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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 (Opcién
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 segqundo 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 desarrollo en el

transcurso de su labor.



Resumen

El presente PAP consiste en la estandarizacién e implementacion de una técnica costo
efectiva para la identificacion de la variante p.S549N del gen CFTR en muestras de pacientes
con fibrosis quistica. Se extrajo el ADN por el método de extraccion DTAB/CTAB de las
muestras control para el proceos de ARMS-PCR. Para la visualizacion de los resultados de
la PCR se optd por utilizar la técnica de electroforesis en poliacrilamida con tincion de plata.
Se estandarizé la técnica de ARMS-PCR para la deteccion de la variante patogénica p.S549N
y p.Gb51D; y se logrd realizar el procedimiento de ARMS-PCR de la variante p.G551D para

237 muestras, de las cuales una muestra resulté positiva para esta mutacion.

1. Ciclo participativo del Proyecto de Aplicacion Profesional

El PAP es una experiencia de aprendizaje y de contribucion social integrada por estudiantes,
profesores, actores sociales y responsables de las organizaciones, gque 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.

Este proyecto se lleva a cabo de forma experimental y presencial en el Centro de
Investigacion Biomédica de Occidente (CIBO) en el area de Medicina Molecular, bajo la
supervision de la Dra. Lourdes del Carmen Rizo de la Torre. El proyecto tiene como objetivo
general estandarizar una técnica costo efectiva para la identificacion de la variante p.S549N
del gen CFTR en muestras de pacientes con fibrosis quistica. El estudio también comprende
los siguientes objetivos especificos:

o Establecer condiciones de PCR alelo especifica para la variante p.S549N.

e Identificar variante p.S549N en muestras seleccionadas de pacientes.

e ldentificar variante p.G551D en muestras seleccionadas de pacientes.

En las primeras dos semanas del proyecto se estandarizaron las condiciones para la PCRalelo
especifica. Posteriormente se les realizé la identificacion de la variante p.G551D en 237
muestras de ADN que se conservan en la coleccion de muestras de pacientes con fibrosis

quistica.



1.1 Entendimiento del &mbito y del contexto

La fibrosis quistica (FQ) es un trastorno autosémico recesivo potencialmente mortal. Los
sintomas se pueden presentar desde la etapa neonatal, con ileo meconial que causa
obstruccién intestinal. En la infancia se presentan frecuentemente problemas respiratorios
(tos, neumonias), desnutricion y retraso en el crecimiento y en algunas ocasiones,
insuficiencia pancreatica exocrina que se suele presentar con diarrea y esteatorrea; la
enfermedad es progresiva, los pacientes de mayor edad se pueden presentar acropaquia

(Figura 1), polipos nasales, sinusitis, o incluso asmaticos [1].

Figura 1. Acropaquia [1]

Esta enfermedad esta ocasionada por variantes en el gen regulador de la conductancia
transmembranal de la fibrosis quistica (CFTR localizado en el cromosoma 7qg31.2), que es el
responsable de la codificacion para un canal de cloro. Tanto la variante p.S549N cémo la
p.G551D son variantes de clase I11, cuya patologia consiste en erroresen la apertura del canal.
Existe un farmaco especifico, Ivacaftor, para el tratamiento de pacientes con fibrosis quistica
portadores de la variante p.S549N, que demuestra su eficacia al erradicar infecciones de

pseudomonas y normalizacién de las concentraciones de cloro en sudor en estos pacientes

[2]

En la figura 2 se puede observar la estructura de la proteina CFTR. Se destacan las
mutaciones Yy su localizacion en los intrones y exones del gen. Asi como en su forma en
MRNA que muestra las secuencias que producen los diferentes dominios de la proteina CFTR

en la membrana [3]. Las variantes patogénicas p.S549N y p.G551D se encuentren en el



dominio NBD1, que es uno de los principales dominios que regula del flujo en el canal de
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Figura2. Gen CFTR. — A. Variantes mas frecuentesen el gen CFTR. B. Gen CFTR con intrones (amarillo)
y exones (café). C. mMRNA que muestra las secuencias que producen los diferentes dominios de la proteina

CFTRen la membrana. D. CFTR en la membrana con sus constituyentes [3].

Se conocen mas de 1,800 mutaciones para CFTR. En la poblacion caucasica hay un indice

en recién nacidos con una variacién patogénica de 1 en 2,000. Aungue no hay un indice

reportado para la poblacion Latino Americana, en México la Asociacién Mexicana de

Fibrosis Quistica (AMFQ) tiene un indice estimado de 1 en 8,000 recién nacidos con esta

condicion [5].



La poblacion mexicana tiene una estructura genética compleja, en donde el componente
genético amerindio representa del 30.3% al 68.6%, el europeo del 30% al 65.6% Yy el africano
del 2.2% al 6.3% [6]. Es por esto por lo que México tiene un amplio espectro de variaciones
de CFTR, incluso algunas que solo se presentan en mexicanos, por lo que la identificacion
de las variantes en este gen en México se vuelve compleja. En poblaciones caucésicas el
analisis de cinco de las variantes mas comunes en Europa (p.F508del, p.G542X, p.N1303K,
p.R553X y p.G551D) han logrado la deteccion del 98% de los alelos afectados, mientras que
en México el mismo analisis s6lo logré caracterizar el 50% de los alelos. En poblaciones con
alta heterogeneidad, como es el caso de México, se deben aplicar diferentes técnicas para la
identificacion de las variantes patogénicas en los alelos [5].

En México hay nueve variantes reportadas como las mas frecuentes: p.F508del (38.6%),
p.G542X (6.1%), p.S549N (2.1%), p.N1303K (1.9%), ¢.3849+10kbC>t (1.3%), p.R334W
(1.1%), ¢.621+1G>T (0.2%), p.R553X (0.2%), p.G551D (0.2%) [7] [8] [9].

Extraccién de ADN

Existen distintas técnicas para lograr una extraccion de una muestra de ADN (Tabla 1).

Tabla 1. Comparacién de técnicas de extraccion de ADN

Técnica Caracteristicas Referencia

KIT comercial Permite una extraccion rapida y eficiente de | [10]
“GeneCatcher Blood kit” | ADN genomico a partir de sangre periférica
humana. La tecnologia se basa en
microesferas magnéticas y no requiere el uso
de centrifugacién. Promete un ADN
purificado con alta pureza. Utilizar Kits
aumenta el costo de la extraccion.

Miller Consiste en la purificacion de ADN por | [11, 12, 5, 9]

precipitacion de las proteinas a altas

concentraciones de sal. El protocolo




involucra una digestion Inicial con SDS-
proteinasa K, seguido de una adicion de altas
concentraciones salinas. Se centrifuga vy
después se precipita el ADN con isopropanol.
La utilizacion de la proteinasa K puede hacer
el proceso mas largo y costoso comparado a

si se usan otros agentes para las soluciones.

KIT comercial “HIGH
Pure PCR Template

Preparation Kit”

Esta técnica se basa en un kit que contiene
dos componentes principales: una solucién
de lisis y una para la precipitacion de
proteinas. Se comprende de un tubo filiro y
un tubo colector. Se requiere de incubacidn
para degradar la muestra y seguir el protocolo
especificado en el kit. El resultado es una
pureza relativamente buena, aunque resulta
una técnica mas costosa que la de
DTAB/CTAB, pero en menor tiempo, ya que

las soluciones ya vienen preparadas.

[12]

DTAB (Bromuro de (1-
dodecil) trimetilamonio)/
CTAB (Bromuro de

hexadeciltrimetilamonio)

La tecnica consiste en la adicion de butfer de
lisis que se prepara con DTAB. La
desproteinizacion se realiza con la adicion de
cloroformo y se afiade CTAB como agente
extractivo que produce disgregacion de las
membranas celulares y la desnaturalizacion
de proteinas. Este protocolo de extraccion
brinda buenos beneficios ya que produce
mejores valores de concentracion y pureza a

bajo costo.

[12] [13] [14]




Identificacion de variantes patogénicas

Existen diversas técnicas para encontrar variantes patogénicas en muestras de ADN

genomico (Tabla 2).

Tabla 2. Comparacién de técnicas de identificacion de variantes patogénicas

Tecnica Caracteristicas Referencia
PCR-RFLP’s La PCR-RFLP se aprovechan los sitios de | [15]
(por sus siglas eninglés | restriccion de una enzima bacteriana. Una
polymerase chain serie de cuatro a ocho nucleétidos en donde
reaction restriction una enzima hace un corte. Una sola
fragment length diferencia de base puede hacer que la enzima
polymorphism) no haga el corte. Si en una seccién de ADN

no existe corte, esto resulta en un

polimorfismo. Si no hay corte resultara como

una sola banda en la electroforesis, mientras

que el corte con la enzima resultaria en dos

bandas.
PCR-ARMS (por sus La tecnica se basa en usar un primer | [16]
siglas en inglés especifico que permita la amplificacion de
Amplification refractory | ADN sélo cuando el alelo contiene la
mutation system - mutacion. De esta manera se puede tener un
Polymerase chain resultado positivo de amplificacion sélo
reaction) cuando existe la variacion que se busca.
Secuenclacion La secuenciacion de ADN permite conocer el | [17]

orden de los nucledtidos de un fragmento de
ADN provenientes de una PCR. Para este
proceso se necesitan nucledtidos modificados
(ddNTPs con marcaje fluorescente); los

cuales produciran cadenas de ADN en




diferentes longitudes, posteriormente seran
separados por tamafio utilizando

electroforesis.

gRT-PCR Este método mide la acumulacion de | [18]
(quantitative Real Time - | productos de PCR a través de una sonda
PCR) fluorogénica de doble marca. A diferencia de
otros métodos de PCR no requiere
manipulacion posterior de las muestras, lo
que da ensayos mas rapidos y con mayor
rendimiento, aungue con mayor costo que

otros.

Por lo tanto, en el presente proyecto se planea identificar la variante patogénica p.S549N en
muestras de pacientes con fibrosis quistica en la poblacion del occidente de México. Para
esto se utiliza la técnica de ARMS-PCR, y la técnica de electroforesis con tincion de nitrato
de plata paravisualizacion de fragmentos amplificado. Pararealizar este proceso es necesaria

la extraccion de ADN de las muestras de sangre periférica de los pacientes.

La identificacion de la variante patogénica es un acompafriamiento para derechohabientes del
IMSS (Instituto Mexicano del Seguro Social) y sus familiares, que han sido diagnosticados
con fibrosis quistica. Al dia de hoy se tienen alrededor de 440 muestras de pacientes y sus
familiares con diagnostico molecular incompleto. En este PAP se realiza el proceso para la

deteccion de la variante p.S549N.

1.2 Caracterizacion de la organizacion

Este proyecto se llevara a cabo en la Division de Medicina Molecular del CIBO (Centro de
Investigacion Biomédica de Occidente), ubicado en Sierra Mojada #800, Independencia
Oriente, Sector Libertad 44340, Guadalajara, Jalisco. Este Centro pertenece al IMSS,
Institucién con mayor presencia, el mas grande en su género en América Latina, en la
atencion a la salud y proteccion de los mexicanos desde 1943. En €l se combina la

investigacion y la practica medica. También administra recursos para el retiro de sus



derechohabientes y les brinda tranquilidad y estabilidad ante cualquier riesgo especificado
en la Ley del Seguro Social [19].

La misién del CIBO es generar conocimientos para explicar fendbmenos biolégicos a través
del método cientifico con el propdsito de: entender mecanismos de enfermedades, desarrollar
tecnologia para su aplicacion en la medicina y formar profesionales de la investigacion de la
salud. La vision del Centro es ser la entidad de excelencia para el desarrollo de la
investigacion y difusién de los resultados, para la solucion de problemas en los procesos de
atencion a la salud y para la formacion de recursos altamente calificados en el ambito de la
investigacion cientifica biomédica [20].

El proyecto que se establece esta al mando de la doctora Lourdes del Carmen Rizo de la
Torre, quien es una investigadora asociada de la Division de Medicina Molecular del Centro
de Investigacion Biomédica de Occidente, Instituto Mexicano del Seguro Social. La Dra.
Rizo de la Torre es Investigadora de nivel 1 en el Sistema Nacional de Investigadores con
grado de doctorado en Genética Human del Centro Universitario de Ciencias de la Salud de
la Universidad de Guadalajara. Su tesis verso sobre la “Estimacion de frecuencias genotipicas
de variantes en genes modificadores de hemoglobinopatias y su relacion sobre las
caracteristicas hematologicas y bioquimicas en pacientes mestizos mexicanos con talasemia

beta” en mayo de 2017.

1.3 Identificacién de la(s) problematica(s)

Cuando se tiene la sospecha de FQ en los derechohabientes del IMSS, se realizan pruebas
confirmatorias, la cuantificacién de cloruros en sudor es el estandar de oro parael diagnéstico
de esta patologia, cuando se confirma el diagnostico de FQ, se realiza un estudio genético
para identificar las variantes patogénicas que causan esta enfermedad. Del mismo modo, a
los familiares de los pacientes también se les ofrece la identificacion de las variantes al
tratarse de una enfermedad hereditaria. Con esto se puede tener una mejor idea de como tratar
los sintomas y también llevar un conteo en el pais de las variantes patogénicas de esta

enfermedad. Al dia de hoy hay alrededor de 440 muestras de pacientes y sus familiares sin



un diagnéstico molecular, o bien, con diagnéstico molecular incompleto. Para esto se estan
realizando pruebas especificas para las 8 variantes mas frecuentes de fibrosis quistica en
México. En este PAP se realiza el proceso de ARMS-PCR para la deteccion de la variante
p.S459N.

1.4. Planeacion de alternativa(s)

Extraccién de ADN por el método DTAB/CTAB

Se opta por este método de extraccion con una solucion buffer, DTAB/CTAB ya que da una
buena resolucion de las bandas en el gel, lo que indica que hay una cantidad y calidad
aceptable de la muestra de ADN. Ademas, no se presentan contaminantes en el ADN Yy la

cantidad de ADN que se recupera es Optima [14].

La técnica consiste en la obtencién de ADN de leucocitos que provienen de muestras de
sangre periférica colectada con EDTA (4cido etilendiaminotetracético). La muestra se lleva
a dos o tres veces su volumen con una solucion de lisis de eritrocitos para separar leucocitos.
Posteriormente la técnica comprende la adicion de DTAB (Bromuro de (1-dodecil)
trimetilamonio) para obtener la desnaturalizacion y lisis de membranas leucocitarias [21]. Se
agrega cloroformo para eliminar la porcion organica [13]. Después para la precipitacién de
ADN se afiade CTAB (Bromuro de hexadeciltrimetilamonio), como agente extractivo que
produce la disgregacion de las proteinas de las membranas celulares y la desnaturalizacion
de las proteinas de empaquetamiento del ADN, lo que permite obtener una extraccion limpia
de ADN [14]. Por ultimo, el ADN se recupera por precipitacion de etanol y NaCly se procede
a realizar dos lavados con etanol al 70%, para eliminar los excesos de sales. Se agrega TE
(Tris-HCI y EDTA) para disolver el ADN [13]. Por dltimo, para fines de este proceso se

realizar4 una medicién en Nanodrop de la concentracion y se diluird hasta 100 ng/pl.

Identificacion de variaciones patogénicas

Para el proyecto se utilizd el proceso de ARMS-PCR para la deteccion de mutaciones
puntuales. Se optd por esta técnica con base en el presupuesto disponible ya que es
econdmica, rapida y lo suficientemente flexible para adaptarse a cualquier variacién genética

comparada con herramientas como la PCR alelo especifica (AS-PCR), analisis de fusion de



alta resolucion (HRMA), polimorfismo de conformacién monocatenario de PCR (PCR-
SSCP), analisis de restriccion introducido por cebador de PCR (PCR-PIRA), y PCR en
tiempo real [22].

La ARMS-PCR, a diferencia de una PCR comun, es un método para detectar cualquier
mutacion que involucra un cambio en un solo nucledtido o deleciones cortas, en este caso, la

deteccion de la variante patogenica p.S549N.

La técnica se basa en usar un primer especifico que permita la amplificacion de ADN so6lo
cuando el alelo contiene la variante y otro oligonucleétido que hibrida en presencia del alelo
silvestre. Se utilizan dos reacciones diferentes por cada muestra, de esta manera se puede
tener un resultado positivo de amplificacion solo cuando existe la variacion que se busca
[16].

El proceso de PCR es una reaccién enzimatica in vitro que amplifica millones de veces una
secuencia especifica de ADN durante ciclos repetidos. Para esto es necesaria la enzima ADN
polimerasa que tiene la capacidad de sintetizar cadenas de ADN, utilizando como molde el
ADN de pacientes. Para este proceso es importante marcar punto de inicio y fin de la cadena
que se va a sintetizar, esto lo marcan los oligonucleétidos especificos (primers) para el
fragmento que se busca amplificar. Los desoxirribonucleotidos trifosfatados (dNTPs:
adenina, timina, citosina y guanina), son necesarios para formar la nueva cadena de ADN. El
buffer en la reaccion funciona como una solucion amortiguadora (pH=8) con una
concentracion final en la reaccion de 1X. Es importante también el magnesio, que funciona

como un cofactor enzimatico que influye en la especificidad de la reaccion [23].

Una vez lista la reaccion se utiliza un termociclador que mantiene un sistema homogéneo en
la temperatura y tiempo en cada ciclo, en los cuales ocurren tres etapas principales (Figura
3) [23]:

e Desnaturalizacion:en donde sucede el rompimiento de las uniones de las cadenas.

Generalmente se lleva a cabo el proceso a 95 °C durante 20-30 segundos. El tiempo



es relativo a la cantidad de uniones entre guaninas Yy citosinas presentes. Con las
cadenas separadas se procede al siguiente paso.

Hibridacion:en esta etapa ocurre la alineacién de los primers/oligonucleétidos con
el extremo 3’ del ADN molde. Paraesto es importante tomar en cuenta la temperatura
melting (TM) 6ptima a la que trabajan los primers, generalmente es de 50 a 60 °C.
Extension: En esta Gltima etapa del proceso, la enzima polimerasa actla sobre la
union del oligonucle6tido-ADN  molde y comienza a agregar dNTP’s
complementarios para crear el ADN complementario, en la direccion 5°-3’. La
temperatura Optima es la que se indique para la polimerasa utilizada, por lo general
72 °C.

3 5
‘ Taq Polimerasa I >I
dNTP’s 5 l 3
— Primers
[ L
— Cadena naciente < >I Desnaturalizacion 95 °C
—> ADN l
- Mg — \
< : Hibridacién 50-60 °C
p l
5 ‘ - 3
' >
Extension 72 °C
<3' - ® 5I

Ciclos siguientes

Figura 3. Pasos de un ciclo de PCR

Para corroborar que exista amplificacién se escoge un set de oligonucle6tidos especificos en

el proceso, en este caso HGH (Human Growth Hormone), ya que se encuentra en el

fragmento a amplificar. Una vez lista la reaccion se utilizara el termociclador para llevar a

cabo el proceso y que se mantenga homogéneo el sistema con las temperaturas Gptimas para

los oligonucledtidos especificos de la variante patogénica.
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Para este proceso se utilizaran los siguientes primers forward y reverse para llevar a cabo la

amplificacion (Tabla 3):

Tabla 3. Oligonucle6tidos p.S549N

Primer Fragmento Longitud | Tm (°C)
Forward 5-TAAAAT TTC AGC AATGTTGTT TTT GACC -3’ 28 pb 54.1
Reverse (variante) | 5>- ATT CTT GCT CGT TGACCTCCC T -3 22 pb 58.4
Reverse (wt) 5-ATT CTT GCT CGT TGA CCT CCC CT -3° 23 pb 60.4

Tomando en cuenta las temperaturas de alineacion de los primers (Tabla 3) se disefia el
siguiente termograma de la Figura 4, para llevar a cabo el proceso en el termociclador marca

Applied Biosystems modelo 2400:

95eC 952C 72°C 722C

5 min 455 30s 3 min
562C 42C

30s 1 min

25 ciclos

Figura 4. Termograma para p.S549N inicial

Se planea identificar el siguiente fragmento de 276 pb enla que el cambio es de una sola par
de base de guanina para el alelo silvestre a adenina para la variacién patogénica en la posicion
1646, en el exdn 12 del gen CFTR (c.1646G>A):

AT TCACCANTCTTICHIINEASE ~ » CTAAATAAAT TGCATT TGAAATAATGGAGATGCAAT GT TCAAA

ATTTCAACTGTGGTTAAAGCAATAGTGTGATATATGATTACATTAGAAGGAAGATGTGCCTTTCAAATTCAGA
TTGAGCATACTAAAAGTGACTCTCTAATTTTCTATTTTTGGTAATAGGACATCTCCAAGTTTGCAGAGAAAGA

CAATATAGTTCTTGGAGAAGGT GGAATCACAC TG EICEACCICAACEACOARCANT
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Es necesario visualizar el resultado de la PCR por un proceso de electroforesis para el cual
existen dos matices de gel muy comunes, el de agarosay el de poliacrilamida. En el presente
proyecto, se optd por utilizar matriz de gel de poliacrilamida, ya que tiene ventajas sobre
utilizar agarosa. El poder de resolucién es mayor en poliacrilamida y es por eso por lo que se
usa para ADN, ya que puede separar las moléculas cuyas longitudes difieren en tan sélo
0.1%, es decir, 1 pb (par de base) en 1000 pb. Ademas, la poliacrilamida puede retener mas
ADN en una sola banda, hasta 10 pg. Aunque es mas dificil de preparar que la agarosa, es

mejor para la resolucién de las bandas de ADN [24].

Una vez completada la reaccion de PCR, se carga la muestra, afiadiéndole un colorante, a la
matriz de gel sumergida enuna solucion acuosa de electrolitos. Se procedera a correrla a 200
V por 45 minutos, de manera que la carga negativa de ADN migre hacia el electrodo positivo
[25].

Al finalizar este proceso, el gel se tifie utilizando una solucion fijadora que contiene acido
acético al 0.5%, alcohol absoluto al 10% diluido en 1 L de agua. Posteriormente se aplica
una solucién de tincion, nitrato de plata al 0.2% en solucion fijadora. Por ultimo, se revela
utilizando una solucion de hidroxido de sodio al 3% en agua, dando como resultado las

bandas de ADN visibles e interpretables para cada muestra.

Para llevar a cabo el proyecto se presenta un plan de trabajo (Tabla 4). En este se muestran
las actividades a realizar, los recursos y el tiempo necesario para completarlas, de igual

manera la semana en la que se concretaran.
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Tabla 4. Actividades previstas previstas para la realizacion del proyecto

Semana 1
Semana 2
Semana 3
Semana 4
Semana 5
Semana 6
Semana 7
Semana 8
Semana 9

Semana 10
Semana 11
Semana 12
Semana 13
Semana 14
Semana 15
Semana 16

Revisién

actualizacién de
bibliografia y
redaccién de proyecto.
Documentacion y bases
tedricasdelaPCR alelo | PC, AL, TI 1
especifica.
Capacitacion en el uso
y manejo de
herramientas PC,AL, TI 1
bioinformaticas para el
analisis de secuencias
Elaboracién de base de
datos.

Seleccion e
identificacion de | TI,BD 2
muestras.

Extraccion,
cuantificacion,
validacion de
integridad y
elaboracion de
alicuotas de trabajo de
ADN genédmico de
muestras de pacientes
con fibrosis quistica.
Estandarizacion de
PCR alelo especificaen
muestras de pacientes
con genotipos
conocidos e
identificacion de
controles.
Identificacion de la
variante p.S549N en CF,RP,TI,CE,RE,
muestras de pacientes | BD

con fibrosis quistica
Identificacion de la
variante p.S549N en
muestras de familiares
de pacientescon
fibrosis quistica

PC,BD, AL, Tl | 16

PC,TI,BD 2

TI,
BD,RA,BT,CF

CF,RP,TI,CE,RE,
BD

18

CF,RP,TI,CE,RE,
BD

Analisis de resultados. | AL, TI,PC 3

La Tabla 5 muestra el significado de las abreviaturas utilizadas para referir los recursos

necesarios de cada actividad previamente planteada.
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Tabla 5. Significado de las abreviaturas utilizadas para identificar los recursos en el cronograma

PC Equipo de computo personal
BD Banco de ADN

AL Asesoria Dra. Lourdes Rizo
TI Trabajo Individual

CF Centrifuga

BT Bafio Termostatico Seco
TC Termociclador

RP Reactivos PCR

RA Reactivos Extraccion de ADN
CE Camara de electroforesis

RE Reactivos electroforesis

1.5. Desarrollo de la propuesta de mejora

Extraccién de ADN
El proceso para la deteccion de la variante patogénica comienza con una extraccion de ADN
del paciente o sus familiares. Se realizo este proceso para la obtencién de ADN de individuos

que se utilizardn como muestras control (positivo y negativo).

El proceso inicid con una extraccion de 3-5 mL de sangre periférica en tubos con EDTA. Se
transfirio a un tubo de 50 mL y se agregaron a la muestra alrededor de 14 mL de buffer de
lisis (cloruro de amonio y bicarbonato de amonio 10:1) y se mezcld, se refrigeré por 30
minutos y posteriormente se centrifugd 20 minutos a 4°C por 4500 RPM y se decantd, se
obtuvo de esta manera el boton de leucocitos. El botén formado se resuspendié y se paso a
un microtubo, se procedié a centrifugar a 4,500 RPM por 5 minutos. Se agregaron 600 ul de
DTAB para resuspender el botén y se colocd la muestra en un bafio termostatico seco a 68
°C por 15 minutos. Posteriormente se agregaron 900ul de cloroformo y se agité por 5
minutos. Se centrifugd por 10 minutos a 12,000 RPM, de la fase acuosa resultante se pasaron
300 Wl a dos microtubos y a cadauno se agregaron 1504 de CTAB Y 900ul de agua destilada

y se mezclaron suavemente hasta observar la precipitacion del ADN (Figura 5).
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Posteriormente se centrifugd a 12,000 RPM por 12 minutos, se decant0 y se agregaron 150
ul de NaCl1.2 My 750Ul de etanol absoluto frio y se agita vigorosamente 10 segundos para
desprender el botdn. Se centrifugé a 10,000 RPM por 10 minutos, se decantd y se procedid
a los lavados para quitar el exceso de sales. Se agregaron 1000l de etanol al 70% frio y se
centrifugd a 12,000 RPM durante 5 minutos, esto se repitio dos veces. Se coloca la muestra
en un bafio termostatico seco a 40 °C durante 30 minutos y después se le agregaron de 100 a
300 segun el tamafio del botdn. Por Gltimo, se agité de manera manual para deshacer el botdn
y se cuantifico en el NanoDrop.

Figura5. Precipitacion de ADN

Al cuantificar el ADN del control positivo dio como resultado una concentracion de 1284
ng/uL mientras que el control negativo una concentracion de 246 ng/uL y se utilizd la
ecuacion 1 para hacer la dilucién a 100 ng/ulL para cada muestra, concentracion Optima para

proceder con la identificacion de la variante patogénica.

C1C2 = V1V2

Ecuacion 1. Formula de concentracion

Identificacién de variante patogénica

Se inici6 con la estandarizacion del proceso al ser primers de nuevo disefio (Tabla 3). Para
esto, se realizan soluciones previas para agilizar el proceso. La solucion de dNTP’s esta
compuesta de 10 pL de dATP’s (desoxiadenosina trifosfato), 10 pL. de dGTP’s
(desoxiguanosina trifosfato), 10 uL. de dTTP’s (desoxitimidina trifosfato), 10 uL. de dCTP’s
(desoxicitidina trifosfato) y 60 pL de agua. La solucion de PCR MIX previa de 1 mL incluye:
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144 pL de buffer 10X, 52 pL de MgCl, 50 nM, 30 pL de la solucion de dNTP’s, y 774 pL
de agua.

Al momento del proceso se hizo el PT mix que es una mezcla que incluye por cada reaccion
PCR a realizar: 0.5 pL de primer forward universal, 0.5 de yL primer reverse (ya sea para
identificar la variante o el wildtype), 0.1 yL de mezcla de primers forward y reverse para
HGH (hormona humana del crecimiento) que se utilizé como control de amplificacién, 0.1
pL de Taqg Polimerasa y 1.8 L de agua.

Posteriormente en cada tubo para PCR (figura 6) se agregaron 8.5 uL de PCR mix, 3 L de
PT mix (ya seaPT MIX A parael alelo silvestre o PT MIX B parael alelo variante) y 1 pL
de ADN muestra (100 ng/uL). Dos reacciones por muestra se ingresaron al termociclador
marca LABNET, modelo Multigene con un programa previamente establecido (Figura 4) y
el resultado se interpretd por el proceso de electroforesis.

‘//

Figura 6. Elaboracion de proceso de PCR

Electroforesis

Para este proceso de electroforesis se comenzd limpiando los vidrios y separadores de
plastico que serviran como molde para la matriz de gel. Una vez limpios, se acomodaron
dentro de una bolsa de plastico y se ajustaron con ayuda de una estructura de plastico para

que se amolde perfectamente el gel. En un frasco se agregaron 30 mL de poliacrilamida (29
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acrilamida: 1 bisacrilamida) al 6%, se agregaron 30 pL de TEMED (tetrametiletilendiamina
) y 300 pL de PSA (persulfato de amonio) al 10%. Se mezclo y se vertio entre los vidrios
previamente acomodados, se colocO el peine para formar los carriles del gel y se dejo
solidificar 15 minutos verificando que no se formaran burbujas. Una vez sélido el gel se quit6
el peine y se lavo con agua destilada, se colocé el gel dentro de la cAmara de electroforesis y
se ajusto correctamente, después se llend la camara de buffer TBE 1X (Tris-acido borico-
EDTA). A las muestras se les agregaron 2 pL de jugo azul (mezcla de azul de bromofenol,
xilen-cianol y glicerol), se cargaron en los pocillos del gel (Figura 7) y se corrié a 200 V por

45 minutos.

Al finalizar este proceso se tifid el gel. Se desmontd el gel de entre los vidrios y se puso en
una tina metalica y se le agregd una solucion fijadora, que contiene acido acético al 0.5% y
alcohol al 10% diluido en agua, hasta que se cubrid el gel por 10 minutos y se retird.
Posteriormente seaplicé una solucién de tincion, nitrato de plata al 0.2% en solucion fijadora,
igual hasta que se cubrio el gel por 5 minutos y se retird. Después, se agreg6 agua destilada
por 3 minutos hasta cubrir el gel y se retird. Por ultimo, se reveld utilizando una solucion de
hidréxido de sodio al 3% en agua, el tiempo necesario para observar las bandas de ADN,
dando un resultado visible e interpretable para cada muestra.

Figura 7. Elaboracion de proceso de electroforesis
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Primero se utilizé el termograma disefiado de manera tedrica (Figura 4) y se obtuvieron los
siguientes resultados (Figura 8):

Marcador
CONTROL + - A
CONTROL +-B
CONTROL Neg -A
CONTROL Neg -B
Muestral- A
Muestral-B
Muestra2 - A
Muestra 3-A
Muestra 3 -B

o
'
~
j
b
]
S
=

Figura 8. Proceso de estandarizacion de variante p.S549N

Con esta prueba se ingresaron los tubos Ay B para cada muestra, es decir con el PT MIX A
(primer silvestre) y PT MIX B (primer variante). Se pudo observar (figura 8) que las lineas
eran muy tenues, por lo que se optd por aumentar la temperatura de alineacion de 56 °C a 58
°C (figura 9) dando un mejor resultado (figura 10).

95 °C 95 eC 722°C 72°C

5 min 45s 30s 3 min
58 °C 49C
30s 1min

25 ciclos

Figura 9. Termograma para p.S549N estandarizado
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CONTROL +-A
CONTROL +-B
CONTROL Neg - A
CONTROL Neg - B
Muestra 1-A
Muestral -B
Muestra 2 - A
Muestra2 - B

s
]
el
©
o
=
©
b=

Figura 10. Gel con proceso estandarizado p.S549N

En este gel (figura 10) se pudieron observar lineas con mayor intensidad y se concluy6é que

el proceso se estandarizé bajo esas condiciones (figura 9).

Debido a una contaminacién en los reactivos no fue posible seguir trabajando con la variante
p.S549N. Se observaron todas las muestras como positivas incluso el control negativo (figura

11). Se concluyd que los primers silvestre y variante podrian estar contaminados entre si.

ral-B
ra2-A
ra3-B

5 828 8 & &

Marcador
CONTROL + - A
CONTROL +-B
CONTROL Neg - A
CONTROL Neg - B
Muestral-A
Muestra 2-B
Muestra 3 - A

Mues
Mues
Mues

Figura 11. Contaminacién en variante p.S549N
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Por tanto, se optd por cambiar de mutacion (p.G551D), para la que se llevd a cabo
exactamente el mismo proceso, pero con oligonucle6tidos (tabla 6), reactivos y un programa
nuevo en el termociclador (figura 12) que variaba la temperatura y los tiempos con base en
temperaturas Optimas para esto oligonucleétidos especificos para p.G551D con los que se

trabajo.

Tabla 6. Oligonucleétidos p.G551D

Primer Fragmento Longitud | Tm (°C)
Forward 5-TAA AATTTC AGC AATGTTGTT TTT GAC C -3’ 28 pb 54.1
Reverse (variante) | 5°- AGC TAA AGA AAT TCT TGC TCG TTG CT -3’ 26 pb 57.3
Reverse (wt) 5’- GCT AAA GAA ATT CTT GCT CGT TGC C -3’ 25 pb 57.1

Se identifica el siguiente fragmento para p.G551D de 285 pb en la que el cambio es de una

sola par de base de guanina para el silvestre a adenina para la variacién patogénica:

AT CACC AT GG IEAGE A A CTAAAT AAAT TGCATT TGAAATAATGGAGATGCAATGT TCAAA

ATTTCAACTGTGGTTAAAGCAATAGTGTGATATATGATTACATTAGAAGGAAGATGTGCCTTTCAAATTCAGA
TTGAGCATACTAAAAGTGACTCTCTAATTTTCTATTTTTGGTAATAGGACATCTCCAAGT TTGCAGAGAAAGA

CAATATAGTTCT TGGAGAAGGT GGAATCACAC TGAGTGGACEICAACCACCAACAATIICITTACE

95eC 852C 72°C 72eC

5 min 45s 30s 3 min
56°C 49C

30s 1 min

25 ciclos

Figura 12. Termograma para p.G551D inicial

Se llevd a cabo la PCR para nueve muestras y un control negativo con una temperatura de
alineacion de 56 °C (figura 13).
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Marcador
Control Neg - A
Control Neg - B
Muestra 1 -A
Muestra 1 -B
Muestra 2 - A
Muestra 2 - B
Muestra3 - A
Muestra3-B
Muestra 4 - A
Muestra 4 - B
Muestra 5 - A
Muestra 5 - B
Muestra 6 - A

Muestra 6 - B
Muestra7 - A
Muestra 7 - B
Muestra 8 - A
Muestra 8 - B
Muestra9 - A
Muestra 9 - B

Figura 13. Estandarizacion variante p.G551D

Se puedo observar que, a esta temperatura de alineacion, 56 °C, existian muchos falsos
positivos para el alelo B (primer variante), por lo que se decidié aumentar la temperatura
para que asi fuera atin mas especifica la hibridacion de los primers con el ADN. Por tanto, se

consiguié la estandarizacién de la técnica con el termograma ideal para estos
oligonucledtidos (figura 14).

95 °C 95 °C 72°C 72°C

5min 45s 30s 3min
58 °C 4oC

30s

1 min

25 ciclos

Figura 14. Termograma para p.G551D estandarizado

Una vez estandarizada la técnica se decididé usar sélo el alelo variante (B) ya que es una
alterativa costo efectiva, al tratarse de una variante no tan frecuente (figura 15).
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g - TT esanin

g - 0T edisany
g - 6 elsan
g - g ea1san\
g -/ ensanp
g -9 ensany
g -G ensany
g -  es1san
g -€ eASIN
g -z elsan

g - T elisanip
g - 89N |043u0)

Jopedie

Figura 15. Gel alelos B para p.G551D

g - 0T ensanpy
g - 6 ea1sany
g - g es1san
g - L elssniA
g -9 enssnp
g- G enssnp
g- p ensaniy

g -€ ensan
g - z enisan
g - T ensaniy
VIAILSOd eliseniy

g - 8aN |013u0)
Jopedsen

en reacciones de 21 muestras por gel. En el cual sélo se tuvo 1 muestra positiva de 237 para
la variante p.G551D (figura 16).

Con el ADNya diluido a100 ng/uL se procedio arealizar un ARMS-PCR para 237 muestras

Figura 16. Gel con muestra positiva p.G551D
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En el tercer carril del gel (figura 16) se pudo observar la Unica muestra positiva registrada
para la variante p.G551D. Mientras que para la muestra 5 se puede observar que el ADN esta
degradado. La muestra positiva nos indica que el método de ARMS-PCR para la deteccion

de la variante p.G551D es un método viable y costo efectivo.

Como método adicional de validacion de la variante patogénica p.S549N se secuencio la
muestra control en la que se pueden observar en el electroferograma (Figura 17) un cambio

de guanina por adenina con una sobre posicion de los picos en el area sefialada.

ACTG ARITG G

Figura 17. Electroferograma de variante patogénica p.S549N

1.6. Valoracién de productos, resultados e impactos

La experiencia PAP me permitid explorar el rea de investigacion y poner en practica mis
conocimientos tedricos para resolver problematicas reales que me ocurrieron durante el
semestre y aprender de las resoluciones. La experiencia también me permitié lograr los
objetivos planteados y poder aportar a la toma de decisiones del proyecto de manera
respetuosa y aprender de mis propios errores, lo cual llevé a un mayor avance en cuanto a

los resultados.
Se obtuvieron resultados muy valiosos ya que se logro la estandarizacion de la identificacion

de dos variantes patogénicas para fibrosis quistica (p.G551D y p.S549N) utilizando la técnica
de ARMS-PCR. Para la extraccion del ADN para la PCR se utilizdé la técnica de extraccion
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de CTAB/DTAB y para la visualizacion de los resultados de la PCR se utiliz6 la tincion de
nitrato de plata. Se logro el tamizaje de la variante p.G551D para 237 muestras, de las cuales

una resulté positiva.

Se contempla que la técnica de ARMS-PCR se puede estandarizar para otras variantes y asi
tener un proceso costo efectivo para la deteccion de otras variantes patogénicas de fibrosis
quistica. Del mismo modo, se sugiere comprobar cada estandarizacion por secuenciacion

para tener un resultado mas certero de que el método es el correcto.
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1.8. Anexos generales

Tabla 7. Fecuencias de los genotipos identificados en pacientes con fibrosis quistica

Frecuencia de Genotipos
Genotipos n %
F508del/Otra 79 [ 33.3%
Otra/Otra 1441 60.8%
F508del/G542 X 1| 0.4%
R553X/Otra 2 | 0.8%
G542X/Otra 8 | 3.4%
G551D/Otra 1 | 0.4%
€.3849+10KbC>T/Otra 1| 0.4%
F508del/S549N 1| 0.4%

Tabla 8. Frecuencias de los alelos identificados en pacientes con fibrosis quisticayel promedio de
electrolitos ensudor que presentan dichos alelos

Alelos n % Cloruros promedio
F508del 81 17.1% 76.5 mmol/L
Otra 379 80.0% 90.1 mmol/L
S549N 1 0.2% 100.0 mmol/L
Gb42X 9 1.9% 92.1 mmol/L
R553X 2 0.4% 77.5 mmol/L
€.3849+10KbC>T 1 0.2% 80.0 mmol/L
G551D 1 0.2% 100.0 mmol/L

Tabla 9. Estadisticas generales paraedad y electrolitos en sudor

Estadisticas Generales
DE Media Mediana Moda
Edad (Afos) 4.6 35 1.0 4
Cloruros (mmol/L) 23.0 80.6 90 100
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Tabla 10. Estadisticas de genotipo por sexo

Genotipo por sexo
Genotipo F (Conteo) | M (Conteo) | F (%) | M (%)
F508del/Otra 38 40 48.7% | 51.3%
Otra/Otra 68 75 47.6% | 52.4%
F508del/G542X 0 1 0.0% | 100.0%
R553X/Otra 2 0 100.0% | 0.0%
Gb42X/Otra 7 2 77.8% | 22.2%
Gb51D/Otra 1 0 100.0% | 0.0%
€.3849+10KbC>T/Otra 1 0 100.0% | 0.0%
F508del/S549N 1 0 100.0% | 0.0%

Griéfica 1. Distribucion de las edades de pacientes confibrosis quistica
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Gréfica 2. Distribucion de los electrolitos en sudor de pacientes con fibrosis quistica
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Gréfica 3. Distribucion de genotipos por género
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2. Productos

Producto 1

Nombre y codigo del PAP

4G03 Programa de Apoyo a Centros de
Investigacion Externos |

Nombre del proyecto

Estandarizacion e implementacién de una
técnica costo efectiva para la identificacion
de la variante p.S549N del gen CFTR en

muestras de pacientes con fibrosis quistica

Descripcion (que es, para quién se realizd y

para qué es):

Tamizaje de la variante p.G551D efectuado
a pacientes con fibrosis quistica. Realizada
para el Centro de Investigacion Biomédica
de Occidente del IMSS en el cual se dirigio
el proceso de ARMS-PCR para la deteccion

de esta mutacion a 237 pacientes.

Autores:

Abril Ixchel Mufioz Zufiga

Tabla 11. Tamizaje de variante patogénica p.G551D

FOLIO| GENERO GENOTIPO EDAD (afio) | EDAD (mes) Cz-rgrﬁéﬁ_c))s RESULTADO
1 F F508del/Otra 5 80 Negativo
2 F Otra/Otra 7 18 Negativo
3 F Otra/Otra 3 85 Negativo
4 M F508del/Otra 10 75 Negativo
5 F F508del/Otra 1 11 78 Negativo
6 F F508del/Otra 4 100 Negativo
7 M Otra/Otra 9 100 Negativo
8 M F508del/G542X 7 90 Negativo
9 M Otra/Otra 9 43 Negativo
10 M F508del/Otra 9 62 Negativo
11 F Otra/Otra 1 5 32 Negativo
12 F Otra/Otra 4 100 Negativo
13 F Otra/Otra 2 100 Negativo
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14 F Otra/Otra 4 63 Negativo
15 M F508del/Otra 95 Negativo
16 M DF508/Otra 10 100 Negativo
17 F Otra/Otra 9 95 Negativo
18 F Otra/Otra 6 100 Negativo
19 F DF508/Otra 2 58 Negativo
20 F Otra/Otra 5 100 Negativo
21 M Otra/Otra 64 Negativo
22 M DF508/Otra 90 Negativo
23 F DF508/0Otra 90 Negativo
24 M Otra/Otra 6 58 Negativo
25 F Otra/Otra 19 75 Negativo
26 M Otra/Otra 4 90 Negativo
27 M DF508/0Otra 5 100 Negativo
28 M Otra/Otra 5 95 Negativo
29 F Otra/Otra 9 5 100 Negativo
30 M Otra/Otra 3 80 Negativo
Documento de Excel completo: https://iteso01-

my.sharepoint.com/:x:/a/personal/ib718868 iteso mx/EQtCtyzyQ pOloB1lQiUwcBjblV

oKKATfc2BRszG4Czs70Q?e=G3XbG1

Producto 2

Nombre y codigo del PAP

4G03 Programa de Apoyo a Centros de
Investigacion Externos |

Nombre del proyecto

Estandarizacion e implementacion de una
técnica costo efectiva para la identificacion
de la variante p.S549N del gen CFTR en
muestras de pacientes con fibrosis quistica

Descripcion (qué es, para quien se realizd y

para qué es):

Termograma estandarizado para detectar la
variante p.Gb51D utilizando la técnica de
ARMS-PCR, indicando las temperaturas y
los tiempos necesarios para llevar a cabo el
proceso. Se realizd para el Centro de

Investigacion Biomédica de Occidente del
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https://iteso01-my.sharepoint.com/:x:/g/personal/ib718868_iteso_mx/EQtCtyzyQ_pOloB1lJQiUwcBjbIVoKKAfc2BRszG4Czs7Q?e=G3XbG1
https://iteso01-my.sharepoint.com/:x:/g/personal/ib718868_iteso_mx/EQtCtyzyQ_pOloB1lJQiUwcBjbIVoKKAfc2BRszG4Czs7Q?e=G3XbG1
https://iteso01-my.sharepoint.com/:x:/g/personal/ib718868_iteso_mx/EQtCtyzyQ_pOloB1lJQiUwcBjbIVoKKAfc2BRszG4Czs7Q?e=G3XbG1

IMSS, para implementarse como técnica de

rutina  en la blsqueda de variantes

patogénicas frecuentes de CFTR.

Autores: Abril Ixchel Muhoz Zuniga

95 oC 95 eC 72°C 72°C

5 min 455 / 30s 3min
58 °C 49C
30s 1 min
25 ciclos

Figura 18. Termograma para p.G551D estandarizado
Producto 3

Nombre y codigo del PAP

4G03 Programa de Apoyo a Centros de
Investigacion Externos |

Nombre del proyecto

Estandarizacion e implementacién de una
técnica costo efectiva para la identificacion
de la variante p.S549N del gen CFTR en

muestras de pacientes con fibrosis quistica

Descripcion (queé es, para quién se realizd y

para qué es):

Termograma estandarizado para detectar la
variante p.S549N utilizando la técnica de
ARMS-PCR, indicando las temperaturas y
los tiempos necesarios para llevar a cabo el
proceso. Se realizd para el Centro de
Investigacion Biomédica de Occidente del
IMSS, para implementarse como técnica de
de variantes

rutina en la bulsqueda

patogénicas frecuentes de CFTR.

Autores:

Abril Ixchel Mufioz Zufiga
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95 °C 95 °C 72°C 72°C

5 min 45s 30s 3 min
58 eC 49C

30s 1 min

25 ciclos

Figura 19. Termograma para p.S549N estandarizado

3. Reflexion critica y ética de la experiencia

El RPAP tiene también como proposito 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.

3.1 Sensibilizacion ante las realidades

Para mi fue muy impactante ver distintas realidades, ya que la fibrosis quistica es una
enfermedad que se controla, pero no tiene cura. Creo que fue mi primera experiencia tan
fuerte en la que me tocaba vivir una realidad asi de primera mano, los pacientes en su mayoria
eran menores a los 10 afios y era muy dificil para mi observar las caras de los papas ante un
resultado positivo. De igual manera verlos enterarse de que los farmacos especificos para las
mutaciones no los ofrece el IMSS vy tienen que buscarlos por su cuenta, por lo general son
costosos y son medicamentos que necesitan para alargar la esperanza de vida. Siempre traté
de ser muy amable con ellos mientras se les tomaba la muestra, pero la verdad es que me
senti muy impotente frente a su verdadero problema. Espero algin dia con lo que sé y con
mis conocimientos que iré adquiriendo en mi carrera poder ayudar a tener farmacos

accesibles en el pais, asi como condiciones mas dignas para todos los pacientes.
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3.2 Aprendizajes logrados

Me logré desarrollar de manera personal sensibilizandome frente a la realidad que se vive dia

con dia en el servicio de salud mexicano. Consegui vivir un poco también la responsabilidad

de tener que realizar las pruebas PCR de una manera profesional, cuidadosa y ética ya que

de eso depende el farmaco que necesitan para tu tratamiento. Fue mi primer acercamiento a

un equipo laboral de trabajo y aprendi a desarrollarme en grupo y a trabajar para un propésito

todos. Me senti muy bien porque al final me supe adaptar y trabajé siempre dando mi mejor

esfuerzo. Desarrollé también habilidades en el ambito de la investigacion y me di cuenta de

todo el esfuerzo que conlleva la estandarizacion de las técnicas. Asimismo, me integré muy

bien con mi grupo de trabajo y logre formar relaciones que conservare para toda la vida, me

llevo una muy bonita experiencia.

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

Competencias potencializadas

Categorizar los
elementos, sies
un
conocimiento,
una habilidad,
una actitud,

Competencia

Evidencia

Relevancia/Fortaleza*

Conocimientos

Conocimientos de
PCR

Disefié multiples
PCR para casos
de laboratorio, asi
CcOmo para casos
tedricos

Hice PCR para
mas de una
muestra a la vez

Podria aportar un disefio
de PCR que ayude a
estandarizar el proceso de
identificacion de una
mutacion especifica en el
gen CFTR

Eficientiza el trabajo

Electroforesis

Se corrieron
electroforesis en
la clase de
bioquimica
(proteinas)y en
genética (ADN)
para entonces

Comprobar una
amplificacion positiva o
negativa del fragmento
con la variante p.549 Nen
pacientes con fibrosis
quistica
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reconocer que
hubo una
amplificacion
positiva

Preparé geles

Puedo llevar a cabo el
proceso completo sola

parael

procedimiento
Conocimientos 3 examenes Poder interpretar
sobre las parciales con la resultados y entender el
variaciones tematica de proceso que se lleva a
genéticas variaciones cabo para identificar la

genéticas en la
asignatura de
Ingenieria
Genética

variante en cuestion

Secuenciacion

Secuencie la
muestra control
del procedimiento

Poder utilizar método para
detectar mutaciones

Habilidades

Utilizar equipo de

10 semestres en

Poder llevar a cabo los

laboratorio diferentes procesos necesarios como
asignaturas PCR, electroforesisy de
utilizando ser necesario
material de secuenciacion
laboratorio
correctamente
Utilice nuevos Tengo mas conocimientos
equipos que no en el laboratorio
habia usado en
ITESO
Célculos de 10 semestres en | Poder prepararlos
reactivosy diferentes reactivos necesarios para

concentraciones

asignaturas
utilizando estos
célculos

los pasos necesario al
llevar a cabo un proceso
en el laboratorio

Técnicas en el
laboratorio

Trabajé en el
proyecto solay
aprendi nuevas
técnicas para
desarrollarlo de
una mejor
maneray mas
rapido

Considero que tengo mas
experiencia yaen el
laboratorio y ya me siento
con mas capacidad
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Liderazgo Suelo liderar los | Puedo llevar a cabo las

equipos en los riendas de un proyecto ya
que pertenezco sea sola o en equipo
Responsabilidad | Cumplo en El trabajo que realice sera
tiempo y forma de calidad y pueden
con las cosas que | confiarme proyectos
se me solicitan importantes
Iniciativa Intento ver que se | Llevar a cabo mis
necesita después | actividades de forma mas
y puedo ir rapida y eficiente

llevandolo a cabo
sin necesidad de
gue lo pidan

Actitudes

Aprendi mucho sobre nuevas técnicas de laboratorio y como hacer mas eficiente el proceso
para trabajar con un mayor nimero de muestras y a mayor velocidad, para conseguir mejores
resultados. Adquiri un conocimiento nuevo, que es la secuenciacién. Pero sobre todo pude

trabajar muy bien en equipo para lograr un mismo objetivo.
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