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REPORTE PAP

Presentacion Institucional de los Proyectos de Aplicacion Profesional

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

reales donde comparten saberes.

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

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

retos del entorno (Aplicacion Profesional).

El 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 desarrolld en el

transcurso de su labor.



Resumen

El presente proyecto “ldentificacién de variantes en genes modificadores de hemoglobina
fetal en muestras de individuos de poblacién general del occidente de México” tiene como
objetivo identificar la presencia de variantes en genes relacionados al nivel de hemoglobina
fetal en muestras de individuos de poblacion general. Para desarrollar el proyecto se llevo a
cabo el tamizaje de 17 SNV de cuatro genes, una region intergénica y un pseudogen mediante
PCR tiempo real, también se realiz6 una base de datos en la que se incluyeron los genotipos
identificados junto con el perfil hematoldgico de cada paciente. Esta base servira como grupo
de referencia cuando se estudien enfermedades en las que la hemoglobina fetal es un
parametro hematologico de interés como anemias de células falciformes y betatalasemias.
De igual manera se reportaron por primera vez frecuencias de las 17 variantes para poblacion

mexicana sin una patologia.

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, que de manera colaborativa
construir sus conocimientos para dar respuestas a problematicas de un contexto especifico y
en un tiempo delimitado. Por tanto, la experiencia PAP supone un proceso en logica de

proyecto, asi como de un estilo de trabajo participativo y reciproco entre los involucrados.

El presente proyecto se lleva a cabo de forma experimental y presencial en el Centro de
Investigacion Biomédica de Occidente (CIBO) en la Division de Medicina Molecular, bajo
la supervision de la Dra. Lourdes del Carmen Rizo de la Torre. El proyecto tiene como
objetivo general identificar variantes en genes modificadores de hemoglobina fetal en
muestras de individuos de poblacion general. El estudio también comprende los siguientes
objetivos especificos:

e Realizar una base de datos de pacientes candidatos para el grupo de referencia con

parametros hematologicos.

e Realizar PCR en tiempo real para 17 variantes a 73 muestras de pacientes.



1.1 Entendimiento del ambito y del contexto

La hemoglobina es una proteina globular dentro de los globulos rojos que aporta oxigeno a
los tejidos periféricos y transporta didxido de carbono y protones de los tejidos hacia los

pulmones. En mujeres el valor normal es de 13-18 g/dl y en hombres de 12-16 g/dl [1].

La estructura de la hemoglobina es cuaternaria, con 4 cadenas polipeptidicas (Figura 1), dos

a (de 144 aminoécidos) y dos S (contiene 146 aminoacidos). Ambos tipos de cadenas tienen

estructuras secundarias (alfa-hélices) y terciarias muy similares [2].

Figura 1. Estructura de hemoglobina adulta. Cuenta con dos subunidades o (amarillo) y
dos B (gris). Cada cadena tiene un grupo hemo (rojo) y las histidinas (turquesa) [3].

Los genes globinicos se localizan en dos familias de genes, tipo alfa (o) y no alfa o beta (jB)
en 16p13.3 y 11p.15.4 respectivamente. La combinacion de los productos de estos genes da
lugar a los diferentes tipos de hemoglobinas normales en el adulto y su expresion depende de
la etapa en el desarrollo del humano y del tejido de hematopoyesis. En el periodo
embrionario, entre las semanas 4y 5, se expresa el gen HBZ, del cluster « que codifica para
las cadenas zeta (C) y el gen HBE1 del cluster £ que codifica para las cadenas épsilon (g)y
ambas conforman la Hb Gower 1 ({,¢2). Entre las semanas 6 a 7 se reemplazan las unidades
€ por asintetizando la Hb Gower Il (o€ 2); estas hemoglobinas embrionarias se producen en

saco vitelino. Posteriormente el higado fetal constituye el sitio de hematopoyesis y comienza
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la sintesis de HbF a partir de la semana 7, ésta se compone de cadenas o y y (o2y2). Del
periodo embrionario al fetal pueden encontrarse otras combinaciones entre las cadenas de
ambas etapas como Hb Gower Il (a;¢2), mencionada anteriormente, y la Hb Portland (&, y2)
(Figura 2) [4].
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Figura 2. Esquema de las familias de genes de a-y B-globina. Se describen las
isoformas de la hemoglobina (Hb) de las cadenas oy B durantes las etapas del desarrollo [4].

Al momento del nacimiento se minimiza la expresion de las cadenas yy se expresan los genes
HBB para las cadenas 3, y HBD para las cadenas &. Las cadenas o y 3 generan la Hb A, que
conforma el 97% de la Hb total circulante desde los 6 meses de vida. La combinacion de las
cadenas a y & dan lugar a la Hb A,, que representa de un 2-3% de la Hb total circulante. El
resto corresponde a la expresion residual de los genes que codifican para las cadenas y para

la formacion de HbF con valores inferiores a 2 % [4].

La hemoglobina fetal (HbF), que tiene més afinidad por el oxigeno que la HbA, representa
un 80% del contenido hemoglobinico de un recién nacido. En condiciones normales este
porcentaje decrece hasta un 5% en los primeros 6 meses y a los 10 meses el bebé tiene los
porcentajes hemoglobinicos de un adulto [2].



Existen dos grupos de genes que codifican para las hemoglobinas: los genes de globina
similar a o en el cromosoma 16 (HBA1 y HBA2) y los genes similares a 3 en el cromosoma
11 (HBG1y HBGZ2). Las mutaciones en estos genes pueden causar persistencia hereditaria

de hemoglobina fetal (PHHF), hemoglobinopatias estructurales y talasemias [1].

El cambio de hemoglobina fetal a adulta esta influenciada por factores transcripcionales y
por elementos que actdan en cis. Mutaciones puntuales en uno u otro se asocian con una
mayor expresion de ese gen. El gen BCL11A, que codifica para la subunidad BCL11A,
proteina tipo dedos de zinc, es un regulador del silenciamiento de los genes que expresan
cadenas y. Por otra parte, el gen KLF1, que codifica para el factor de transcripcion eritroide
1 tipo Kruppel, también actla como represor de la expresion de los genes y. Del mismo modo
HBS1L-MYB es un locus ubicado en 6023 que se asocia con una variacién del 20-45% de
HbF [5].

La B-talasemia es una enfermedad genética autosomica recesiva causada por defectos en la
produccién de hemoglobina adulta (HbA, 02f3;). Se ha demostrado que la reactivacion de la
expresion de la globina y es una estrategia para tratar esta enfermedad. La subunidad de
hemoglobina beta del pseudogen HBBP1 esta asociada con la HbF elevada en pacientes. Se
sugiere que HBBP1 tiene un papel positivo en la expresion de globina v, esto puede ayudar
a tratar pacientes con esta condicion [6].

La leucemia linfoblastica aguda (LLA) es un trastorno hematologico derivado de la
proliferacién descontrolada de células precursoras del linaje linfoide en la médula y en sitios
extramedulares [7]. Para esta enfermedad el incremento de niveles de HbF en estos pacientes
se asocia con un buen pronostico ya que indica respuesta al tratamiento con farmacos
inhibidores de las DNMT (Azacitidine) y HDACI (Entinostat) [8]. En otro estudio llevado a
cabo por Stromper en 2019 se identificO que pacientes a quienes se les indujo elevaciéon de
HbF mediante suministracion de Decitabina lograron remision parcial o completa y
presentaban un valor de HbF mayor al 1.9%, lo cual se presenta como potencial biomarcador

para la respuesta al tratamiento [9].



Actualmente la HbF juega un papel importante en los estudios recientes para distintas
enfermedades. Al dia de hoy se desconocen los rangos de hemoglobina fetal en poblacion
pediatrica sanay por consecuencia se desconocen también las frecuencias de las variantes en
la poblacion mexicana. Es por esto que el presente proyecto plantea identificar 17 variantes

en seis regiones reguladoras para un grupo de poblacion de referencia de 73 pacientes.

1.2 Caracterizacion de la organizacion

El presente PAP se lleva 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,
institucion con mayor presencia y el mas grande en su género en América Latina, en la
atencion a la salud y proteccion de los mexicanos desde 1943. En el IMSS se combina la
investigacién y la practica médica. 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 [10].

La misién del CIBO es generar conocimientos para explicar fendmenos bioldgicos 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 difusion 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 [11].

El proyecto que se establece esta al mando de la doctora Lourdes del Carmen Rizo de la
Torre, quien es investigadora asociada de la Division de Medicina Molecular del Centro de
Investigacion Biomeédica 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 versé sobre la “Estimacion de frecuencias genotipic as

de variantes en genes modificadores de hemoglobinopatias y su relacion sobre las
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caracteristicas hematoldgicas y bioquimicas en pacientes mestizos mexicanos con talasemia

beta” en mayo de 2017.

1.3 Identificacion de la(s) problematica(s)

El presente PAP se deriva de la tesis doctoral titulada ‘“Relacion de variantes en genes
reguladores de la sintesis de gammas globinas con el aumento de hemoglobina fetal en
pacientes pediatricos del Occidente de México con Leucemia Linfoblastica Aguda”, llevada
a cabo por el doctorante Francisco Javier Borrayo LApez en junio de 2022. Pararealizar la
tesis es importante tener comparativo entre pacientes con leucemia e individuos sanos. Hoy
en dia se desconocen los rangos de la hemoglobina fetal en poblacion pediatrica sin
alteraciones hematologicas y por esto también se desconocen las frecuencias de estas
variantes en la poblacion mexicana. Este proyecto de aplicacion profesional planea
determinar si existe una relacion entre los rangos de hemoglobina fetal y la presencia de
variantes de un solo nucleétido en poblacion sin alteraciones hematologicas. Cabe mencionar
que las muestras que se analizaron durante este PAP ya tenian determinaciones previas de
los parametros hematolégicos: hemoglobina fetal (HbF), conteo de leucocitos, conteo de
eritrocitos, basofilos, eosinofilos, monocitos, neutrofilos, linfocitos, hemoglobina (Hb),
hematocrito (HTC), volumen corpuscular medio (VCM), hemoglobina corpuscular media
(HCM), concentracién de hemoglobina corpuscular media (CCMH), plaguetas, volumen
plaquetario medio (MPV).

Para este proyecto se planean identificar 17 variantes en seis regiones reguladoras en genes
modificadores de hemoglobina fetal para un grupo de poblacién de referencia de 73
pacientes. Para lograr el objetivo se realizara un proceso de PCR en tiempo real para cada
variante.

1.4. Planeacion de alternativa(s)

Existen diversas técnicas para encontrar variantes patogénicas en muestras de ADN

genomico (Tabla 1).



Tabla 1. Comparacién de técnicas de identificacion de variantes patogénicas

Técnica Caracteristicas Referencia
PCR-RFLP's La PCR-RFLP se aprovechan los sitios de restriccion | [12]
(porsussiglasen inglés de unaenzima bacteriana. Una serie de cuatro a ocho
polymerase chain reaction nucle6tidos en donde una enzima hace un corte. Una
restrictionfragmentlength sola diferencia de base puede hacer que la enzina no
polymorphism) haga el corte. Si en una seccién de ADN no existe
corte, estoresultaen un polimorfismo. Sino hay corte
resultarda como una sola banda en la electroforesis,
mientras que el corte con la enzima resultaria en dos
bandas.
PCR-ARMS (porsus siglas La técnica se basa en usar un primer especifico que | [13]
eninglés Amplification permita la amplificacion de ADN sdlo cuandoelalelo
refractory mutationsystem- | contiene la mutacién. De esta manera se puede tener
Polymerase chainreaction) un resultado positivo de amplificacién sé6lo cuando
existe la variacion que se busca.
Secuenciacion La secuenciacion de ADN permite conocer elordende | [14]
los nucleétidos de un fragmento de ADN provenientes
de una PCR. Para este proceso se necesitan
nucleétidos modificados (ddNTPs con marcaje
fluorescente); los cuales producirdn cadenas de ADN
en diferentes longitudes, posteriormente seran
separados por tamafio utilizando electroforesis.
gRT-PCR Este método mide la acumulacion de productos de | [15]
(quantitative Real Time - PCR a través de una sonda fluorogénica de doblke
PCR) marca. A diferencia de otros métodos de PCR no
requiere manipulacién posterior de las muestras, lo
que daensayos mas rapidos y con mayor rendimiento,
aunque con mayor costo que otros.

Parael presente proyecto se planea utilizar la técnica de PCR en tiempo real para la deteccién
de las 17 variantes en 73 pacientes. Se opta por esta técnica ya que se tiene el equipo y los
reactivos necesarios para realizarla. Este método, a diferencia de otros métodos de PCR, no
requiere manipulacion posterior de las muestras, lo que da ensayos mas rapidos y con mayor

rendimiento, aunque con mayor costo que otros [16].

Parala PCRen tiempo realse utiliza una sonda de oligonucleétidos de tecnologia TagMan®,
que contiene un colorante fluorescente informador en el extremo 5° y uno extintor en el
extremo 3’. Mientras la sonda no hibrida el colorante extintor reduce la fluorescencia emitida
por el colorante informador utilizando la transferencia de energia de resonancia de
fluorescencia (FRET). Una vez que la sonda hibrida con la secuencia de ADN, la actividad
de la DNA polimerasa retira extintor y esto aumenta la fluorescencia, en cadaciclo se separan

moléculas de colorante informador de la sonda lo que aumenta la intensidad de la

10



fluorescencia [17]. Para llevar a cabo cada reaccion es necesario agregar agua grado biologia
molecular, una sonda especifica que contenga los alelos diana (silvestre, polimorfico), ADN
molde y PCR master mix (Taq polimerasa, dNTPs, MgCl, y buffer de reaccién) [18].

El plan de trabajo del proyecto se presentaenla Tabla 2). En ella se muestran las actividades
a realizar, los recursos y el tiempo necesario para completarlas, de igual manera la semana

en la que se concretaran.

Tabla 2. Actividades previstas para la realizacion del proyecto

Semana 5
Semana 9

Revision y actualizacion de
bibliografia y redaccion de |TI,

proyecto. AL

Identificacion de muestras y |BD,
elaboracion de base de datos PC

Seleccion de muestras y BD
elaboracion de las diluciones de ?
ADN gendémico. TI
Identificacién de variantes en pp
genes modificadores  de TC
hemoglobina fetal mediante ’
PCR en tiempo real I
Validacién y analisis de PC,
resultados AL
Elaboracion de productos PC,
(gréficos, tablas, modelos TI
explicativos, modelos AI:
predictivos)

Presentacion de resultados ante PC
personal y estudiantes de la ’
Division de Medicina

Molecular del CIBO AL

Planeacién de la Presentacién  |PC,
Final TI

La Tabla 3 muestra el significado de las abreviaturas utilizadas para referir los recursos

necesarios de cada actividad previamente planteada.
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Tabla 3. Significadode las abreviaturas utilizadas para identificar los recursos enel cronograma

Recursos Utilizados
Abreviatura Significado

PC Equipo de computo personal
BD Banco de ADN
AL Asesoria Dra. Lourdes Rizo
TI Trabajo Individual
TC Termocilcador
RP Reactivos PCR

1.5. Desarrollo de la propuesta de mejora

Para llevar a cabo el proyecto se utilizé la técnica de PCR en tiempo real, la cual consiste en
utilizar unpar de sondas TagMan® una marcada con el fluorocromo VIC y otra FAM
(correspondientes cada una a un alelo especifico: silvestre o polimorfico) en el extremo 5
ambas con un apagador en el extremo 3". Cuando la sonda hibrida con el DNA diana la
actividad de la polimerasa retira al apagador del extremo 3"permitiendo que este emita un
haz de luz en respuesta a la excitacion por luz lo que indica una amplificacién positiva para
dicha sonda [17].

Para cada reaccion se agregd agua grado biologia molecular, una sonda especifica para la
variante que se busca (que contenga los dos alelos, silvestre y polimérfico), ADN molde y

PCR master mix (Taq polimerasa, dNTPs, MgCl, y buffer de reaccion) [18].

Para lograr genotipificar las 73 muestras de ADN se utilizd una placa oOptica de la marca
Applied Biosystems con 96 pocillos de 0.1 mL cada uno. Se trabajo dentro de una campana
de flujo laminar, con gradillas frias y con la luz apagada debido a que la sonda es fotosensible
y termolabil. A cada pocillo se le agregaron 3 pL de agua grado biologia molecular, 4 uL de
Genotyping Master Mix de la marca Applied Biosystems, 0.2 uL de la sonda TagMan (Tabla
4) y 1 uL del ADN del paciente; dando un total de 8.2 uL de reaccion por pocillo (figura 3).
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Tabla 4. Sondas TagMan utilizadas para lagenotipificacion de los pacientes de referencia

BCL11A rs6706648 C>T Intrénica | C_2069773_10
rs4671393 A>G Intrénica | C_25926414_10
rs4895441 A>G Intergénica| C_3119890_10
rs766432 C>A Intrénica | C_1025980_10
rs11886868 C>T Intrénica | C_11363852_10
rs7557939 G>A Intrénica | C_2069774_10
rs1427407 T>G Intrénica | C_8899456_10
HBS1L-MYB | rs7599488 C>T Intrénica |C_189382502_10
rs7776054 A>G Intergénica| C_29432461_10
rs28384513 T>G Intergénica Custom
rs9399137 T>C Intergénica| C_30488126_20
rs9402686 G>A Intergénica| C_2737531_10
rs1320963 A>G Intergénical C_9676658_10
KLF1 rs3817621 G>C Upstream | C_3281953_10
HBG2 rs7482144 C>T Promotor Custom
HBG1 rs368698783 G>A Promotor Custom
HBBP1 rs10128556 C>T Intrénica | C_30114237_10

Figura 3. Preparacion de las reacciones en placa dentro de campana de flujo laminar.



Una vez lista la reaccién para la genotipificacion, se cubrieron los pocillos de la placa con
las tapas opticas (figura 4), y se introdujo en el termociclador 7500 Fast Real-Time PCR
System marca Applied Biosystems (figura 5). La informacion de cada sonda se cargo
previamente en la computadora del termociclador, de modo que al ingresar cada placa se

selecciona la sonda con la que se trabaja para que comience el proceso de PCR (figura 6).

Figura 4. Placa con tapas opticas

Figura5. Termociclador 7500 Fast Real-Time PCR System marca Applied Biosystems
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Manager

Figura 6. Seleccion de sonda para PCR en tiempo real

Se corrio el programa de AD (Allelic Discrimination) y AQ (Allelic Quantification) para cada
Variante. El programa de AD nos indica la distribucion de las muestras que se introdujeron
de acuerdo al genotipo presente. Se agrupan los homocigotos silvestres en el eje X, los
homocigotos mutados en el eje Y, los heterocigotos entre estos dos grupos Yy los indefinidos

se muestran con una “X” (muestras que no amplificaron o el blanco sin ADN) (figura 7).

Figura?. Distribucién de las muestras en Allelic Discrimination (AD). Homocigotos silvestresen el eje X
en rojo. Homocigotos mutados en el eje Y en azul. Heterocigotos entre los homocigotos en color verde
militar. Muestras indefinidas o blanco de ADN se muestra con una “X”.
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En el programa de AQ, se presentan resultados dependiendo de la amplificacion de la
muestra. Las etiquetas VIC y FAM indican la amplificacion del alelo porlimérfico o silvestre
segun la sonda. Cuando amplifica s6lo VIC (curva color verde), se interpreta que esamuestra
de ADN sélo contiene alelos silvestres o mutados (homocigoto) dependiendo la sonda con la
que se esté trabajando (figura 8a). Lo mismo cuando so6lo amplifica FAM ( curva color rojo),
se interpreta como homocigoto (figura 8b). Por otro lado, cuando ambas curvas VIC y FAM
(curvas color roja y verde, respectivamente) se amplifican, se interpreta como un

heterocigoto (contiene ambos alelos) para esa variante (figura 8c).

|

T

S |

R e Tl 1

Figura 8a. AQ amplifiacion de VIC. Se muestra solo la amplificacion de la curva
verde que representa VIC. Por lo que seria considerado como un homocigoto.
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Figura 8b. AQ amplifiacion de FAM. Se muestra solo la amplificacion de la curva
roja que representa FAM. Por lo que seria considerado como un homocigoto.
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Figura 8c. AQ amplifiacién de VIC y FAM.
Se muestra solo la amplificacion de la curva roja y verde que representa FAM y
VIC respectivamente. Por lo que seria considerado como un heterocigoto.
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Al interpretar los resultados de la PCR en tiempo real se lograron genotipificar 73 muestras

de pacientes para 17 variantes en seis regiones reguladoras de la hemoglobina fetal.

1.6. Valoracion de productos, resultados e impactos

La experiencia PAP me permitid explorar el area de investigacion, poner en practica mis
conocimientos teodricos para resolver problematicas reales que me ocurrieron durante el
semestre y aprender de las resoluciones. Me permitio, ademas, lograr los objetivos planteados
y poder aportar a la toma de decisiones del proyecto de manera respetuosa y aprender de mis

propios errores.

Se obtuvieron resultados valiosos ya que se logré el tamizaje de 17 variantes para 73
pacientes que servira como grupo de referencia cuando se estudien enfermedades en las que
la hemoglobina fetal es un parametro hematologico de interés como anemias de células
falciformes y betatalasemias. De igual manera se reportaron por primera vez frecuencias de
las 17 variantes para poblacion mexicana sin una patologia.

Se contempla que en la siguiente etapa del proyecto se podria aumentar el tamafio de muestra,
asi como incluir individuos adultos sanos. También seria asi como analizar la distribucion de

estas frecuencias por regién y ascendencia de la poblacion estudiada.
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1.8. Anexos generales

Tabla 5. Comparacién de medianas y rangos de parametros hematolégicos entre hombres y mujeres.

Total Hombres Mujeres
n=73 n=45 n=28
Mediana Rango Mediana Rango Mediana Rango
Edad (afios) 9 45-14 9 4.5-135 10.5 4.25-15
HbF (%) 1.48 0.99 -2.11 153 111-1.97 1.46 0.82-2.32
Leucocitos 6880 5540-8370 6880 5350-8400 6660 5587.5-8232.5
(cel/luL)
Eritrocitos 4.77 4.47-5.10 4.79 4.55-5.08 4.66 4.33-5.02
(millones/pL)
Hb (g/dL) 13.6 12.55-14.6 135 12.55-14.85 13.95 12.1-14.53
HTC (%) 40.7 36.95-43.75 40.5 36.95-44.1 40.09 37.08-43.28
\VVCM (fL) 85 81.7-89 84.1 79.7-88.5 86.7 82.6-91.93
HCM (pg/cel) 28.8 27.55-29.75 28.7 27.35-29.6 289 27.75-31.13
CCMH (%) 335 32.9-34.55 337 33-34.55 33.35 32.73-34.65
Plaguetas 274 206-324 278 215-324 269.5 184-327.75
(miles/uL)
VPM (fL) 94 8.75-10.5 94 8.8-10.6 9.35 8.55-10.43
Neutrdfilos 3096 2510.5-3963.5 3067 2331.5-3826 3229 2768.75-4625.25
(cel/uL)
Linfocitos 2440 2032-3306.5 3030 2065-3529 2284 1913.75-2995.75
(cel/uL)
Monocitos 457 342-652 510 352-693.5 421.5 328-573
(cel/uL)
Eosindfilos 213 121.5-394 237 140.5-392.5 178 102.5-451.5
(cel/uL)
Basdfilos 19 0-40 20 0-40 0 0-315
(cel/uL)

HbF: hemoglobina fetal; Hb: hemoglobina; HTC: hematocrito; VCM: volumen corpuscular medio; HCM:
hemoglobina corpuscular medio; CHCM: concentracién hemoglobina corpuscular medio; VPM: volumen
plaquetario medio; DE: desviacidn estandar.

Por medio de una prueba variantes independientes por U de Mann-Whitney se demostrd que

no existe diferencia significativa entre las medianas de hombres y mujeres para todas las

variables.
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Tabla 6. Tabla de frecuencias genotipicas

wit/wt wt/mut mut/mut MXL
(frecuencia) (frecuencia) (frecuencia) wt mut
rs6706648 C>T 48 (0.66) 24 (0.33) 1(0.01) 0.96 0.04
rs4671393 A>G 2(0.03) 25 (0.34) 46 (0.63) 0.76 0.24
rs4895441 A>G 48 (0.66) 23 (0.31) 2(0.03) 0.79 0.21
BCL11A 1S 766432 C>A 1(0.01) 23 (0.32) 29 (0.67) 0.25 0.75
rs11886868 C>T 26 (0.36) 38 (0.52) 9(0.12) 0.62 0.38
rs 7557939 G>A 26 (0.36) 38 (0.52) 9(0.12) 0.62 0.38
rs1427407 T>G 4 (0.06) 20 (0.27) 49 (0.67) 023 077
rs9399137 C>T 53 (0.73) 18 (0.25) 2(0.03) 0.85 0.15
rs9402686 A>G 48 (0.66) 23 (0.32) 2(0.03) 0.84 0.16
HBS1L rs 7776054 T>G 54 (0.74) 18 (0.25) 1(0.01) 0.79 0.21
-MYB rs7599488 T>C 0 (0.00) 54 (0.74) 19 (0.26) 0.45 0.55
rs28384513 G>A 39 (0.53) 31 (0.43) 3(0.04) 0.80 0.20
rs1320963 A>G 25 (0.34) 41 (0.56) 7(0.10) 0.59 0.41
KLF1 rs3817621 G>C 47 (0.64) 24 (0.33) 2(0.03) 079 021
HBG2 rs 7482144 C>T 48 (0.66) 25 (0.34) 0 (0.00) 080 020
HBG1 rs368698783 G>A 48 (0.66) 25 (0.34) 0 (0.00) 0.81 0.19
HBBP1  rs10128556 C>T 47 (0.64) 23 (0.32) 3(0.04) 081  0.19
Tabla 7. Tabla de frecuencias alélicas
MXL
wt mut wit mut
rs6706648 * C>T 0.82 0.18 0.96 0.04
rs4671393 * A>G 0.20 0.80 0.76 0.24
rs4895441 A>G 0.82 0.18 0.79 0.21
BCL11A 1S 766432 C>A 0.17 0.83 0.25 0.75
rs11886868 C>T 0.62 0.38 0.62 0.38
rs 7557939 G>A 0.62 0.38 0.62 0.38
rs1427407 T>G 0.19 081 0.23 0.77
rs9399137 C>T 085 0.15 0.85 0.15
rs9402686 A>G 0.82 0.18 0.84 0.16
HBS1L 1S 7776054 T>G 0.86 0.14 0.79 0.21
-MYB rs7599488 T>C 0.37 0.63 0.45 0.55
rs28384513 G>A 0.75 0.25 0.80 0.20
rs1320963 A>G 0.62 0.38 0.59 041
KLF1 rs3817621 G>C 0.81 0.19 0.79 021
HBG2 rs7482144 C>T 0.83 017 0.80 0.20
HBG1 rs368698783 G>A 083 017 0.81 0.19
HBBP1 rs10128556 C>T 0.80 0.20 0.81 0.19

*Diferencias significativas en frecuencias alélicas entre poblaciones utilizando la prueba x? (p<0.05)
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Comparacion de las frecuencias determinadas por PCR entiempo real de la poblacién de 73
individuos sanos contra las frecuencias reportadas de poblacion en Los Angeles, California

con ascendencia mexicana (MXL).

La comparacién entre genotipos y porcentaje de HbF se realizd mediante las pruebas de
comparacion de medianas Kruskall Wallis para comparar los tres genotipos (wt/wt, wt/mut
y mut/mut) y se analizaron por U de Mann Whitney al agruparse por modelo dominante
(wt/mut + mut/mut vs wt/wt). No se observé asociacion entre alguna de las variantes en genes
modificadores con el porcentaje de HbF en individuos sin alteracion hematologica del

occidente de México.

Posteriormente se analizd si existe diferencia entre los parametros hematologicos de acuerdo
con el genotipo para cada variante, a continuacion se muestran mediante graficas aquellos

pardmetros en los que se observo diferencia significativa p<0.05.

Median Neutrdfilos
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Figura 9. Grafica de comparacion de medias de neutrofilos
con base en precencia del SNV (rs4895441) en gen BCL11A

La mediana para la variante es de 3573.0 cel/uL con un rango intercuartilar de 2953.0 — 4455.0 cel/uL. La
media para la variante silvestre es de 2890.0 cel/uL con un rango de 2391.3 — 3624.3 cel/uL.
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Figura 10. Gréfica de comparacion de medias de basofilos
con base en precencia del SNV (rs4895441) engen BCL11A

La mediana para la variante es de 36.0 cel/uL con un rango de 0.0 — 60.5 cel/uL. La media para la variante
silvestre es de 0.0 cel/uL con un rango de 0.0 — 33.0 cel/uL.
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Figurall. Grafica de comparacion de medias de plaquetas
con base en precencia del SNV (rs1427407) engen BCL11A

La mediana para la variante esde 265.0 cel/pLcon un rangode 199.5—320.5 cel/uL. La media para la variante

silvestre es de 371.5 cel/uL con un rango de 320.8 — 573.0 cel/uL.
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Figura12. Grafica de comparacion de medias de HCM
con base en precencia del SNV (rs9399137) en gen HBS1L-MYB

La mediana para la variante es de 29.6 cel/uL con un rango de 28.7 — 31.1 cel/uL. La media para la variante
silvestre es de 28.5 cel/uL con un rango de 27.4 — 29.4 cel/pL.
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Figura 13. Grafica de comparacion de medias de basofilos
con base en precencia del SNV (rs9399137) en gen HBS1L-MYB

La mediana para la variante es de 34.0con un rangode 2.5—60.8 cel/pL. La media para la variante silvestre es
de 0.0 cel/uL con un rango de 0.0 — 39.5 cel/uL.
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Figura 14. Grafica de comparacion de medias de neutrofilos
con base en precencia del SNV (rs9402686) en gen HBS1L-MYB

La mediana para la variante es de 3573.0 cel/uL con un rango de 2953.0 — 4455.0 cel/uL. La media para la

variante silvestre es de 2890.0 cel/uL con un rango de 2391.3 — 3624.3 cel/uL.
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Figura 15. Gréfica de comparacion de medias de basofilos
con base en precencia del SNV (rs9402686) en gen HBS1L-MYB

La mediana para la variante es de 36.0 cel/uL con un rango de 0.0 - 60.5 cel/uL. La media para la variante
silvestre es de 0.0 cel/uL con un rango de 0.0 — 33.0 cel/puL.
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Figura 16. Grafica de comparacion de medias de baséfilos
con base en precencia del SNV (rs7776054) en gen HBS1L-MYB

La mediana para la variante es de 36.0 cel/uL con un rango de 10.0 — 61.0 cel/uL. La media para la variante
silvestre es de 0.0 cel/uL con un rango de 0.0 — 39.3 cel/uL.
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Figura 17. Gréfica de comparacion de medias de plaquetas (cel/pL)
con base en precencia del SNV (rs28384513) en gen HBS1L-MYB

La mediana para la variante es de 260.5 cel/pLcon un rangode 201.0— 289.0 cel/uL. La media para la variante

silvestre es de 302.0 cel/pL con un rango de 201.0 — 342.0 cel/pL.
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2. Productos

Producto 1

Nombre y codigo del PAP

4G03 Programa de Apoyo a Centros de
Investigacion Externos II

Nombre del proyecto

Identificacion de variantes en genes
modificadores de hemoglobina fetal en
muestras de individuos de poblacién general

del occidente de México.

Descripcion (qué es, para quién se realizd y

para qué es):

Tamizaje de las 17 variantes y parametros
hematologicos del los 73 individuos sin
alteracion hematolégica. Realizada para el
Centro de Investigacion Biomédica de
Occidente del IMSS en el cual se dirigié un
proceso de PCR en tiempo real para la
deteccion de las 17 variantes en 73

pacientes.

Autores:

Abril Ixchel Mufioz Zufiga

Tabla 8. Parametros hematoldgicos y genotipificacion de 73 pacientes para grupo de referencia

LEUCOS ERITOCITOS
EDAD SEXO HbF% cel/ul millones/puL Hb g/dL HTC% VCMAL HCM pg/cel CCMH%

6 M 1.85 5300 4.68 12.5 36.3 78 26.7 34.4
2 M 1.83 12400 4.72 14.2 42.1 89 30.1 33.7
13 M 1.69 9700 4.58 13.3 39.7 87 29 13.5
14 M 1.33 7300 4.65 14.5 43.1 93 31.2 33.6
8 M 0.83 8400 4.62 13.3 40.7 88 28.8 32.7
15 M 1.12 8900 5.38 16 47.1 88 29.7 34

16 M 1.35 6900 5.01 14.4 44.5 89 28.7 32.4
3 F 3.3 7400 4.33 11.8 35.9 83 27.3 32.9
9 M 1.1 3600 4.86 11.4 36.3 75 23.5 31.4
10 F 2.3 8800 3.06 10.7 33.9 111 35 31.6
12 M 2.28 7800 4.85 14.1 42.1 87 29.1 33.5
2 M 2.55 10500 4.46 12.7 37.7 85 28.5 33.7
14 F 1.44 5500 4.64 15.2 52.8 92 32.8 35.5
2 M 1.68 6900 4.77 11.8 35.6 74.6 24.7 33.1
12 M 1.04 8400 5.4 15.4 44.1 82 28.5 34.9
5 M 1.15 10100 4.68 12.6 36.7 78 26.9 34.3
6 M 0.96 6300 4.12 10.9 33.6 82 26.5 32.4
3 F 5.98 7900 4.43 11.7 35.4 80 26.4 33.1
16 M 2.8 5000 5.12 15.12 44.1 86 29.7 34.5
14 M 3.2 5400 5.19 15.5 45.5 88 29.9 34.1
2 M 1.86 7900 4.92 13.7 39 79 27.8 35.1
11 F 1.65 3190 4.67 13.5 41.2 88.2 28.9 32.8
10 M 1.54 7250 4.94 13.9 41.5 84 28.1 33.5
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Documento de Excel completo: https://iteso01-
my.sharepoint.com/:x:/g/personal/ib718868 iteso mx/EThdbTWI1dJtBiG1SepUidlUBKKX
Y6RYOXAKy3MIUegyDIw?e=NoP 80X

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

Parami fue impactante ver distintas realidades. Yaque de primera mano me tocé vivir el reto
que representa la escasez de recursos en este centro de investigacion. De igual manera fue
fuerte enterarme que el IMSS no dispone de los farmacos suficientes para tratar distintas
enfermedades. Me senti impotente al no poder hacer nada frente a estas situaciones y saber
que solo pude contribuir con el trabajo que me toco realizar. Espero algun dia con lo que se
y con los 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.

3.2 Aprendizajes logrados

Logré desarrollarme de manera personal, el sensibilizarme frente a la realidad que se vive
dia con dia en el servicio de salud mexicano. Consegui vivir un poco también Ila
responsabilidad de tener que realizar las pruebas PCR de una manera profesional, cuidadosa
y ética. Fue mi primer acercamiento a un equipo laboral de trabajo, aprendi a desarrollarme
en grupo y a trabajar por un propdsito en comun. Me senti 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 el genotipificar
una poblacion de referencia. Asimismo, me integré bien con mi grupo de trabajo y logré

formar relaciones que conservaré para toda la vida, me llevo una muy bonita experiencia.
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3.3 Inventario de competencias Inicial (ingreso del PAP) e Inventario de

competencias Final (salida al PAP).

En color verde: Competencias nuevas

En color azul: Competencias potencializadas

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

Conocimientos

Competencia Evidencia Relevancia/Fortaleza*
Conocimientos | Realice mi PAP Podria aportar un
de PCR anterior con disefio de PCR que

ARMS-PCR en | ayude a estandarizar
la cual el proceso de
estandarice la identificacion de las
técnica diferentes variantes
en la poblacion a
Aprendi a estudiar.

realizar PCR en
tiempo real que
hizo este
tamizaje mucho
mas sencillo

Eficientiza el trabajo

Conocimientos
sobre las
variaciones
genéticas

Ademas de mis
conocimientos
eneltema
gracias alas
clases del
ITESO el PAP
pasado pude
trabajar en esta

Poder interpretar
resultados y entender
el proceso que se
lleva a cabo para
identificar las
variantes en cuestion

rama de mi
carreraen el
CIBO
En escrituray Clases de COE | Para poder redactar
redaccion y experiencia un RPAP a la altura
previa del proyecto
redactando un
RPAP anterior
Analisis de Se incluyd el Ahora tengo mas
perfiles perfil conocimientos

hematologicos

hematologico
de los
pacientes en el
mismo excel
gue el tamizaje

cuando se trata de
enfermedades que
tengan relacion con
los niveles
hematoldgicos de los
pacientes.
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Utilizar equipo
de laboratorio

10 semestres
en diferentes
asignaturas
utilizando
material de
laboratorio
correctamente y
una experiencia
previayaen el
laboratorio del
CIBO

Poder llevar a cabo
los procesos
necesarios para la
identificacién de
dichas variantes.

con las cosas
que se me
solicitan

Trabajo en Proyectos en Podre colaborar con
equipo equipo responsabilidady de
realizados en una manera amena
multiples con el estudiante de
§ ocasiones en el doc'ForaiJIo con elque
s ITESO realizaré el proyecto
S Calculos de 10 semestres Poder prepararlos
£ reactivos y en diferentes reactivos necesarios
concentraciones | asignaturas para los pasos
utilizando estos | necesario al llevar a
calculos cabo un proceso en
el laboratorio
Liderazgo Suelo liderar los | Puedo llevar a cabo
equiposenlos | lasriendasde un
m que pertenezco | proyecto ya sea sola
9 0 en equipo
2 | Responsabilidad | Cumplo en El trabajo que realice
g tiempoy forma | serade calidady

pueden confiarme
proyectos
importantes

30



Iniciativa

Intento ver que
se necesita
despuésy
puedo ir
llevandolo a
cabo sin
necesidad de
gue lo pidan

Llevar a cabo mis
actividades de forma
mas rapida y eficiente

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 entender los pardmetros hematologic os

de los pacientes. Pero sobre todo pude trabajar muy bien en equipo para lograr un mismo

objetivo.
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