalizados con C-FC y células tratadas con C-FC libre (no encapsulada). Los resultados de
los experimentos se expresardn como promedio * del error estandar. Se utilizard la prueba
estadistica de Mann-Whitney T-test. Los valores con un P <0.05 se consideraran estadisticamente

significativos.
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En cuanto a los recurso humanos, se espera que el desarrollo del proyecto propuesto fomente la
participacion de estudiantes de servicio social y/o proyecto terminal de las licenciaturas asociadas con
los departamentos de la DCNI (por ejemplo, Ingenieria Bioldgica y Biologia Molecular), y también
los programas de posgrado involucrados (Posgrado en Ciencias Naturales e Ingenieria). Para este
proyecto de contempla la participacion de 2 estudiantes de proyecto terminal y 1 alumno de servicio
social por aflo. Ademads, se contempla un proyecto para tesis de maestria e iniciar con una tesis de

doctorado.

Dentro de los productos esperados, se considera la difusion del conocimiento generado a partir de esta
propuesta de investigacion, por ejemplo, participando en 2 congresos especializados por afio. También
se considera la redaccion y envio de 1 articulo cientifico especializado y 1 articulo de difusion por

afio. Asimismo, se proyecta generar 2 documentos de memorias o proceedings en total.

Este proyecto se alinea con la Agenda del Desarrollo sostenible 3030 de la siguiente manera: Objetivo
2. Poner fin al hambre. Lograr seguridad alimentaria y la mejora de la nutriciéon y promover la
agricultura sostenible. En la medida que se logre el desarrollo de alimentos nutritivos, sustentables y

sostenibles en el largo plazo.

Esta propuesta de investigacion se llevard a fundamentalmente en los laboratorios de la Universidad
Auténoma Metropolitana Unidad Cuajimalpa e incluye a los Departamentos de Procesos y Tecnologia
y Ciencias Naturales. Vale la pena mencionar que estos laboratorios cuentan con el equipo cientifico
necesario para llevar a cabo actividades de investigacion (equipo de dispersion de luz dindmica,
calorimetro de barrido diferencial, cromatdgrafo, ultracentrifuga, microscopio de fluorescencia,

microscopio electronico de barrido y equipo menor de laboratorio).
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El desglose financiero para este proyecto se presenta a continuacion. Se consideran dos rubros

principales para gasto corriente (Materiales y consumibles y Otros). Dentro del apartado gasto de

inversion, ya que los laboratorios de la Division de Ciencias Naturales e Ingenieria de la UAM

Cuajimalpa cuenta con el equipo necesario para las actividades de investigacion, no se incurre en

gastos. El gasto total del proyecto es de $150,000.00 pesos mexicanos. Es importante destacar que este

proyecto fue seleccionado para recibir financiamiento en la Convocatoria para la Postulacion de

Proyectos de Investigacion por Personal Académico de Ingreso Reciente, con un monto total de

$150,000.00 pesos mexicanos.

Rubro Descripcion

Material de uso comun (viales, micropipetas, puntas
pipetas, agitadores magnéticos, material de vidrio,
solucion para electrodos, guantes, sales fosfato,
acetato de sodio, acido acético, HCI, NaOH,
Materialesy | piopolimeros, enzimas, kits biologia molecular,
consumibles | ce|das para potencial zeta, celdas
espectrofotémetro, cinta de carbono.

Cuotas de inscripcidn a congresos.

Viaticos para congresos.

Otros

Gasto de edicidn y publicacion.

Justificacion

Materiales y consumibles
requeridos para iniciar con la
fabricacion de
nanoacarreadores
biopoliméricos.

Asistencia y presentacion de
trabajo en congreso
cientifico especializado de
reconocido prestigio
nacional

Para publicacién de un
articulo original en revista
indexada en JCR

Gasto Gasto inversion
Corriente

No se incurre en
gastos de

$120,000.00 | inversion debido a
que la DCNI de la
UAM-C cuenta
con el equipo

cientifico
necesario.
$ 5,000.00
$ 10,000.00
$ 15,000.00
Total

$ 150,000.00
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Extraccion, purificacion y caracterizacion de la
proteina C-FC a partir de la cianobacteria cepa
Desertifilum tharense.

Optimizacion del método de sintesis de
nanoacarreadores derivasos de aislado de proteina
de suero de leche y el polisacarido pectina
funcionalizados para la encapsulacion de C-FC.

Evaluacion de las caracteristicas fisicoquimicas de
los nanoacarreadores (tamaio de particula,
distribucion de tamailo, carga superficial,
morfologia).

Evaluacion de la estabilidad coloidal de los
nanoacarreadores frente a diversos parametros
fisicoquimicos (pH, temperatura, fuerza idnica).

Evaluacion de la actividad antioxidante de los
nanoacarreadores por el método ABTS**

Evaluacion de la degradacion enzimatica
proteolitica de los nanoacarreadores a través de un
estudio de digestibilidad in vitro.

Evaluacion de la captacion celular de los
nanoacarreadores a través de un estudio in vitro
con células epiteliales intestinales.

Caracterizacion de la respuesta celular asociada
con el efecto bioactivo de los nanoacarreadores (en
términos de actividad antioxidante y
antiinflamatoria) a través de un estudio in vitro con
células epiteliales intestinales.
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Formacion de
recursos humanos
nivel licenciatura

Servicio Social

Proyecto Terminal

Tesis de
licenciatura

Formacion de
recursos humanos
nivel posgrado

Especializacion

Maestria

Doctorado

Publicaciones

Articulos cientifico
especializado

Capitulos de libro

Memorias o
Proceedings

Difusion o
Divulgacién

Congresos

Conferencias

Otros (articulos de
divulgacion
cientifica)
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