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REPORTE PAP

Presentacion Institucional de los Proyectos de Aplicacion Profesional

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

reales donde comparten saberes.

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

retos del entorno (Aplicacion Profesional).

El PAPes un proceso acotado en el tiempo en que los estudiantes, los beneficiarios externos
y los profesores se asocian colaborativamentey en red, en un proyecto, e incursionan en un
mundo social, como actores que enfrentan verdaderos problemas y desafios traducibles en
demandas pertinentes y socialmente relevantes. Frente a éstas transfieren experiencia de

sus saberes profesionales y demuestran que saben hacer, innovar, co-crear o transformar

en distintos campos sociales.

El PAP trata de sembrar en los estudiantes una disposicion permanente de encargarse de la

realidad con una actitud comprometida y ética frente a las disimetrias sociales. En otras

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

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

este y la valoracion de las incidencias en el entorno.



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

El tercer componente es la reflexion critica y ética de la experiencia, el reconocimiento de

las competencias y los aprendizajes profesionales que el estudiante desarrolld en el

transcurso de su labor.



Resumen

El presente PAP con codigo 4G03 Programa de Apoyo a Centros de Investigacion Externos
| y titulado Asociacion de Variantes en los Genes ABCG2 y SLC2A9 con Niveles de Acido
Urico Sérico y Estrés Oxidativo en Pacientes Mexicanos con Enfermedad Renal Diabética
en el CIBO, Guadalajara Jalisco, tuvo como objetivo general analizar la relacion las
variantes rs2231142 (del gen ABCG2) y rs1143634 (del gen IL1B) con la hiperuricemia,
factor de riesgo para la enfermedad renal cronica. Paraello se realizd una genotipificacion
de 374 muestras de pacientes con diabetes mellitus a través de técnicas de reaccion en cadena
de la polimerasa, para determinar las frecuencias alélicas y genotipicas, y evaluar su
asociacion con las concentraciones de acido Urico y con otras variables de interés para la
valoracion del estado clinico de las personas con diabetes. Se encontré que la variante
rs2231142 (del gen ABCG2) y rs1143634 (del gen IL1B) no se asociaron significativame nte

con la hiperuricemia.

Finalmente se realizd como producto final una hoja de trabajo en el programa de Excel en
forma de plantilla en la cual es posible realizar un vaciado de datos a partir de codigos. Esta
plantilla servira para calcular las frecuencias alélicas y genotipicas de variantes genéticas que
se deseen analizar y para reducir riesgos de errores de captura de los datos generados en

experimentos fututos.

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 PAP se lleva cabo en el Centro de Investigacién Biomédica de Occidente (CIBO)
perteneciente al Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS), dentro de la division de

Medicina Molecular. El proyecto experimental forma parte de la investigacion titulada



“Asociacion de Variantes en los Genes ABCG2 y SLC2A9 con Niveles de Acido Urico Sérico

y Estrés Oxidativo en Pacientes Mexicanos con Enfermedad Renal Diabética”.

La investigacion previamente mencionada tiene como propésito analizar la asociacion de
variantes en los genes ABCG2 y SLC2A9 con los niveles de acido Urico sérico y de estrés
oxidativo en pacientes mexicanos con enfermedad renal diabética, especificamente las
variantes para el gen ABCG2 son rs2231142, rs10011796, rs2054576 y rs2231137 vy las
variantes para el gen SLC2A9 son rs3775948, rs1014290, rs11722228 y rs7678287. La
investigacion es el protocolo de tesis de Gloria Elizabeth Vazquez Rivera, alumna del
Doctorado en Genética Humana y quien actualmente lo esta realizando bajo la direccién del
Dr. Francisco Mendoza Carrera.

En el presente PAP, que es continuacion de la investigacion de doctorado, es un proyecto
experimental que tiene como objetivo general analizar la relacion la variante rs2231142 (del
gen ABCG2) y rs1143634 (del gen IL1B) con la presencia de hiperuricemia, factor de riesgo

para la enfermedad renal crénica.
Para lograrlo, se tienen como objetivos especificos:

e Realizar una amplificacién por medio de técnica reaccion en cadena de la polimerasa
(PCR), de muestras de acido desoxirribonucleico (ADN) pacientes con diabetes tipo
2.

e Visualizar los productos de PCR mediante la técnica de electroforesis en gel de
poliacrilamida y tincion con nitrato de plata.

e Realizar un corte enzimatico de los productos de PCR con la enzima de restriccion
Taql

e Identificar los cortes realizados en el producto de PCR, por medio de electroforesis

en gel agarosa y tincién con el colorante fluorescente SYBR greenMR,

1.1 Entendimiento del ambito y del contexto

Los rifiones ayudan a mantener en equilibrio las concentraciones de sodio, potasio y calcio

en el cuerpo, ya que son los 6rganos encargados de remover los desechos y exceso de agua



de la sangre en forma de orina. El proceso para lograrlo comienza en los tubos renales que
se conectan a cada rifién. La orina recorre los rifiones para pasar después a la uretra y
finalmente a la vejiga; la orina se almacenard en esta Gltima hasta que se retire del cuerpo
[1]. Cuando los rifiones dejan de realizar sus funciones se conoce como enfermedad renal
crénica (ERC), la cual puede causar una concentracion perjudicial de desechos dentro del
cuerpo. Como su nombre lo indica, es una pérdida cronica porque se desarrolla de manera

paulatina [2].

Cuando una persona padece ERC, el &cido Urico se acumula también en la sangre generando
hiperuricemia. El acido Urico es el Gltimo producto de las purinas en el metabolismo humano
y, se forma a través de la enzima xantina oxidasa, la cual oxida a las oxipurinas [3]. Dentro
del intestino la proteina ABCG2 (que codifica parael gen del mismo nombre), es responsable
de secretar 4cido Urico en la orina. Por su parte el gen ABCG2 pertenece a un grupo llamado
ATP binding cassette, esta familia proporciona instrucciones para hacer proteinas que

transportan moléculas a través de las membranas celulares [4].

Se han realizado varios estudios en poblaciones asiaticas respecto a las implicaciones de la
variante genética rs2231142 del gen ABCG2 en el aumento de &cido Urico en el cuerpo. Uno
de ellos analiz6 a 25,245 pacientes con hiperuricemia y determind que la presencia del alelo
T, muestra una asociacion significativa con el padecimiento tanto en hombres como mujeres.
Ademas, se logro identificar los efectos de la relacion significativa entre el indice de masa

corporal alto y los pacientes que presentaban la variante [5].

Por su parte la variante rs1143634 ha mostrado una asociacién con estrés oxidativo,
enfermedad de Alzheimer, cancer cervical, Artritis Reumatoide y diversos padecimientos.
Sin embargo, aun no se tiene registro de su posible relacion con hiperuricemia o enfermedad
renal [6].

En México no se han realizado estudios similares, pese a tener un porcentaje alarmante de
diabetes en adultos y nifios mexicanos. La investigacion realizada por la estudiante de
doctorado Gloria Elizabeth Vazquez Rivera comenzd en marzo del afio 2019 y se estima que
concluira a finales del afio 2023. El enfoque de la investigacion partié del interés de Gloria

en la nutricion y sus implicaciones en el metabolismo. Poco a poco comenzo a especificarlo



en alimentos que generaran hiperuricemia y con ello las implicaciones del &cido Urico en el
organismo. Fue asi como con la ayuda del doctor Francisco Mendoza lograron definir el
proposito de la investigacion, la cual pretende obtener un panorama respecto a las

implicaciones genéticas de la enfermedad renal cronica.

Por otra parte, los retos que ha enfrentado la doctorante Gloria Elizabeth Vazquez durante el
proceso de experimentacion consisten principalmente en la poca disposicion de recursos
como equipos, materiales y reactivos. Ademas, una de las grandes problematicas que ha
rodeado no solo asu proyecto, sino al CIBO de manera general es el recorte en el presupuesto

destinado a investigaciones.

1.2 Caracterizacion de la organizacion

El Centro de Investigacion Biomédica de Occidente (CIBO) es parte del Instituto Mexicano
del Seguro Social (IMSS) y se localiza en la calle Sierra Mojada con nimero 800 en la colonia
Independencia Oriente en Guadalajara Jalisco. Esta a cargo de la Doctora en Ciencias Blanca
Torres Mendoza, y consta de cinco divisiones principales: Genética, la cual cuenta con once
investigadores; Inmunologia, con seis investigadores; Investigacion Quirdrgica, con dos
investigadores y tres catedraticos del Consejo Nacional de Ciencia y Tecnologia
(CONACYT); Medicina Molecular, con cinco investigadores y Neurociencias, con siete
investigadores. Ademas, cuenta con un bioterio y dos laboratorios: Laboratorio de Apoyo a
la Vigilancia e Investigacion Epidemiologica y Laboratorio del Retrovirus Virus de la

Inmunodeficiencia Humana (VIH) de Noroccidente [7].

El CIBO tiene como vision ser un centro de excelencia para el desarrollo de la investigacion
para la solucion de problemas en los procesos de atencion a la salud, asi como la formacidn
de recursos humanos altamente calificados en el ambito de la investigacion cientifica
biomédica. Su misién, por su parte, es generar conocimientos para explicar los fenémenos
biolégicos a través del método cientifico, con el propdsito de entender los mecanismos de
enfermedad, desarrollar tecnologia para la aplicacion a la medicina institucional y formar
profesionales de la investigacion en salud [7]



La division de Medicina Molecular se encuentra a cargo del Doctor en Ciencias Guillermo
Moisés Zufiga Gonzalez; en ella se llevara a cabo el presente PAP con la guia del Dr.

Francisco Mendoza Carrera

1.3 Identificacién de la(s) problematica(s)

La enfermedad renal crénica (ERC) es la pérdida paulatina de la funcion de los rifiones,
organos responsables de eliminar los desechos y el exceso de agua en el cuerpo [8]. Su
diagnostico tardio, al igual que otras enfermedades cronicas no transmisibles, es uno de los
principales problemas de este padecimiento [9]. En 2017, se report6 una prevalencia de la

ERC del 12.2% en la poblacion mexicana, lo que indica 51.4 muertes por cada 100 habitantes.

Dos de las principales causas de la ERC, son la diabetes y la presion arterial alta; en México
se reportaron mas de 150 mil muertes debido a la diabetes, lo cual representa al 14% del total
de defunciones [10]. En la actualidad, cercade 6.2 millones de mexicanos con diabetes tienen
insuficiencia renal en sus distintas etapas, incluso sin saber que la padecen [9]. Si bien la
ERC puede ser terminal, si es que se diagnostica en etapas tempranas, como es el caso del

98% de personas con ERC por diabetes en México, puede ser controlable e incluso reversible

[91

Ademas de su relacion con la diabetes, se ha encontrado evidencia de la relacion de ERC con
variante genética encargadas de la sintesis de moléculas [11]. El presente PAP experimental
pretende analizar la variante rs2231142, la cual tiene implicaciones en la concentracion del
acido urico, al realizar un cambio de base citocina (C) por una base adenina (A), resultando
en un cambio en el codén codificante del aminoacido glutamina por una lisina (Q por K)
[12].

Considerando que los analisis genéticos logran predecir si existe un mayor riesgo de padecer
enfermedad renal cronica, los pacientes pueden prevenir su padecimiento mediante cambios
en su estilo de vida, asi como revisiones constantes. Si los pacientes toman responsabilidad
a partir de conocer su estado de salud, pueden detectar los estados tempranos y, por ende,
mas controlables de la enfermedad.



1.4. Planeacion de alternativa(s)

Se analizaran muestras de ADN de pacientes con ERC, asi como pacientes de referencia que

padecen diabetes. Para poder identificar las variantes genéticas rs2231142 y rs1143634 es

necesario realizar una genotipificacion para conocer y analizar el segmento de interés de

ADN de las muestras de estos pacientes. Para ello existen distintas técnicas, las cuales se

presentan en la Tabla 1.

Tabla 1. Técnicas de genctipificacion consideradas para la investigacion

Técnica de
genotipificacion Descripcion Ventajas y desventajas
PCR en tiempo | Amplifica y  simultaneamente | Permite la  deteccion vy

real

cuantifica un segmento especifico de
AD [13].

cuantificacion de ADN al
mismo tiempo, optimizando el
tiempo.

PCR RFLP

Se amplifica una secuencia de ADN
que hibrida a uno o mas fragmentos
de la digestion de la muestra ADN
después de separarse por un gel de
electroforesis [14].

Es una de las técnicas que
requiere mas tiempo y pasos,
sin embargo, es la mas
econdmica.

PCR
amplificacion

Es una amplificacion mas selectiva
del fragmento de ADN deseado
utilizando primers para determinar en
el proceso si esta conformado por un
alelo heterocigoto u homocigoto [15].

Graclas a los resultados que
presenta desde la
electroforesis, no es necesario
realizar una digestion
posterior.

Secuenciacion

Las colonias con ADN recombinante
aleatorio se recolectan, procesan vy
secuencian [16].

Pese a ser un método muy
rapido y eficiente, representa
un costo que supera el
presupuesto tanto en equipo
como reactivos para Su
realizacion.

Debido a que el centro de investigacion (CIBO) no cuenta con el equipo necesario para

realizar una técnica de secuenciacion, esta opcion fue descartada. La PCR amplificacion se
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tomo en cuenta para la genotipificacion de las muestras, sin embargo, debido a que se contaba

previamente con los reactivos para realizar PCRRFLP y PCRtiempo real, se optd por utilizar

Unicamente estas dos técnicas para la investigacion.

Para el desarrollo del presente PAP se plantea el siguiente cronograma de actividades (Tabla

2), el cual proporciona la organizacién tanto en el centro de investigacion CIBO como en la
institucion educativa ITESO.

Tabla 2. Cronograma de actividades previstas para la realizacion del PAP

" @ | Agosto Septiembre Octubre Noviembre Diciembre
E B & ol a4l | ®| x| w ©
E S o — N [sp] <t n © ~ [ee] (o)} — — — — — — —
S glelelelele|e|e|e|e|e|e|e|eleele g
zZ ‘g:’ IS < < < < < < I < < I < I < < < I
L|leE|lE|lE|lE|lE|E|E|lE|E|lE|E|E|lE]|] E| E S
[ b} (5] (b Job) (5] b} (5] (5] [ (5] [ob (5] (b (<] [ [ob
(9] (9] (9] N (9] [9p) (9] N (9] (9] (9] (9] (9] n (9] (9]
Introduccion a laboratorio 2 y
3 de la division de Medicina 0 2
Molecular
TE
PCRy digestion biologicade | EP 6
muestras 14-60 DM BS
ES
Entrega avance 1 de RPAP Cv |1
Primera presentacién con el
Dr. Francisco respecto al AC |1
polimorfismo
TE
PCRy digestion biolégicade | EP 7
muestras 61-130 DM BS
ES
Entrega avance 2 de RPAP Cv |1
Segunda presentacion con el
Dr. Francisco respecto al AC | 1
polimorfismo
Realizacion de PCR en tiempo I3
real
Entrega avance 3 de RPAP Cv |1
Registro de presentaciones Cl |1
Presentacion y correccion del
progreso RPAP al Dr. AC | 2
Francisco
Entrega avance 4 de RPAP cv |1
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Presentacion de RPAP ante

alumnos y docentes del ITESO AU | 1

Entrega final de RPAP con

L, . . Cv |1
Gltimas correcciones realizadas

A continuacion, en la Tabla 3, se presentan las abreviaturas mostradas en la Tabla 2.

Tabla 3. Abreviaturas de los recursos sefialados en el cronograma de actividades

Recursos Utilizados
Abreviatura Significado
AC Area comun de la division de Medicina Molecular
AU Auditorio ITESO a determinar
BS Bafio seco
Cl Correo Institucional
Cv Canvas ITESO
EP Electroforesis en gel de poliacrilamida
ES Electroforesis en gel de agarosa
LBII Laboratorio 11 del CIBO
LBIII Laboratorio 111 del CIBO
RF Zona de refrigeracion
TE Termociclador
™ Teams
TR Termociclador para PCR en tiempo real

1.5. Desarrollo de la propuesta de mejora

La técnica de reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica que tiene como
proposito ampliar un segmento de ADN. Cuenta con seis componentes esenciales: ADN
molde, primers modificados, desoxinucleétidos trifosfato (ANTP’s), ADN polimerasa, iones
magnesio y solucion amortiguadora. La técnica de PCR utiliza ADN polimerasa

termoestable, dos primers y ciclos de calentado y enfriamiento conocidos como termograma,

11




de la cual se hablard més a continuacion [17]. En este PAP, los ANTP’s y ADN polimerasa

se incluyeron en una mezcla maestra (Master Mix).

El método de PCR utiliza la habilidad de la ADN polimerasa para sintetizar una nueva hebra
de ADN complementaria al fragmento de ADN molde. Para comenzar a agregar los
nucleodtidos, la ADN polimerasa requiere un grupo hidroxilo preexistente (3’-OH), por ello

necesita un primer que pueda comenzar agregando el primer nucle6tido a la cadena [18].

Los primers, o también llamados oligonucle6tidos, se utilizan como cebador para la sintesis
de ADN con el ADN clonado como plantilla. Los primers funcionan como iniciadores para
la sintesis quimica de los segmentos cortos de ADN disefiados a la medida, pueden utilizarse
para introducir secuencias de reconocimiento para enzimas de restriccion, Utiles para crear
diversas moléculas de ADN recombinantes, como las fusiones entre las regiones codificantes
de dos genes diferentes o la fusién de un promotor de un gen con la region codificada de otro.
Son cruciales en la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) y, son una caracteristica
indispensable de las estrategias de secuenciacion del ADN [19]. Es necesario que uno de los
primers tenga la misma secuencia complementaria que estaraal final del fragmento que se
busca amplificar, razon por la cual son llamados primer forward y reverse para que sea
complementaria a la cadena que forma el otro [20]. En el laboratorio ambos primers se
encontraron en una misma mezcla.

Los termogramas, por su parte, constan de tres fases: desnaturalizacién, alineamiento y
extension (Figura 1). La primera fase se lleva a cabo cuando la molécula de ADN guia se
separa en dos moléculas de una sola hebra y generalmente se realiza a una temperatura de
95°C. La segunda fase ocurre cuando la base del primer modificado se empareja con la
secuencia de interés vy, se lleva a cabo a una temperatura de 55 - 68°C, aproximadamente.
Finalmente, la fase de extension se da cuando los primers alineados se extienden de acuerdo

con las hebras base y por accion de la Tag ADN polimerasa a 72°C [17].

12



Reaccion en cadena de la polimerasa - PCR
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Figura 1. Reaccion en cadena de la polimerasa.

Para la separacién y analisis de acidos nucledtidos, se utiliza la técnica de electroforesis. En
este proceso se coloca una muestra de ADN sobre un gel de agarosa o poliacrilamida v,
gracias a la carga negativa que proporcionan los grupos fosfato de la estructura de los acidos
nucleicos, las moléculas de ADN migraran a través del gel hasta el extremo positivo de la
camara de electroforesis. Para poder determinar la longitud del fragmento de ADN, se utiliza
un marcador conocido como Ruler o Escalera de una cantidad de pares de bases (bp)
especifica, este correra de manera simultadnea al fragmento de ADN, formando lineas que
indiquen la cantidad de bp que se encuentran a cierta distancia del inicio del gel. Si las
muestras presentan la longitud esperada, se considera que contienen y han amplificado la
secuencia de ADN deseada [21].

Después de la PCR, el siguiente paso sera realizar una digestion enzimatica del ADN
amplificado para identificar los alelos presentesen las muestras. Para ello se pueden utilizar

enzimas que cortan los enlaces fosfodiéster en secuencias especificas; estas se conocen como

13



endonucleasas de restriccion [22]. Durante el presente PAP se utilizé la enzima de restriccion
Taql.

Alternativamente, la genotipificacion se puede realizar por la técnica de PCR en tiempo real.
Esta permite detectar y cuantificar la cantidad de copias de ADN que se generan en cada
ciclo de la reaccion. Ademas de los primers, se incluyen dos sondas de oligonucledtidos, las
cuales son fragmentos cortos de ADN (20-40 nucledtidos) disefiadas para reconocer
variaciones especificas en el genoma. Cada sonda estd marcada con una molécula
fluorescente especifica, llamada fluor6foro. En cada ciclo de la reaccion, el instrumento o
termociclador emite un haz de luz que excita el flour6foro cuanto este se une a la secuencia
de ADN el cual, genera fluorescencia que se puede detectar a una longitud de onda especifica
[16].

Procedimiento

La metodologia que se implementd en el presente PAP consta de varias preparaciones y
pasos: PCR, gel de poliacrilamida, electroforesis, tincion del gel de poliacrilamida, digestion

enzimatica y gel de agarosa, las cuales se explican a continuacion.

Previamente a la realizacion de la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR), se contaba con
muestras de genomas (ADN) de los pacientes a estudiar, obtenidas de sangre periférica
tomadas por el personal del Instituto Mexicano del Seguro Social (IMSS). Las extracciones
de ADN fueron realizadas por la estudiante de doctorado Gloria Elizabeth Vazquez a lo largo
de su investigacion y se almacenaron a 4°C en microtubos Eppendorf de 2.0 mL. Debido a
la temperatura de almacenamiento, los tubos presentaban cierta condensacion a lo largo de
las paredes. Para incorporar la muestra correctamente, los microtubos se agitaron en vortex

y se centrifugaron a 8000 rpm por 10 segundos.

PCR en tiempo real

Para identificar la variante genética rs2231142 se utiliz6 la técnica de PCR en tiempo real.
El proceso comenzd calculando las cantidades necesarias de reactivos para analizar 100
muestras (Tabla 4); las placas de PCR cuentan con 96 pocillos, sin embargo, se considerd un

margen de error de 4 pocillos.
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Tabla 4. Preparacion de PCR

Reactivo 1X 100X
Agua 1.875 pL 187.5 uL
Master Mix 2.5 pL 250 pL
Sonda 0.125 puL 12.5 uL

Posteriormente se agregd 1 uL de cada muestra a un pocillo correspondiente, ademas de 3
controles positivos (uno para cada genotipo). Se coloco en el vortex por unos segundos y se
centrifugd a 800 rpm por 15 segundos. Finalmente se introdujo en el termociclador en tiempo

real y se dejo correr la reaccion.

PCR convencional

En cada PCR se analizaron 19 muestras de ADN, mas un control negativo. Para saber la
cantidad de reactivos necesarios, se realizaron los célculos presentados en la Tabla 4.
Después se rotularon 20 microtubos Eppendorf de 2.0 mL de acuerdo con la muestra de ADN
que analizaria cada uno, mas el control negativo que contenia Unicamente los tres primeros

reactivos presentados en la Tabla 5.

Tabla 5. Preparacién de PCR

Reactivo 1X 20X
Agua 2.5 pL 50 pL
Master Mix 5.0 uL 100 pL
Primers 0.5 puL 10 uL
Muestra de ADN 2.0 uL 0.0 uL

Por cuestiones de practicidad, se realizd la mezcla total en un microtubo Eppendorf de 2.0
mL, y posteriormente se colocd una cantidad de 8 pulL en cada microtubo de la mezcla total,
mas 2 pl adicionales de la muestra de ADN correspondiente a su microtubo. Al finalizar se
colocaron los microtubos en el Vortex y se centrifugaron a 8500 rpm por 15 segundos.
Posteriormente se trasladaron al termociclador para comenzar el proceso de PCR. Al

terminar, las muestras se almacenaron a 4°C para su uso posterior.
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Gel de poliacrilamida

De manera simultanea a la PCR, se prepard un gel de poliacrilamida. Se colocaron dos
cristales limpios y dos espaciadores en los extremos. Posteriormente se introdujeron los
cristales y los espaciadores en una bolsa de plastico cuidando de mantener el acomodo

indicado para después agregar la mezcla del gel.

Para preparar el gel de poliacrilamida se agregd a un frasco de plastico con tapa de 70 mL,
30 mL de poliacrilamida al 30% (29:1, acrilamida - bis acrilamida), 300 uL de persulfato de
amonio (PSA)y 30 uL TEMED (tetrametiletilendiamina). Se agitd la mezcla vigorosamente
y se vertié en la bolsa que contenia a ambos cristales; inmediatamente se colocé el peine de
24 espacios.

El gel se dejo polimerizar por 15 minutos, se retird de la prensa y posteriormente de la bolsa.

Después se enjuago superficialmente con agua destilada, cuidando de limpiar cada pocillo.
Electroforesis

Se colocd el gel en la camara de electroforesis y se ajustaron correctamente los costados de
los cristales en la camara, posteriormente se agregd Buffer TBE X1 hasta la marca
correspondiente. Para introducir las muestras en los pocillos se utilizd una micropipeta de 10
uL; se agregaron 5 plL de muestra en cada pocillo incluyendo el control negativo. De la misma

manera se agregaron 2 pul de ruler molecular de 100 bp, como se muestra en la Figura 2.
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Figura 2. Carga de muestras en el gel de poliacrilamida.

Una vez cargadas las muestras en el gel de electroforesis se conect6 a la fuente de poder y se
dejo correr por 40 minutos a 100 V. Posteriormente se desmont6 la camara de la fuente de
poder y el gel de poliacrilamida de la camara.

Tincién del gel de poliacrilamida

Se despegd cuidadosamente el gel de los cristales con ayuda de los separadores y se coloco
en una bandeja adecuada para tincion. Una vez acomodado completamente el gel en la
bandeja, se agregd solucion fijadora por 10 minutos y se agitd ocasionalmente, después se
decantd la solucién y se coloco en el frasco correspondiente para su reutilizacion. Enseguida
se agregd nitrato de plata por 3 minutos agitando ocasionalmente y una vez transcurrido el
tiempo se decantd la solucion y se vertio6 en el recipiente correspondiente para su
reutilizacion.

Posteriormente se realizd un lavado del gel con agua destilada durante 3 minutos mas, dentro
de la misma bandeja, se decantd el agua y se vertié en el correspondiente contenedor de
residuos. Después se agrego solucion reveladora, junto con 100 pL de formaldehido al 37%

por 2 minutos y al terminar se vertié la solucién en el contenedor correspondiente para su
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reutilizacion. Finalmente se colocd el gel en el transiluminador para su andlisis, como se

muestra en la Figura 3.

Figura 3. Gel de poliacrilamida después de electroforesis y tincion con AgNOs

Digestion enzimatica

Para saber qué muestras se analizaran en la digestion enzimatica, es necesario observar el gel
de poliacrilamida tefiido e identificar las muestras que se amplificaron en el proceso. Una
vez que se determinaron el nimero de muestras que se incluiran en la digestion, se preparo

una mezcla madre con las cantidades correspondientes (nX), como se muestra en la Tabla 6.

Tabla 6. Preparacion de digestion enzimatica

Reactivo 1X nXx
Agua 3.7 uL 3.7n uL
Solucién Buffer 1.0 uL 1.0n pL
Enzima Taq | 0.3 uL 0.3n uL
Muestra de ADN 5.0 uL
amplificado

La mezcla madre se colocd en el Vortex y se centrifugd por 15 segundos a 8000 rpm.
Posteriormente se vertieron 5 uL de la mezcla en cada microtubo Eppendorf que contenia las

muestras amplificadas de ADN restantes del proceso de electroforesis. Después se colocaron
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los microtubos en el bafio seco por 90 minutos a 65°C. Una vez transcurrido el tiempo se
retiraron las muestras del bafio seco y se trasladaron en una gradilla al gel de agarosa.

Gel de agarosa

Para utilizar la cAmara de electroforesis se prepar6 un gel de agarosa. Paraello se colocé el
molde en la posicion correspondiente y, se mezclaron en un frasco de cristal resistente a
cambios de temperatura, 0.9 g de agarosa y 25 mL de Buffer TBE. Después se coloc el
frasco cerrado en el microondas, para evitar que la mezcla se evaporara, por 40 segundos
para disolver la agarosa completamente en el Buffer TBE. Se agregaron 7.0 uL de SYBR
Safe DNA 10000X. Se dejo enfriar la mezcla durante 5minutos, aproximadamente, se vertio
en la cAmara de electroforesis y se colocaron dos peines de 10 pocillos cada uno. Se dejé

polimerizar 30 minutos.

Una vez preparado y colocado el gel, se llené la cdmara de electroforesis de Buffer TBE
hasta la linea sefalada. Después, se depositaron 7 pl de muestra con ayuda de una
micropipeta en cada pocillo, de tal manera que cada muestra a analizar se encontrara en un

pocillo diferente, como se muestra en las Figuras 4y 5.

Figura 4. Carga de muestras en gel de agarosa.
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Figura5. Gel de agarosa cargado con muestras para realizar digestién enzimatica.

Posteriormente se conectd la cAmara de electroforesis a la fuente de poder y se dejo correr
por 15 minutos a 100 V, como se muestra en la Figura 6. Al terminar el tiempo, se retird la
camara de la fuente de poder y se traslad6 el gel de agarosa al transiluminador UV para su

analisis.

Figura 6. Montaje de electroforesis ala fuente de poder.
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Resultados y analisis

PCR convencional

Para analizar las muestras de la variante rs1143634 del gen IL1B se observaron los geles de
agarosa para determinar los cortes realizados en las enzimas, y con ello los tres genotipos
posibles como se muestra en la Figura 7. Cuando se presentaban dos bandas existia la
presencia de un heterocigoto C/T, cuando la banda se ubicaba en la parte superior se
presentaba un homocigoto T/T, y cuando la banda se colocaba en la parte inferior existia la

presencia de un homocigoto C/C.

Figura 7. Gel de agarosa irradiado con luz UV en los que se muestran con productos de PCR después
de la digestion enzimatica.
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PCR tiempo real

Los resultados de la PCR en tiempo real fueron obtenidos directamente del termociclador
una vez terminada la reaccion. Para el andlisis de resultados se utilizd el programa
LightCyclerMR 96 el cual indicé los genotipos correspondientes a cada reaccion y se presenta
en la Figura 8. Los ejes del grafico representan la cantidad de fluorescencia del fluoroforo
FAM (alelo A, abscisa) o VIC (alelo C, ordenadas), mientras que las dos areas sombreadas
que parten del vértice representan los limites de confianza para cada uno de los tres genotipos
posibles. Los puntos azules representan a las muestras con genotipo homocigoto A/A; los
tridngulos en color naranja en la parte media del grafico representan muestras con el genotipo
heterocigoto C/A y los puntos verdes representan las muestras con el genotipo homocigoto
CIC.
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Figura 8. Genotipificacion para lavariante rs2231142 del gen ABCG2

Analisis de frecuencias

En total, se genotipificaron 283 y 357 muestras para las variantes rs1143634 y rs2231142,
respectivamente. Se cuantificaron los alelos Ty C, asi como Ay C en cada muestra, lo cual

se conoce como frecuencia alélica (Tabla 7).
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Tabla 7. Frecuencias alélicas y genotipicas en pacientes con diabetes tipo 2

Gen Variante Genotipo Frecuencia
IL1B rs1143634 c/C 215 (76%)
CIT 63 (22%)
TIT 5 (2%)
T 73 (12.9%)
C 493 (87.1%)
ABCG2 rs2231142 CIC 222 (62%)
CIA 115 (32%)
A/A 20 (6%)
C 559 (78.3%)
A 155 (21.7%)

Para determinar los genotipos esperados se utilizo la prueba de equilibrio Hardy-Weinberg
(EHW), la cual establece que en una poblacion lo suficientemente grande con reproduccion

sexual y apareamiento aleatorio no se presenta ningin fenémeno con suficiente impacto para
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modificar las frecuencias alélicas, las cuales se mantendran constantes en las generaciones

sucesivas [23]. Los principales supuestos para que se cumpla el EHW son:

e Los organismos diploides con reproduccion sexual y generaciones discretas
e El apareamiento entre individuos es aleatorio
e Lapoblacion es lo suficientemente grande como para despreciar el efectode la deriva

genética y de los eventos migratorios.

Si se cumplen tales supuestos y dados dos alelos A;y A, presentes en la poblacion con
frecuencias f(4,) =py f(4,) =q, donde p + g = 1, se pueden obtener las frecuencias
genotipicas de la siguiente generacion utilizando un cuadro de Punnett como se muestra a

continuacion [23]:

Hembras
A1 (p) Az(q)
Machos 4, (p) A1A1(p?) A14,(pq)
Az(q) A14,(pq) AA(q)

Figura 9. Cuadro de Punnett para analisis de frecuencias [23].

Entonces, se puede establecer que:

p>+pqg+ap+q*=1
p?+2pq+q*=1
Ecuacion 1. Equilibrio Hardy-Weinberg

Sustituyendo las variables p y g de la Ecuacién 1 por los valores correspondientes a los alelos
Ty C para la variante rs1143634 y C y A para la variante rs2231142, respectivamente, se

obtuvieron las siguientes frecuencias genotipicas:
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(0.8710)2 + 2(0.8710)(0.1290) + (0.1290)2 = 1
0.76 +0.22 + 0.02 = 1

(0.7829)2 +2(0.7829)(0.2171) + (0.2171)2 = 1

0.61+0.34+0.05=1

Estos valores se multiplican por el total de las muestras (individuos) analizadas (n = 283 para

rs1143634 y n = 357 para rs2231142), con lo que se obtienen las frecuencias genotipicas
esperadas:

IL1B rs1143634
p2:(0.76) (283) = 215
pq : (0.22)(283) = 64
p2:(0.02) (283) =5
ABCG?2 rs2231142
p2:(0.61) (357) = 219
pq : (0.34)(357) =121

p2:(0.05) (357) = 17

La comparacion de los valores observados y esperados se muestra en la Tablas 8 (para la
variante rs1143634) y la Tabla 9 (para la variante rs2231142)
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Tabla 8. Comparacién de genotipos observados contra esperados rs1143634

Genotipo Observado Esperado
c/c 215 215
c/T 63 64
T/T 5 5

Tabla 9. Comparacion de genotipos observados contraesperados rs2231142

Genotipo Observado Esperado
c/c 222 219
C/A 115 121
A/A 20 17

Posteriormente, se compararon los valores observados mediante una prueba de Chi cuadrada

y para un grado de libertad utilizando la Ecuacion 2:

_3(0 —E)?
==

XZ

Ecuacion 2. Prueba de Chi?

Sustituyendo:

IL1B rs1143634

_ (15-215)? (63 -68)? (5-5)?

XZ
215 64 5

= 0.015
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ABCG2 rs2231142

XZ

_(@22-219)° (15-121)*  (20-17)*

219

17

Para 1 grado de libertad y 95% de confianza, el valor de la X2 debe ser mayor a 3.86. Por lo

tanto, se concluye que la distribucion de los genotipos observados en la poblacion analizada

cumple con lo esperado segun el EHW (Tablas 8y 9).

El siguiente paso en el andlisis de los datos es la descripcion de las caracteristicas de los

pacientes analizados, asicomo sumedia y rangos intercuartilicos. Los resultados se presentan

en la Tabla 10.

Tabla 10. Caracteristicas de los pacientes analizados

Variable

Valor

Sexo (mujeres)

Edad

Glucosa

Acido Urico

Hiperuricemia

Hemoglobina glicada

Creatinina

250 (67%)

62 (54 - 69)

141 (112 - 205)

5.20 (4.3 — 6.5)

37 (24%)

7.9 (6.7 - 10.0)

0.75 (0.64 — 0.92)

27



Andlisis de asociacion

Se determiné la asociacion de las variantes analizadas con la presencia de hiperuricemia, para

lo cual se considero el estado portador del alelo menor de cada variante como factor de riesgo.

Los resultados se presentan en la Tabla 11.

Tabla 11. Asociacion de las variantes rs1143634 yrs2231142 con la presenciade hiperuricemiaen

pacientes con diabetes tipo 2

Gen Variante Genotipo HU- HU+ p-value

IL1B rs1143634 CIC 65 (76%) 17 (59%)
0.06

T+ 21 (24%) 12 (41%)

ABCG2 rs2231142 CIC 42 (36%) 18 (55%)
0.08

A+ 74 (64%) 15 (45%)

Se observo que la prevalencia de hiperuricemia fue mayor en los pacientes que portaron el

alelo C de la variante rs1143634. De manera contraria, aquellos que portaron el alelo Aen la

variante rs2231142 mostraron una menor prevalencia de hiperuricemia. Sin embargo, los

valores de p mostraron que las diferencias no eran significativas estadisticamente en ambos

casos.

Adicionalmente se analiz6 la influencia de estas mismas variantes sobre los valores de acido

Urico (Tabla 12). Se observo nuevamente que los portadores del alelo A mostraron una mayor

concentracion de acido Urico, sin embargo, esta diferencia no fue significativa.
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Tabla 12. Relacion de las variantes rs1143634 y rs2231142 con las concentraciones de &cido Urico en
pacientes con diabetes tipo 2.

Gen Variante Genotipo Media p-value
IL1B rs1143634 C/C 537 +1.42
0.24
T+ 574 £1.72
ABCG2 rs2231142 C/C 5.16 +1.37
0.08
A+ 5.59 + 1.56

1.6. Valoracién de productos, resultados e impactos

De acuerdo con el estudio Chen y colaboradores (2021) en donde se analiz6 una poblacion
de 25,245 individuos asiaticos, la variante rs2231142 se asocio con las concentraciones de
acido Urico y con riesgo de hiperuricemia [5]. Sin embargo, en el presente PAP no se encontro
asociacion significativa en la poblacién mexicana. Esto puede deberse al tamafio de muestra
limitado, ya que no todas las muestras lograron ser genotipificadas o no se contaban con los
datos de &cido urico en todos los pacientes. Estas observaciones se pueden confirmar o
descartar una vez que se cuente con la totalidad de los datos para todos los pacientes captados

lo cual se espera concluya a finales del afio 2023.

Si bien no se encontrd una relacion significativa entre las variantes analizadas con niveles
altos de acido Urico por el momento, el proceso de determinar algunos de los factores
genéticos en pacientes con hiperuricemia aporta conocimiento para la mejor comprension de
los factores intervinientes en la regulacion de las concentraciones de &cido urico en la

poblacion mexicana. Ademas, podria significar también un avance en el conocimiento de
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factores genéticos relacionados con alteraciones comunes en los pacientes con diabetes, tales

como la hiperuricemia, factor de riesgo para enfermedad renal cronica.
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1.8. Anexos generales

Tabla Al. Cantidades para preparar un gel de poliacrilamida

Cantidad

Reactivo

30 mL

300 uL
30 ulL

Poliacrilamida (29:1 acrilamida, bis
acrilamida)

Persulfato de amonio (PSA)
TEMED (tetrametiletilendiamina).

Tabla A2. Cantidades para preparar un gel de agarosa

Cantidad Reactivo
0.9 Agarosa
25 mL Buffer TBE 1X
7 uL SYBR GreenMR

Tabla A3. Cantidades para preparar el marcador (Ruler)

Cantidad Reactivo

20 ulL Concentrado de marcador
20 uL Jugo azul

60 ulL Agua inyectable
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Especificaciones
Concentracién

Sensibilidad a la metilacion

Enzima

Tampén compatible

Sensible a la inactivacion del
calor

Temperatura éptima de reaccién
RE de tipo IS

Cantidad

Tipo de producto

Categoria de investigacion

10 Uzl

Es sensible a la metilacién dam,
no es sensible a la metilacion
CpG, no es sensible a la
metilacion dem

Taql

Tampdn dnico (10X tampones
Taql)

No

65 °C

No

10 pg

Enzima de restriccion

Clonacidn tradicional

Figura Al. Especificaciones de enzima de restriccion Tagl ThermoFisher

5 T|C G A 3
3 A GCI1T &

Figura A2. Secuencia de enzima de restriccion Tagl ThermoFisher
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2. Productos

Nombre y codigo del PAP

4G03 Programa de Apoyo a Centros de

Investigacion Externos |

Nombre del proyecto

Asociacion de Variantes en los Genes
ABCG2 y SLC2A9 con Niveles de Acido
Urico Sérico y Estrés Oxidativo en
Pacientes Mexicanos con Enfermedad
Renal Diabética en el CIBO, Guadalajara

Jalisco.

Descripcion (que es, para quién se realizd y

para qué es):

Se realizo un libro en Excel para la captura
y andlisis de frecuencias genotipicas y
alélicas. Dentro de él, se capturaran los
datos utilizando los codigos existentes de la
division, asi como los alelos y genotipos a
identificar. Siguiendo los pasos de la guia

que aparece en la hoja del mismo
documento, se obtendrdn de manera
automatica las frecuencias alélicas y

genotipicas de las muestras analizadas.

Autores:

Mariana Fonseca Patifo
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\ rs1143634 | | rs1143627 | ] rs16944 |
GENOTIFO FRECUENCIA GENGTIFO FRECUENCIA GENOTIFO FRECUENCIA
GENOTIPICA GENOTIPICA GENOTIPICA
/T 1 c/c 104 /T 107
o 0 o7 157 T/C 146
c/c 27 T/ 40 c/c 76
TOTAL 28 TOTAL 301 TOTAL 329
ALELO  FRECUENCIA ALELICA ALELO FRECUENCIA ALELICA ALELO  FRECUENCIA ALELICA
T 2 3.57% T 237 39.37% T 360 54.71%
C 54 96.43% c 365 60.63% c 298 45.29%
TOTAL 56 100.00% TOTAL 602 100.00% TOTAL 658 100.00%
P 0.0357 P 0.6063 P 0.5471
Q 0.9643 Q 0.3937 Q 0.4529

Hardy-Weinberg Hardy-Weinberg

0.0013 0.3676 111 0.2993 98

0.0689 2 0.4774 144 0.4956 163

0.9298 26 0.1550 47 0.2051 67
Observada | Esperada Observada | Esperada Observada | Esperada

/T 1 ] c/C 104 111 T/T 98 107

T 0 2 C/T 157 144 c/T 163 146

c/C 27 26 A 40 47 c/C 67 76

El enlace para el libro completo en Excel se presenta a continuacién: Producto Final PAP
Otoflo 2022.xlsx

3. Reflexién critica y ética de la experiencia

El RPAP tiene también como propdsito documentar la reflexion sobre los aprendizajes en
sus multiples dimensiones, las implicaciones éticas y los aportes sociales del proyecto para

compartir una comprension critica y amplia de las probleméticas en las que se intervino.

3.1 Sensibilizacion ante las realidades

El Centro de Investigacion en el cual desarrolle mi PAP es parte del IMSS, por ende, las
muestras que nos proporcionaban eran de pacientes afiliados al Seguro Social. Gracias a ello,
conviviamos con personas que padecian enfermedades genéticas, asi como sus familiares.
Este enfrentamiento con sus realidades despertd en mi gran tristeza y preocupacion, ya que
veia constantemente a bebés de pocos meses de vida ser diagnosticados con enfermedades

genéticas que aun no tienen cura.
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Por otra parte, me hizo reflexionar sobre mis propios familiares que reciben atencion del
Seguro Social, ya que pude ver otra perspectiva y entender el por qué existen tantas
limitaciones en cuestion de medicamentos, equipos Yy recursos.

Adicionalmente pude comprender el potencial de la investigacion de enfermedades
genéticas, pues cada paso que se da nos lleva a conocer mejor el problema ademas e incluso

una futura cura.

3.2 Aprendizajes logrados

Logré entender mucho mejor el funcionamiento y aplicacién de las PCR convencionales,
ademas tuve un ligero acercamiento con otras enfermedades como fibrosis quistica,
Parkinson y Alzheimer, debido a que en el Centro de Investigacion se realizaban

exposiciones semanales de parte de los investigadores de otras divisiones.

Considero que mi aprendizaje mas grande sin duda fueron las PCR entiempo real, ya que en
el ITESO no contamos con el equipo necesario para realizarlas. Me percaté de que soy capaz
de realizar mucho mas de lo que consideraba enun inicio, pues con la practica adecuada pude

utilizar herramientas que consideraba sumamente complejas.

3.3 Inventario de competencias Inicial (ingreso del PAP) e Inventario de

competencias Final (salida al PAP).

Competencia

Evidencia

Relevancia/Fortaleza

Competencias
nuevas

Competencias
potenciales

Conocimientos

e Conocimient
0s del
funcionamie
nto de
equipos de
laboratorio.

e Fundamento
s de reaccion
en cadena
polimerasa
(PCR)

e Conocimient
0S

He trabajado de
manera exitosa
dentro del
laboratorio
manejando
equipos como
termocicladores,
camara de
electroforesis,
campana de
flujo laminar,
entre otros.

Comprenderé con
mayor facilidad el
funcionamiento de
PCR en tiempo real

Podre comprender el
impacto del proyecto
debido a estar
adentrada a los
padecimientos
generales de la
enfermedad

Aumenté mis
conocimientos
respecto a las PCR
convencionales

Aprendi a realizar
PCR en tiempo real

Aprendi a manejar
nuevas herramientas
como pipetas

Comprendi mejor
el proceso para
escribir un
articulo cientifico.

Tuve un ligero
acercamiento con
extraccion de
leucocitos en
muestras de
sangre para
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Actitudes

retroalimenta
cion

constructivas de
mis profesores y

superficiales | He realizado
respecto a varias PCRy
personas con | reportado mis
insuficiencia | conocimientos e
renal interpretacion en
reportes de
laboratorio.
Asisti durante
un afio a un
servicio social
en preparatorio a
una clinica
conocida como
Sanefro de
insuficiencia
renal.
Aprendizaje | Logré aprender | Podré adaptarme con
veloz en a utilizar facilidad a nuevas
nuevas micropipetas, técnicas que se me
técnicas de realizar geles de | presenten
laboratorio agarosa e
Buena introducir Tener buena
motricidad muestras en él, | precision es
fina de manera increiblemente dtil al
Atencion a exitosa a las introducir las
o | los detalles | pocas clases. muestras en los
= pocillos del gel en
= Debido a mi camaras de
% gusto por artes | electroforesis
I manuales, logré
desarrollar un
buen manejo de
objetos
pequefios o
delicados, asi
como su estética
y
funcionamientos
Motivacion Escucho Podre adaptar
por el contantemente nuevas técnicas
aprendizaje y | las criticas tomando en cuenta la

retroalimentacion

multicanal o placas
de 386 pocillos.

Aprendi a realizar
analisis generales de
variantes genéticas y
como interpretarlos.

obtencion de
ADN.

Me acerqué un
poco al mundo de
la investigacion,
asi como su
importancia en la
actualidad y la
posibilidad de
desarrollar como
carrera
profesional.
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e Buena
organizacion

responsabilid
ad

e Paciencia
para convivir
y cuidar de
adultos
mayores

las recuerdo y
aplico.

He mantenido
distintas
actividades
durante algunos
semestres fuera
del ITESO

Cuido

constantemente
de mis abuelos

que se me
proporcione

Podre ser una buena

adicion al ambiente
laboral

Podre interactuar
mejor con los
pacientes mayores al
realizar las
entrevistas
necesarias para la
investigacion
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