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Resumen

El presente trabajo aborda el uso de técnicas de biologia molecular aplicadas al analisis
fisioldégico en ratones transgénicos, con el fin de profundizar en la comprension de los
mecanismos genéticos que regulan procesos fisiologicos complejos. Gracias al avance
de herramientas como la reacciéon en cadena de la polimerasa (PCR), la electroforesis
en gel de agarosa ha permitido estudiar la expresion génica y su implicancia en
patologias humanas.

Durante el desarrollo de las técnicas se llevaron a cabo diversas actividades
experimentales. En primer lugar, se aplicaron técnicas de pipeteo con micropipetas para
manejar con precision volimenes pequenos, garantizando la calidad de los resultados.
Asimismo, se prepararon soluciones molares, diluciones y reactivos esenciales
mediante calculos precisos, fundamentales en cualquier procedimiento quimico o
bioldgico.

La técnica de PCR se utiliz6 para amplificar secuencias especificas de ADN, permitiendo
detectar genes de interés en muestras biologicas.

En conjunto, estas técnicas representan herramientas esenciales en la investigacion
biomédica, fortaleciendo la capacidad de analisis genético y molecular para el estudio
de enfermedades y el desarrollo de nuevas terapias.

Introduccion

El avance de la biologia molecular ha revolucionado la investigacion biomédica,
permitiendo una comprension mas profunda de los mecanismos que regulan la fisiologia
de los organismos. El uso de ratones transgénicos se ha consolidado como una
herramienta clave para el estudio funcional de genes especificos y su implicacion en
procesos fisioldgicos complejos.

Gracias a la aplicacion de técnicas como la reaccion en cadena de la polimerasa (PCR),
la electroforesis en gel, y, es posible estudiar rutas metabdlicas o analizar la regulacion
génica en tejidos especificos. Estos enfoques permiten vincular la expresion génica con
efectos fisiologicos, facilitando la comprension de patologias humanas y el desarrollo de
nuevas terapias.

En este trabajo, se exploraran las principales técnicas de biologia molecular empleadas
en el analisis fisiol6gico de ratones transgénicos, destacando su importancia en la
investigacion biomédica.



Lugar de realizacion

Laboratorio de Fisiologia Experimental, Unidad de Investigacion del Instituto de
Investigaciones Biomédicas, UNAM, ubicado dentro del Instituto Nacional de Cardiologia
Ignacio Chavez, Ciudad de México.

~ Urgel ;
Institute Nacion:
“Gran hospitall

\

Urgencias\y
Cardiologia N
'Uno de,LI-oé MEEES \
hospit!e?que hay'engsu

Ay

P ) Sl o
Figura 1. Mapa de la ubicacion geografica del Laboratori
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Marco institucional

La mision: Estudiar de fendmenos biologicos y biomédicos en los niveles molecular,
bioquimico, celular, organismico y poblacional, para contribuir con este conocimiento al
desarrollo cientifico, y a la ensenanza y difusion de la ciencia en nuestro pais con miras
a un desarrollo mundial saludable.

La vision: Ser lideres en la generacion de conocimiento en su area, tanto dentro como
fuera de la UNAM, a nivel nacional e internacional. Fomentar un vinculo entre la



investigacion cientifica de alta calidad y la atencion en salud en institutos, universidades
y centros tecnolégicos. Formar investigadores de primer nivel en el area biomédica.

Objetivo General

Impulsar y promover las ciencias biomédicas en la UNAM y en México, mediante la
generacion de conocimiento de manera integral e interdisciplinaria, asi como; la
formacion de recursos humanos especializados en el area, y la vinculacion de la ciencia
con la resolucion de problemas nacionales, relacionados con actividades cientificas,
intelectuales y productivas del pais.

Objetivos Especificos
e Colaborar en la preparacion de soluciones y manejo de equipos de laboratorio.
e Comprender las técnicas de lisis, PCR y electroforesis.

e Obtener buen manejo de los animales en bioterio.

Descripcion especifica de las actividades desarrolladas

El servicio social se llevo a cabo en un periodo de seis meses, con una duracion total de
480 horas, a cargo de la Dr. Maria Chavez Canales, con el fin de cumplir los objetivos
planteados, realizando actividades practicas en el laboratorio, llevando a cabo las
siguientes actividades.

Técnica de pipeteo

Con esta herramienta se pueden absorber liquidos, de modo que brinda una elevada
flexibilidad y consigue asi aplicarse en diferentes ambitos. El uso correcto de
micropipetas es fundamental para el trabajo con volimenes pequenos. Se practican
aspectos clave como la calibracion, precision, y técnicas estériles para evitar la
contaminacion de muestras. Esta habilidad es esencial en cualquier procedimiento de
biologia molecular.



Manejo de animales de bioterio

Se llevd a cabo un curso para el manejo de ratones en el cual nos ensenaron desde
como tomar el ratén, inyectarlos y tener buena limpieza en el bioterio, para tenerlos en
buen estado.

Figura 2. Bioterio del Laborlo de Flsl:g|a Exénmental.

Preparacion de soluciones molares, peso/volumen y diluciones

El calculo de preparacion de soluciones desde soluto puro es fundamental en quimica
analitica, industrial y laboratorial. Esta metodologia abarca el ajuste preciso de las
variables masa, volumen, concentracion y densidad del soluto, permitiendo alcanzar la
especificidad requerida para diversos analisis y sintesis quimicas.

El proceso de preparacion de soluciones involucra diversas magnitudes fisicas son:
Las variables fundamentales son:

m: Masa del soluto (en gramos, g).

V: Volumen de la solucion final (en litros, L o en mililitros, mL).

C: Concentracion deseada de la solucion, que puede expresarse en g/L o en M (mol/L).



n: Nimero de moles, el cual se relaciona con la masa y el peso molecular.
M: Masa molar del soluto (g/mol).
d: Densidad del soluto liquido (g/mL), aplicable Gnicamente para solutos en fase liquida.

En laboratorio se llegaron a realizar ciertas soluciones como:

e TBS 1X

e TAE 1X

e TBS 1X +TWEEN 0.2%
e Tris HCL

e PBS 1X

Figura 3. TBS 1X + TWEEN 0.2% Figura 4. PBS 10x

Lisis de DNA

La lisis de DNA se refiere al proceso mediante el cual el material genético se libera
debido a la ruptura de la membrana celular, liberando el contenido genético, Esta
actividad se llevo a cabo con biopsias de ratones transgénicos.



Una vez recibidas las biopsias de cola provenientes del bioterio. A cada tubo con una
muestra de biopsia, se le anadieron 125 yL de NaOH 100 mM. Las muestras fueron
incubadas a una temperatura entre 85y 95 °C durante 30 minutos.

Figura 5. Termoblock.

Los tubos fueron retirados y dejandolos reposar a temperatura ambiente durante unos
minutos para permitir su enfriamiento parcial, posteriormente, se agitaron en el vortex
por unos segundos, para que se deshiciera con mas facilidad la biopsia.

Después se llevaron las muestras a Centrifugar por 2 min a 10,000 con el fin de llevar
el liquido al fondo del tubo. Posteriormente a cada muestra se le anadieron 150 uL de
Tris-HCI 0,17 M, pH 8. se volvieron a agitar en el vortex y a centrifugar nuevamente 2
min a 10,000 rpm.

Del sobrenadante se tomaron 2uL como muestra para la reaccion de la PCR, ajustando
el volumen y dilucion segun el gen a analizar.

PCR (Reaccion en Cadena de la Polimerasa)

La reaccion en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica de laboratorio utilizada
para amplificar secuencias de DNA. El método utiliza secuencias cortas de DNA,
llamadas primers o cebadores, para seleccionar la parte del genoma a amplificar. La
temperatura de la muestra se incrementa y decrementa repetidamente para ayudar a la
DNA polimerasa a duplicar la secuencia del DNA que esta siendo copiado. Con esta
técnica se pueden producir millones de copias de la secuencia en estudio en sélo unas
pocas horas (NIH, 2022).



Para llevar a cabo la PCR, primero se tenia que preparar un (master mix) el cual se
preparaba con Buffer 5x, dNTPs, MgCl,, Primers, Taq, H20 y el DNA, posteriormente se
mezclaba suavemente (vortex) y centrifuga brevemente para llevar el liquido al fondo.

Se tenia que programar (dependiendo el interés) el termociclador para introducir los
tubos, una vez que terminaba el termociclador, se necesitaba preparar un gel de
agarosa (al porcentaje y tamano necesario), para poder comenzar con la electroforesis.

La electroforesis es una técnica empleada para separar biomoléculas en funcion de su
movilidad y caracteristicas fisicoquimicas, como carga y tamano, dentro de un campo
eléctrico. Generalmente, se aplica al analisis de acidos nucleicos o proteinas, utilizando
matrices especificas seglin el tipo de molécula: agarosa para acidos nucleicos y
poliacrilamida para proteinas. Esta metodologia es una herramienta esencial en el
analisis cuantitativo y cualitativo en multiples disciplinas de las ciencias biolégicas,
especialmente en biologia molecular.

El fundamento de la técnica radica en la aplicacidon de uno o mas campos eléctricos en
direcciones perpendiculares durante intervalos de tiempo controlados. Esto permite
modificar la orientacion de las moléculas de ADN, dirigiéndolas a distintas trayectorias
dentro del gel. El tamano molecular influye directamente en el tiempo requerido para su
reorientacion: las moléculas mas grandes necesitan mas tiempo para cambiar de
direccion, mientras que las mas pequenas responden mas rapidamente al cambio de
campo eléctrico.

Una vez que se termina la electroforesis, se lleva el gel bajo luz UV, para revisar los
resultados.

Descripcion del vinculo de las actividades desarrolladas con los objetivos de formacion
del plan de estudios

La realizacion de este servicio social permitid la aplicacion practica de técnicas
fundamentales en biologia molecular orientadas al analisis fisiologico en modelos
murinos transgénicos. A lo largo del proyecto se emplearon metodologias como la PCR,
la electroforesis en gel de agarosa, la inmunofluorescencia y la lisis celular para la
extraccion de DNA gendmico, permitiendo la deteccion y analisis de genes especificos
asociados a procesos fisiopatolégicos.

Asimismo, se desarrollaron el manejo preciso de micropipetas, preparacion de
soluciones quimicas con distintos parametros de concentracion, y técnicas de trabajo
estéril, esenciales para la integridad de los experimentos. La capacitacion en el manejo



de animales en bioterio garantizd el cumplimiento de buenas practicas en
experimentacion animal, asegurando condiciones 6ptimas para los procedimientos.

En conjunto, estas actividades contribuyeron significativamente a la formacion técnica
en biologia molecular aplicada, fortaleciendo la capacidad para analizar mecanismos
genéticos complejos en modelos experimentales y consolidando una base sélida para
futuras investigaciones en el ambito biomédico.
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