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Resumen.

La importancia del neurotransmisor dopamina (DA) como regulador de diferentes funciones
del sistema nervioso central es bien conocida ya que participa en el control de la funcidn
motora, en la regulacion de los estados emocionales, asi como en la fisiologia endocrina.
Todos estos procesos fisioldgicos requieren como paso inicial la unién de esta molécula a un
grupo de proteinas receptoras de membrana localizados en diversos 6rganos y tejidos de entre
los que se destacan aquellas localizadas en el cerebro. En el ser humano se han caracterizado
5 proteinas (i.e. D1 a D5) que poseen las caracteristicas de afinidad por la DA, asi como las
secuencias que los codifican en el genoma. En particular el gen que codifica para el cuarto
receptor a dopamina (nomenclatura DRD4), es uno de los mas estudiados en relacién con los
desordenes psiquiatricos, ya que es el blanco terapéutico de farmacos con efecto
antipsicoticos.

El gen tiene como una de sus caracteristicas estructurales una secuencia de nucleétidos
ubicada en la region correspondiente al exdn |1l constituida por una serie de repeticiones de
48pb en tandem (VNTR) que le otorga una alta variabilidad génica. Mas aun, esta region del
tercer exon codifica para uno de los dominios funcionales importantes para el proceso de
transmisién de la sefial bioldgica de la dopamina, esto es aquel que asocia al receptor con una
proteina G de tipo inhibitorio intra- membranal. Esta diversidad genera diferencias respecto
a cada individuo, ya que se anticipa que segun el tipo de variantes que uno haya heredado se
sintetizaran proteinas receptoras con cambios en su estructura que influiran en sus actividades
funcionales. Con base a lo anterior, en este trabajo se caracterizaron las variantes alélicas de
esta region del gen DRD4, a partir de la amplificacion selectiva de la regidn correspondiente
obtenidas de individuos donantes de muestras de ADN. Especificamente, se analizaron
muestras de ancestria diversa (i.e. indigena vs. europea) obtenidas por el Instituto Nacional
de Psiquiatria Ramén de la Fuente Mufiiz encontrandose alelos homocigotos 4/4R y 7/7TR y
alelos heterocigotos 4/7R, asi como alelos poco comunes (heterocigotos) con repetidos de
2,3,5y 6, respectivamente; por lo que se puede observar que hay una diversidad de alelos en
este polimorfismo. El analisis de los cambios en la estructura génica de esta region tiene el
potencial futuro para emplearse en la identificacion de los riesgos genéticos asociados a
diversos trastornos psiquiatricos y fenotipos conductuales en donde el receptor D4 parece

tener un papel relevante.
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1. Marco Institucional.
El Instituto Nacional de Psiquiatria Ramon de la Fuente Mufiiz (INPRFM) nace como una
institucion publica con la finalidad de mejorar y responder de forma asertiva a las
necesidades que presenta la poblacion mexicana en cuanto a los temas de salud mental por
medio de la investigacion multidisciplinaria de excelencia, la atencion médica
especializada y la formacion de recursos humanos en los principios de calidad y calidez
(Cruz-Fuentes, 2011).

Desde su comienzo sus propdésitos se ligan a transformar la manera de entender la
enfermedad mental a partir de la investigacion, de la traduccion de los hallazgos cientificos
en programas, en mejores practicas para la prevencién de la enfermedad, en la atencién de
las personas que enferman y en recomendaciones para las politicas publicas, asi como
fortalecer y modernizar los servicios de atencion psiquiatrica con un enfoque comunitario,
integral y multidisciplinario, realizando acciones de prevencion y educacion de los
trastornos mentales prioritarios, impulsando la formacion y capacitacion de investigadores
y especialistas; por lo que, su vision esta centrada en consolidarse como centro lider en
neurociencias, investigacién clinica, epidemioldgica y social, de atencion y docencia,
capaz de dar respuesta a las prioridades nacionales en salud mental, incluyendo las

adicciones (Cruz-Fuentes, 2011; Gonzélez Moncivais et al., 2020).

2. Introduccion.
Existe una evidencia experimental sustantiva que apoya el papel de la variabilidad genética
en el riesgo a manifestar alguna de las multiples formas de enfermedad mental, ya que
estos cambios pueden afectar a nivel transcripcional de la molécula y por lo tanto influir
sobre la expresién de eventos adversos sobre el individuo; esto a su vez con la accién
conjunta de factores ambientales, lo que pone de manifiesto el inter-juego entre el
ambiente y la genética en la manifestacion de la enfermedad psiquiatrica (Caspi y Moffit,
2006; Martinez Levy et al., 2013 y Cruz-Fuentes et al., 2014). Uno de estos genes es el
que codifica a la proteina receptora a dopamina de tipo 4 (DRD4), un mensajero quimico
en el cerebro ubicado en el brazo corto del cromosoma 11 (Aguirre-Samudio y Nicolini,
2005). Este gen es parte de una familia de genes que codifican para 5 tipos de receptores
a dopamina y a pesar de que todas unen a este neurotransmisor su estructura proteica no
es la misma, ya que se codifican por genes independientes localizados en distintas partes

del genoma.



Tiene como caracteristica presentar en una parte de su secuencia de nucleétidos
(especificamente en la zona codificante) un sistema polimdérfico que corresponde al tercer
exon de este gen conteniendo secuencias repetidas en tAndem (VNTR) de 48 pares de bases
con un alto contenido de citocinas y guaninas variando el nimero de alelos repetidos (2
de a 11 unidades repetidas) por lo que, la secuencia de nucledtidos que codifica para este
gen tiene diferencias respecto a cada individuo, es decir, presenta variantes polimorficas
alélicas que son importantes para las modificaciones epigenéticas en la expresion del gen
(Figura 1)(Aguirre-Samudio y Nicolini, 2005; Martinez Levy et al., 2013). Existen 3
alelos que representan mas de 90% de la variacion genética global observada para DRD4:
el alelo 4R presenta la frecuencia media global mas elevada, seguido por el alelo 7Ry 2R
con una frecuencia media global de 64%, 20% y 8% respectivamente, siendo 4R/7R el
genotipo que otorga mayor predisposicion en América y Europa y 2R/4R en Asia

(Rothhammer et al., 2012).

DRD4

Regidén promotora Regidn codificante
Exon > 3 4
1 48bp VNTR

ACCCGCGCCCCGCCTCCCCCAGGACCCCTGCGGCCCCGACTGTGCGCC
| .

.' 2 Repetidos
. . 3 Repetidos
. . 4 Repetidos
o o O 5 Repetidos
. . . & Repetidos
o000 7 Repetidos
® O 0 ¢ 8 Repetidos
o o 00 O 9 Repetidos
. . . . . 10 Repetidos

. . . . . . 1 Repetidos

Figura 1. Estructura del gen receptor a dopamina D4 (DRD4) y sus polimorfismos ubicados en el 111 exdn.



Cuando este se expresa genera un ARN mensajero intermediario y, una vez que se sintetiza
en los ribosomas de manera adecuada genera una cadena polipeptidica con la peculiaridad
de poseer una estructura que identifica un receptor de membrana con 7 segmentos
transmembranales pudiendo incluirse en la membrana plasmatica de las neuronas haciendo
gue sus caracteristicas de hidrofobicidad e hidrofilicidad de sus aminoécidos faciliten la
capacidad de unir a dopamina. No obstante, las propiedades de union a dopamina al
receptor varian en relacién con el nimero de alelos repetidos que se encuentran en el exon
3 ya que una parte de la estructura de la proteina cambia respecto a su tamafio siendo méas
corta o larga, por lo que esta variacién puede influir sobre las actividades funcionales del
sistema nervioso central. A su vez, estos receptores (proteinas) son blancos que no
solamente unen a dopamina sino también son afines por algunas drogas como la clozapina
que se utilizan en el tratamiento farmacoldgico de algunas enfermedades mentales como

la esquizofrenia.

Es por ello por lo que este receptor membranal ha sido empleado como marcador genético
en multiples estudios de asociacion relevantes a diversos fenotipos psiquiatricos con el fin
de establecer una asociacion entre el padecimiento mental y el receptor (e.g. TDAH y
esquizofrenia) y de la conducta (e.g. rasgos de personalidad) (Aguirre-Samudio y Nicolini,
2005; Martinez Levy et al., 2013; Sasaki et al., 2013). Particularmente el grupo de
investigacion de Genética del INPRFM ha caracterizado y reportado la variabilidad de este
sistema polimérfico en individuos de ancestria mixta (i.e. indigena/ europea). Dada la
diversidad de la estructura genética de las poblaciones que habitan la Republica Mexicana,
en esta rama del proyecto se decidié ampliar el espectro del analisis de esta secuencia
polimérfica, incluyendo para ello muestras de ADN genémico obtenidas de individuos

pertenecientes a diversas poblaciones indigenas.

3. Antecedentes del proyecto.
El proyecto denominado Andlisis de la variabilidad amplia del genoma a partir de muestras
obtenidas del proyecto “Estudio epidemioldgico genético de trastornos mentales en
adolescentes”, surgid en el ailo 2017 como una extensidén de un proyecto epidemioldgico-
genético orientado a identificar el papel que la variabilidad del genoma humano ejerce
sobre el riesgo a manifestar una serie de trastornos mentales que se expresan durante la
adolescencia. Uno de los requisitos esenciales del mismo fue la obtencion de muestras

sangre de las cuales se pudiera purificar los acidos nucleicos para distintos propdésitos de



la investigacidn genético-molecular.

4. Ubicacion geogréfica.
El Instituto Nacional de Psiquiatria Ramén de la Fuente Mufiiz, lugar donde se realizara
el Servicio Social se localiza en la Calzada México Xochimilco No. 101, Colonia San

Lorenzo Huipulco, Delegacidn Tlalpan, C.P. 14370, Ciudad de México, México.

5. Objetivo general del programa
Analizar la variabilidad amplia de la secuencia polimorfica de la region VNTR de 48bp en
el tercer exdn del gen DRD4, a partir de muestras de ancestria mixta (i.e. indigena/

europea) obtenidas por el INPRFM.

6. Especificacion y fundamento de las actividades desarrolladas de acuerdo con el
calendario propuesto.

6.1 Obtencién del ADN gendémico
A 143 muestras se les extrajo el material genético (ADN) a partir de sangre total
anticoagulada. Estas muestras son de 7 diferentes grupos étnicos de la republica mexicana
(Mayas (19 muestras), Huicholes (24 muestras), Purépechas (27 muestras), Mixtecos (7
muestras), Huastecos (16 muestras), Tepehuanos (17 muestras) y Yaquis (33 muestras)
proporcionadas por el laboratorio de genética del INPRFM vy se procesaron por medio del

kit de extraccion comercial “Flexigene DNA Kit (250 ml of blood)”.

El kit estd disefiado para procesar pequefias cantidades de muestras y proporcionar el
aislamiento de ADN gendmico de alta calidad a partir de sangre completa. Cuenta con una
Proteasa QIAGEN liofilizada, una enzima que desnaturaliza las proteinas unidas al ADN,
asi como enzimas celulares que podrian digerir el material genético. También posee tres
soluciones Buffer: FG1, FG2 y FG3, que tienen la funcién de permitir la lisis de las
membranas celulares, los nicleos y las mitocondrias con el fin de liberar los componentes
celulares; actuar como un tampon de desnaturalizacién proteica que contiene una proteasa
usando el uso de la interaccion ion-ion para descender las proteinas en la disolucién; y
una solucién amortiguadora donde se mantendra hidratado el material genético obtenido,
respectivamente. Cuando se afiade sal a la muestra, los iones sodio con carga positiva son
atraidos por las cargas negativas del ADN, neutralizando la carga del ADN y permitiendo

a las moléculas de ADN unirse en vez de repelerse entre si.



6.1.1 Lisis Celular y purificacion de acidos nucleicos.
Primeramente, se descongelaron las muestras en un equipo de bafio seco (termoblock) a
37°C por 10 minutos. Cada muestra contenia aproximadamente 400 ul de volumen total
distribuidos en microtubos de 1.5 ml. A su vez, se procedi6 en un tubo de ensayo de 5 ml
a preparar la mezcla de Buffer FG2/Proteasa adicionando 20 ul de la enzima por cada 400
ul de sangre total, mezclando en su conjunto Buffer FG2 en una relacion de 1:1 con

respecto al volumen de sangre total.

Para la lisis celular se incorporaron 400 ul de Buffer FG1 homogenizando cada muestra
por inversién. La molécula de ADN posee carga negativa debido a los grupos fosfato de
su estructura, teniendo como caracteristica hacerla soluble en la solucién de lisis, asi como
otros componentes celulares. Se centrifugaron por 20 segundos a 12 000 g en una
centrifuga de angulo fijo. Para este punto se aprecid un botdn de células nucleadas en la
parte superior del tubo, se descartd el sobrenadante en un bote de desechos cuidando que
el botdn permaneciera dentro. Con el fin de inducir la protedlisis se agreg6 400 pl de la
mezcla de Buffer FG2/Proteasa y se mezclé con un mezclador de vértice hasta que el boton
estuviera completamente homogenizado, y posteriormente las muestras se incubaron a

65°C por 10 minutos.

6.1.2 Precipitacion y lavado de ADN.
Tras la lisis celular y la eliminacion de las proteinas de la muestra, se afiadieron 400 ul de
isopropanol al 100% para poder precipitar el material genético y se mezcl6 por inversion
hasta formar unas finas hebras blancas y visibles en el limite de separacion de la fase de
alcohol, mientras que el resto de las sustancias permanecieron disueltas. Se centrifug6 por
5 minutos a 10 000 g pudiéndose visualizar el ADN obtenido en forma de pellet en la parte
superior del tubo. Aunado a esto, se descart6 el sobrenadante y se procedié a incorporar
400 pl de etanol al 70 mezclando suavemente para eliminar los contaminantes que
pudieron quedar de los pasos anteriores. Se centrifugd y se descartd el sobrenadante
invirtiendo el tubo dejando secar por 10 minutos cuidando que el pellet permaneciera en
el tubo, esta inversion minimiza el flujo de retorno de etanol desde el borde y los lados
del tubo sobre el producto de ADN. Por Gltimo, se agregé Buffer FG3 de hidratacion
dependiendo del tamafio de cada pellet obtenido de cada muestra en una escala de menor
a mayor proporcion con voliumenes de 50 pl, 100 pul y 200 pl, respectivamente y se

incubaron en un equipo de bafio seco por una hora a 65 °C con el fin de disolver el ADN.



6.1.3 Rendimiento y calidad del ADN extraido.
Una vez obtenido el &cido nucleico, se procedid a cuantificar por espectrofotometria en un
equipo Nanodrop 2000 la concentracion (ng/ul) de cada muestra. A su vez, se obtuvo el
grado de pureza con los pardmetros de la relacidn Azsozs0 Y que representa la cantidad de
material genético en relacion con las proteinas contenidas en la muestra, asi como la
relacion Aazeo2z0 que indica la maxima absorbancia de sales presentes en la solucion,
carbohidratos u otros posibles contaminantes que no fueron retirados durante el proceso
de purificacion del material genético pero que, es importarte retirarlos porque pueden

inhibir la accidn de la Taq polimerasa durante el proceso de amplificacién por PCR.

En la primera relacion el rango se considera que el material genético es de calidad éptima
cuando los valores obtenidos son mayores de 1.8, sin embargo, una relacién > 2.1 es
indicativa de una presencia considerable de ARN. Por el contrario, si esta relacién es baja
< 1.6 la muestra estd contaminada por proteinas o fenoles. Para el caso de las sales se
espera que la muestra sea pura cuando la ratio se sitla en torno 1.5-2.2.

6.2 Amplificacion por PCR punto final.
Una vez obtenido los pardmetros, se seleccionaron aquellas muestras que alcanzaron los
parametros deseados para posteriormente analizar la region VNTR de 48bp en el tercer
exon del gen DRD4. Esto se obtuvo gracias a la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR,
por su siglas en inglés) punto final que consiste en amplificar mas un elevado nimero de
copias obtenido a partir de una region seleccionada del genoma en donde se utilizan dos
oligonucledtidos sintéticos de unos 15-20 nucleétidos que son complementarios a las zonas
que delimitan la region que se quiere amplificar, actuando como cebadores para la sintesis
in vitro de ADN la cual estd habitualmente catalizada por una enzima llamada Tag
polimerasa que actlan a elevadas temperaturas para la unién de los iniciadores, de esta
manera se aumenta el nivel de exigencia de la reaccidn y se reduce la extension de los

cebadores unidos inespecificamente a los acidos nucleicos.

Esto se realizé en un termociclador Axygen Maxygene Il, a un volumen final de 25 pl con
100 ng de material genémico utilizando los oligonucledtidos reportados por (Lichter et al.,
1993) 5'GCGACTACGTGGTCTACTCG 3'y 5'AGGACCCTCATGGCCTTG 3' con una
temperatura de alineamiento de 60 °C empleando la polimerasa termoestable KAPA2G

Robust, repitiéndose el proceso durante 30 ciclos. EIl hecho de que una enzima pueda actuar



sobre una muestra de ADN como molde de la reaccion de PCR es indicativo de que la
pureza de la muestra es éptima ya que la funcionalidad esta determinada por la capacidad

de amplificacién de un locus o varios loci.

6.3 Integridad de los acidos nucleicos amplificados
La determinacion de alelos de cada muestra fue obtenida mediante una separacion por
electroforesis del producto amplificado en geles de agarosa MetaPhor al 1.5% con Buffer
TBE al 1% a una dilucién de 60 ml. Bajo la influencia de un campo eléctrico aplicado, las
moléculas puedan desplazarse por el gel hacia el polo de carga opuesta al de la molécula.
en diferentes direcciones o a distintas velocidades, con lo que se separan unas de otras;
los fragmentos mas cortos estaran mas cerca del extremo positivo del gel y los mas largos
se mantendran cerca de los pozos. A su vez, dependiendo del tamafio del fragmento
amplificado se evalta el grado de integridad de la muestra; si una muestra es integra
presentard una banda de ADN unica perfectamente definida en la parte superior del gel de
agarosa, mientras que una degradada presentara una estela o “smear” a lo largo del gel que

serd mas pronunciada cuanto mayor sea la degradacion de la muestra.

La disolucién se vacio en una cadmara que contiene un molde con un peine en su interior
el cual forma unos pozos donde se depositan las muestras. Este se dejé enfriar para obtener
una matriz porosa por la cual las moléculas migraran hacia el polo opuesto de la corrida,
una vez esto, se procedi6 a agregar Buffer TBE al 5% al ras de la camara para poder
conducir la corriente. Respecto a las muestras, se coloc6 en cada pocillo 12 pl del producto
amplificado con 2 pl de Buffer de carga, esto con el fin de aumentar la densidad de la
muestra para depositarse en el fondo del pozo, asi como tefiir e identificar la posicién de
corrimiento en el gel de agarosa. Posteriormente, se conectaron los electrodos tanto
positivos como negativos a la corriente alterna a un voltaje de 70 volts cerciorandose de

gue las muestras se encontraran en el extremo de carga negativa.

Las muestras se sacaron de la caAmara hasta que se pudiera ver una separacion entre los
fragmentos y se procedio a tefiir el gel por 15 minutos con 15 pl de Bromuro de etidio
(BrET) diluidos en 500 ml de agua desionizada. Una vez realizado esto se examiné el gel
visualizandose las bandas en una camara de luz UV, esto gracias a que las moléculas de
BrET se intercalan en la doble hélice del ADN cambiando su conformacion y emitiendo

fluorescencia al incidir una longitud de onda menor al de la luz visible. Como resultado
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se observaron una o dos bandas por individuo, segun sea homocigoto o heterocigoto. Los
individuos que presentan un sitio de restriccién determinado en ambas secuencias
homélogas seran homocigotos y generan una sola banda electroforética, la cual puede ser
larga o corta, en cambio, los individuos con un sitio de restriccion presente en un
cromosoma, pero no en el homologo seran heterocigotos y generan dos bandas

electroforéticas, una larga y una corta.

El tipo de alelo que tenia cada muestra se identificé basandose en el tamafio de los
amplificados (4R 492 pb, 7R 636 pb y 2R 396 pb) obtenidos por (Lichter et al., 1993). Se
pudo encontrar una variacion en los genotipos para este receptor a dopamina,
encontrandose alelos homocigotos 4/4R y 7/7R y alelos heterocigotos 4/7R, asi como
alelos poco comunes (heterocigotos) con repetidos de 2,3,5 y 6, respectivamente; por lo
que se puede observar que hay una diversidad de alelos en este polimorfismo (Figura 2).
Por altimo, las bandas se cortaron y se asilaron en microtubos de 1.5 ml. Se obtuvo al
final un total de 180 bandas que se agruparon de acuerdo con el numero de alelos
encontrados, asi como al grupo étnico que correspondia cada banda.

Figura 2. Polimorfismos del gen DRDA4 por electroforesis en geles de agarosa tefiidos con BrET. Cada carril representa
un genotipo DRD4 individual. Carril 3: repeticiones homocigotas 5/5; carril 5: heterocigoto para 4/7 repeticiones; carriles
7y 9: repeticiones homocigotas 4/4; carril 11: heterocigoto para 4/7 repeticiones; carril 1: escalera de peso molecular,
100bp.

6.4 Aislamiento y purificacién de los fragmentos amplificados de ADN a partir de los
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fragmentos de ADN en agarosa.
Una vez conocido el tipo de alelo, se re extrajo de las bandas de agarosa el producto
amplificado de cada muestra y se re purificaron con el uso del QIAquick Gel Extraction
Kit.
6.4.1 Solubilizacion y adsorcion de fragmentos.

Se determino el volumen aproximado de cada fragmento mediante pesada en mg; cada
porcién tipica de gel de agarosa se solubiliz6 agregando 3 volimenes de Buffer QX1 a 1
volumen de gel (relacion 3:1) y se dejé incubando en un en un equipo de bafio seco a 50
°C durante 10 minutos. Este tampdn contiene una alta concentracién de sales caotrdpicas
que interrumpen los enlaces de hidrégeno entre los azlcares en el polimero de agarosa, lo
que permite la solubilizacidn de la porcion de gel. Ademas, disocia las proteinas de union
al ADN de los fragmentos de ADN y permite un medio de adherencia de los acidos

nucleicos a silicatos.

Posteriormente, se agregaron 15 pl de una suspensién de particulas de silice llamado
“QIAEX II” y se incubaron de nuevo por 20 minutos a la misma temperatura. Su funcién
radica en que las moléculas de ADN tengan la capacidad de adsorcién selectiva y
cuantitativa a particulas de silice en presencia de un ambiente altamente electrolitico con
aniones grandes. Esto se debe a que los acidos nucleicos se encuentran recubiertos por una
capa hidratante de moléculas de agua que mantienen la solubilidad del ADN en soluciones
acuosas. Con la adicion de iones caotropicos se destruye esta ordenada estructura de
moléculas de agua de la capa hidratante, por lo que las sales crean un entorno hidrofébico
alrededor del ADN, haciendo que los acidos nucleicos puedan unirse a la membrana de

silice de las columnas.

6.4.2 Lavado y elucién del ADN unido a la membrana.
Las muestras se centrifugaron a 1 minuto a 15 0000 g en una centrifuga de angulo fijo
pudiéndose apreciar dos fases, un boton en donde se contenia el ADN atrapado en las
perlas de silice en la parte inferior del tubo y una fase acuosa en donde estaban los
componentes inorganicos e impurezas que no se unieron a los silicatos. Se removio este
sobrenadante cuidando que el material genético quedara dentro del tubo y se procedi6 a
agregar 500 pl de Buffer QX1 con el fin de eliminar los contaminantes de agarosa residual
que pudieron llegar a quedar, se centrifugo de nuevo y se retird el sobrenadante. Después

se le agregaron 500 pl de Buffer PE, un tampdn de lavado que contiene etanol al 100% el
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cual elimina eficazmente la impureza y los contaminantes salinos restantes. Del mismo
modo se centrifugo de nuevo y se retir6 el sobrenadante. Las particulas QIAEX Il lavadas
que contienen ADN adsorbido se dejaron sedimentar secando al aire a temperatura
ambiente (15 a 25 °C) durante 45 minutos. Es necesario secar el pellet para eliminar todos
los rastros de etanol residual, que pueden interferir con reacciones enzimaticas posteriores.
Por ultimo, se afadieron 20 pl de Tris-ClI Mm, un tampén de elucién con baja
concentracién de sales (pH 8.5) permitiendo recuperar la capa hidratante de los acidos
nucleicos, liberdndolos asi de la membrana. Se centrifugo de nuevo por 3 minutos a 20
000 g y cuidadosamente se extrajo el sobrenadante el cual contenia el fragmento de ADN
amplificado y purificado en su totalidad en un microtubo de 0.6 ml a -20° C para evitar la

degradacion.

6.4.3 Rendimiento y calidad del ADN.
Del mismo modo se procedi6 a cuantificar por espectrofotometria en un Nanodrop 2000
la concentracidn (ng/ul) de cada muestra. Se esperd que el rango éptimo oscilara entre los
20 — 50 ng, mientras que para las relaciones A260/280 y A260/230 fuera dentro del rango
1.5-1.8 y unaratia cercana a 1.0. Todas las muestras estuvieron dentro del nivel esperado
con una concentracién promedio de 25.0 ng y un grado de pureza promedio de 1.6 y 0.6
respectivamente. Los datos reportados se almacenaron en una base de datos la cual fue
proporcionada al Departamento de Genética Molecular Psiquiatrica del INPRFM. Por otra
parte, los eluidos se reamplificaran empleando oligonucle6tidos escritos en Lichter et al.,
1993 para ser resecuenciados en un equipo capilar 3500 Genetic Analyzer de Applied
Biosystem, empleando oligonucle6tidos fluorescentes disefiados ad hoc que permitan

incluir la secuencia completa del amplicon.

7. Impacto de las actividades del servicio social en programa o proyecto de
adscripcion.

Conocer y analizar la region VNTR de 48bp en el tercer exdn del gen DRD4 es de alta
importancia para el Instituto Nacional de Psiquiatria Ramon de la Fuente Mufiz,
especificamente para el Departamento de Genética Molecular Psiquiatrica debido a que a
los procesos fisiologicos en los que esta implicada la proteina que traduce este gen. Las
diferentes variantes polimérficas alélicas encontradas pueden influir en el riesgo a que una
persona manifieste o no, algln trastorno psiquiatrico y fenotipos conductuales como el

trastorno por déficit de atencion e hiperactividad (TDAH), la esquizofrenia, el
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alcoholismo, la toma de riesgos, el rasgo temperamental.

Evaluar este gen como un candidato sometido a seleccidn en los humanos especificamente
en poblaciones indigenas de la Repulblica Mexicana fue de suma importancia, ya que en
principio la variacion del DRD4-VNTR en ancestria mixta es casi desconocida por lo que
conocer su distribucion, su frecuencia alélica, asi como comparar la secuencia de
informacion entre distintos grupos abre puerta a futuras investigaciones para poder

entender la estructura genética de estas poblaciones.

8. Aprendizaje y habilidades obtenidas durante el desarrollo del servicio social.
En mi experiencia a lo largo de medio afio realizando el proyecto asignado, aprendi sobre
temas relacionados a biologia molecular. Tedricamente hablando, reforcé conocimientos
adquiridos como estudiante, conociendo procesos que ocurren en nuestras células de una
forma mas detallada referente a la duplicacion y expresidn génica, desde su estructura y
funcionamiento, hasta su replicacion, regulacion y manifestacién. Esto especificamente
dirigido hacia el campo psiquiatrico ya que cuando se producen cambios en la secuencia
de bases del material genético en regiones reguladoras del ADN se puede alterar el proceso
de expresién génica, asi como puede dar lugar a un producto final alterado por codificar
un aminoacido distinto en la proteina que cambie sus propiedades cuyo resultado sea el
desarrollo de una determinada enfermedad mental. No obstante, es importante recalcar que
los factores ambientales también influyen en el riesgo a manifestar algan trastorno. A su
vez, pude relacionar esto con los procesos de division celular en los cuales estas
mutaciones pueden ocurrirse en células somaticas heredando un grupo de genes

predisponentes a las siguientes generaciones.

Desde la parte metodoldgica en el laboratorio, en principio enfrenté situaciones del
entorno en un contexto aplicando el conocimiento que fui aprendiendo respecto a la
asociacion de los procesos genéticos con la manipulacion de los &cidos nucleicos a través
del estudio de técnicas de biologia molecular para identificar sus aplicaciones en el campo
de la psiquiatria, como la extraccion, purificacion, manipulaciéony amplificacion de acidos
nucleicos tanto ADN como ARN. Aprendi a interpretar y revisar los datos obtenidos con
el fin de llegar a conclusiones relevantes utilizando varios métodos analiticos, asi como
pude auto reflexionar y auto evaluar las preconcepciones personales o comunes sobre

diversos fendmenos a partir de evidencias cientificas colaborando solidariamente y con
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interés en las actividades que me fueron asignadas respetando el pensamiento y ensefianza
de la gente que me oriento a lo largo de mi estadia. Por lo tanto, lo anterior fue fundamental
para fortalecer las habilidades y conocimientos relacionados con mi profesion
representando uno de los pilares en la ensefianza-aprendizaje de la UAM-X que tienen
como objetivo formar profesionales creativos y criticos capaces de realizar actividad
cientifica para desarrollar y evaluar, con una perspectiva multidisciplinaria, estrategias de
manejo de los recursos naturales bidticos con base en metodologias propias de las Ciencias

Bioldgicas.

9. Fundamento de las Actividades Desarrolladas.
Muchos trastornos psiquiatricos tienen un componente que supone que modificaciones en
el funcionamiento de nuestros sistemas de regulacion genética pueden influir en la
manifestacion de un trastorno psiquiatrico. A pesar de que poseemos la misma informacion
genética hay pequefias diferencias en la secuencia de nuestro genoma que no es
estrictamente igual entre uno y otro individuo, por lo que estas variaciones alélicas dan
como resultado que cuando se conjuntan en algun individuo junto con otras variables
ambientales pueden llegar a influir en el riesgo a manifestar un problema psiquiatrico. Por
lo que se busc6 analizar y comparar las secuencias de informacion del genoma de
individuos de ancestria mixta indigenas que vienen de la zona norte, sureste centro que
pueden ser importantes para entender que la estructura genética de las poblaciones en
México no son iguales, y que las diferencias que hay unos sobre otros pueden explicar ese

riesgo incrementado a manifestar un trastorno psiquiatrico.

De esta manera, las actividades realizadas promoveran la aplicaciéon de diferentes
conocimientos y habilidades obtenidas dentro de la Licenciatura en Biologia, aplicando de
manera adecuada todo lo aprendido cumpliendo con los objetivos decretados por la UAM -
Xochimilco, como por ejemplo en el segundo trimestre del plan de estudios donde se
consolido las caracteristicas individuales necesarias para obtener una actitud critica y una
concepcién cientifica, creativa y de interdisciplinariedad, mediante la identificacion y
estudio de problemas relacionados con los procesos biolégicos fundamentales que rigen
las interrelaciones de los seres vivos y su medio ambiente, enfatizando el proceso salud -
enfermedad enmarcado dentro del contexto social vigente. Y, de igual forma, en el quinto
trimestre de la carrera en donde se comprendieron las historias de vida de los seres vivos

y su aplicacién en el diagnostico de las condiciones que afectan a la productividad de una
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poblacidn, respectivamente, todo esto con el fin de poder aportar informacién actual y
precisa que pueda ayudar a comprender de mejor forma las asociaciones que existen entre

las secuencias variables de genes de diferentes poblaciones y los fenotipos psiquiatricos.
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