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1. RESUMEN

El presente informe final describe las actividades realizadas durante el servicio social efectuado
del 19 de mayo al 19 de noviembre de 2025 en el Laboratorio de Fisiologia Experimental de la
Unidad de Investigacion UNAM-INC, dentro del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio
Chavez”. El objetivo principal del servicio social fue fortalecer la formacion profesional
mediante el desarrollo de habilidades précticas en técnicas de biologia molecular y bioquimica,
enfocadas en el andlisis de proteinas renales en modelos de ratones transgénicos. Durante el
periodo de trabajo se recibid capacitacion certificada en el manejo de animales de
experimentacion en el Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”,
lo que permitio realizar actividades de monitoreo, cuidado y manipulacion de ratones conforme a
la NOM-062-ZO0O-1999 y los lineamientos éticos del CICUAL. Dichas habilidades fueron
fundamentales para la obtencion adecuada de muestras de tejido renal destinadas al anélisis
molecular. Las actividades técnicas desarrolladas incluyeron la preparacion de soluciones y
reactivos especializados, la homogeneizaciéon y lisis de tejido renal, la obtencion y
almacenamiento de proteinas, y su cuantificacion mediante el ensayo BCA. Asimismo, se
ejecutaron procedimientos completos de electroforesis SDS-PAGE y Western blot, desde la
separacion de proteinas en geles de poliacrilamida hasta su transferencia, bloqueo, incubacion
con anticuerpos y revelado mediante quimioluminiscencia en el sistema ChemiDoc™. Estas
metodologias permitieron evaluar la expresion de proteinas involucradas en mecanismos clave
del transporte idnico renal, como NCC, pNCC, SPAK, pSPAK y yENaC, componentes
fundamentales para comprender procesos relacionados con el equilibrio hidroelectrolitico y la
fisiopatologia renal. La participacion en estas actividades no solo fortaleci6 la formacion técnica
y cientifica, sino que también contribuyo al desarrollo de proyectos de investigacion biomédica
orientados al entendimiento de enfermedades renales, las cuales representan un reto creciente
para los sistemas de salud. Finalmente, el servicio social favorecio la integracion en un entorno
de investigacion real, fomentd el trabajo ético y responsable con modelos animales, y permitio
aplicar conocimientos teoricos adquiridos en la licenciatura a situaciones experimentales
concretas. Esta experiencia consoliddo competencias profesionales esenciales para el ejercicio de
la biologia en &mbitos académicos, clinicos y de investigacion.

Palabras clave: proteinas renales, Western blot, SDS-PAGE, ratones transgénicos, biologia
molecular.



2. INTRODUCCION

El estudio de los mecanismos celulares y moleculares que regulan la funcion renal es fundamental
para comprender diversas enfermedades cronicas que afectan al organismo. El rifién participa en
la homeostasis del equilibrio hidroelectrolitico, la regulacion de la presion arterial y la eliminacion
de desechos metabolicos; funciones que dependen de la expresion y actividad de proteinas
especializadas (Lozano-Ruiz et al., 2024). Por ello, el analisis molecular de proteinas renales es
una herramienta clave para entender tanto procesos fisioldgicos como alteraciones relacionadas
con patologias.

Los modelos murinos transgénicos constituyen un recurso experimental indispensable para
estudiar la funcion de genes especificos y su relacion con enfermedades humanas, incluyendo
trastornos renales y metabolicos (Kubista et al., 2022). Estos modelos permiten evaluar la
expresion génica y proteica de manera controlada, ofreciendo informacion relevante para el
desarrollo de estrategias diagndsticas y terapéuticas (Garcia Trejo y Ortega, 2022).

En el ambito biomédico, técnicas como la electroforesis en gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) y
el Western blot se han consolidado como herramientas esenciales para la separacion, deteccion y
cuantificacion de proteinas. Su uso facilita el analisis de proteinas transportadoras, quinasas
reguladoras y otros componentes claves en la funcion renal (Mahmood y Yang, 2012). Estas
metodologias, combinadas con protocolos de extraccion adecuados, permiten obtener resultados
reproducibles y de alta calidad en estudios moleculares (Wang et al., 2018; Walker, 2019).

Ademas, las enfermedades renales representan un desafio creciente para la salud publica, ya que
afectan significativamente la calidad de vida y pueden derivar en complicaciones severas.
Comprender sus mecanismos a nivel molecular es indispensable para proponer estrategias de
prevencion, diagndstico y tratamiento mas eficaces (Chen et al., 2024; Das et al., 2021).

En este contexto, el servicio social realizado me permitié integrar conocimientos tedricos de la
licenciatura con habilidades practicas adquiridas en un entorno de investigacion real. El trabajo en
el Laboratorio de Fisiologia Experimental fortaleci6 mi formacion en técnicas de biologia
molecular y en el manejo de modelos animales, contribuyendo al estudio de proteinas renales
relevantes para la fisiologia y patologia del rifion. Esta experiencia favorecié tanto mi desarrollo
académico como mi participacion en proyectos con impacto potencial en el area biomédica.

3. UBICACION

Las actividades se desarrollaran en el Laboratorio de Fisiologia Experimental de la Unidad de
Investigacion UNAM-INC, dentro del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”,
localizado en Juan Badiano No. 1, Seccion 16 de Belisario Dominguez, alcaldia Tlalpan, Ciudad
de México, C.P. 14080.
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Figura 1. Ubicacion del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”. Mapa de localizacion del
Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez” en la Ciudad de México, mostrando la direccion en
Juan Badiano No. 1, Seccion 16 de Belisario Dominguez, alcaldia Tlalpan.

4. MARCO INSTITUCIONAL

El servicio social se realizo en el Laboratorio de Fisiologia Experimental de la Unidad de
Investigacion UNAM-INC, perteneciente al Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”
y vinculado al Instituto de Investigaciones Biomédicas (IIBO) de la UNAM. Estas instituciones
se distinguen por su compromiso con el estudio de procesos bioldgicos, biomédicos y clinicos,
asi como por su labor formativa y de impacto social.

La mision del IIBO es estudiar fenomenos biologicos y biomédicos en los niveles molecular,
bioquimico, celular, organismico y poblacional. A través de este trabajo, busca impulsar el
desarrollo cientifico, fortalecer la ensefianza y difundir la ciencia en México, con la finalidad de
promover un avance saludable a nivel nacional e internacional.

Su vision es consolidarse como una institucion que no solo realice investigacion de excelencia y
forme a los investigadores del futuro, sino que ademds mantenga un fuerte compromiso social
orientado al mejoramiento de la educacion y de las condiciones de salud de la poblacion
mexicana.

5. OBJETIVO GENERAL

Evaluar la expresion de proteinas renales en muestras de rifiones de ratones transgénicos
mediante técnicas de biologia molecular y bioquimica.

5.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar el manejo y monitoreo basico de ratones transgénicos en el bioterio, asegurando
su bienestar y condiciones adecuadas para la obtencion de muestras.



e Preparar soluciones experimentales ajustando concentracion, pH y osmolaridad, de
acuerdo con los requerimientos de los protocolos de laboratorio.

e Identificar transgenes en ratones mediante la extraccion de ADN de biopsias de ratones
transgénicos

e Analizar la expresion de proteinas renales mediante extraccion, cuantificacion,
separacion por SDS-PAGE y deteccion mediante ensayos tipo Western Blot.

6. ACTIVIDADES REALIZADAS

6.1. Manejo y cuidado de ratones transgénicos

Participé activamente en el cuidado y supervision de los animales de experimentacion,
realizando revisiones periddicas de su alimentacion, hidratacion y bienestar general conforme a
los protocolos establecidos. El mantenimiento se llevaba a cabo dos veces por semana, los
martes y los viernes. Los ratones se encontraban alojados en cuartos con sistemas de iluminacién
cronometrada, configurados con un ciclo de luz inversa de 12/12 horas, lo que permitia mantener
condiciones ambientales controladas y adecuadas para su desarrollo.

Dentro de las actividades rutinarias, me encargaba de la limpieza y acondicionamiento de las
cajas, lo cual incluia el cambio de aserrin y de los materiales de enriquecimiento ambiental,
como periodico, carton y juguetes disefiados para favorecer la estimulacion y reducir el estrés.
Asimismo, se les proporcionaba alimento y agua adicionales, asegurando su adecuado estado
fisiologico. Todas estas tareas se realizaban siguiendo los lineamientos del Comité Institucional
para el Cuidado y Uso de Animales de Laboratorio (CICUAL), garantizando un manejo
responsable y ético.

Como parte de las actividades en investigacion, se realiz6 la obtencion y procesamiento de
riflones transgénicos destinados a posteriores andlisis proteicos, aplicando técnicas adecuadas
para preservar la integridad de las muestras.

Para fortalecer mis habilidades, cursé y obtuve una certificacion en manejo de ratones en el
Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion “Salvador Zubiran”, donde reforcé
conocimientos sobre técnicas de sujecion segura, minimizacion del estrés animal y principios de
bioética en la investigacion biomédica.

6.2. Preparacion y manejo de soluciones y reactivos

Durante mi servicio social también participé de manera constante en la preparacion de soluciones
y buffers esenciales para los procedimientos de electroforesis y Western blot, lo cual incluy¢ la
elaboracion de buffers de lisis y del buffer Yale, utilizados para la extraccion de proteinas
renales. Preparé el buffer de corrida (SDS) necesario para la separacion de proteinas en geles de
poliacrilamida y el buffer de transferencia (TGS con metanol) empleado para la movilizacion de
proteinas a membranas PVDF o nitrocelulosa. Asimismo, preparé TBS-T al 0.2 % para los



lavados de membranas y las soluciones de bloqueo, utilizando leche de bloqueo al 1-10% seglin
los requerimientos experimentales. Estas actividades implicaron el ajuste de pH, céalculos de
diluciones, determinacion de volimenes y el manejo adecuado de reactivos sensibles como SDS,
acrilamida e inhibidores de proteasas, garantizando la correcta preparacion de cada solucion para
su uso en los experimentos.

6.3. Lisis de tejido renal y obtencion de proteinas

Para la obtencion de proteinas renales, los tejidos se mantuvieron siempre congelados, utilizando
nitrégeno liquido para evitar cualquier descongelamiento prematuro. La lisis Gnicamente se
inici6 una vez que se afiadio el buffer de lisis adecuado (en este caso, buffer Yale), preparado el
mismo dia o un dia antes con inhibidores de proteasas para proteger las proteinas durante la
extraccion.

Previo al procedimiento, se enfri6 la centrifuga y se colocaron todos los materiales en hielo.
Cada rifidn se peso y se agregd un volumen de buffer dependiendo el peso del rifion. El tejido se
homogeneizé utilizando un Polytron a velocidad méxima (30 000 rpm) por 30 segundos,
alternando con reposos de 15 segundos sobre hielo para evitar el sobrecalentamiento. Este
proceso se repitid hasta obtener un homogeneizado uniforme. El equipo se limpi6 entre muestras
para evitar contaminacion cruzada.

Posteriormente, las muestras homogeneizadas se dejaron reposar durante 30 minutos en hielo
para favorecer la lisis quimica sin exceder dos horas de incubacion. Luego, se centrifugaron a 10
000 rpm por 10 minutos a 4 °C. El sobrenadante, que contiene las proteinas solubles, se recuper6
cuidadosamente y se dividié en al menos dos alicuotas.

Finalmente, las proteinas se almacenaron a —80 °C, asegurando su estabilidad para las etapas
posteriores como cuantificacion, SDS-PAGE y Western blot. Este procedimiento permitid
obtener extractos proteicos de alta calidad, fundamentales para el analisis molecular de tejidos
renales.

6.4. Cuantificacion BCA

Después de realizar la lisis y obtener los sobrenadantes proteicos, se llevd a cabo la
cuantificaciéon de proteinas totales mediante el ensayo del 4cido bicinconinico (BCA), con el
objetivo de estandarizar la cantidad de proteina que se cargaria en los geles de acrilamida durante
la electroforesis.

Para realizar el ensayo se utilizo un kit comercial (ABP Biosciences), el cual requiere preparar
una “working reagent” y una curva estandar usando diluciones de albiimina sérica bovina (BSA)
de concentracidon conocida. Tanto las muestras como las diluciones estandar se colocaron en una
microplaca de 96 pozos, se mezclaron con la solucion de trabajo y se incubaron durante el
tiempo indicado por el fabricante.



Las absorbancias se registraron utilizando un espectrofotometro BioTek, y los datos fueron
analizados con el software Gen5, que permitid generar la curva estdndar y posteriormente
extrapolar la concentracion de proteinas de cada muestra. Esta cuantificacion fue esencial para
ajustar los volumenes de muestra y determinar la cantidad apropiada de buffer de carga Laemmli
para la etapa posterior de SDS-PAGE.

6.5. Electroforesis de proteinas SDS-PAGE

Para el analisis de proteinas se prepararon geles de poliacrilamida con concentraciones entre 6%
y 8%, ajustando tanto el nimero de pozos como la concentracion de acrilamida de acuerdo con la
cantidad de muestras y al peso molecular esperado de las proteinas de interés. Ademas de los
geles convencionales, también se emplearon geles stain-free, los cuales contienen compuestos
activables por luz UV que permiten visualizar las proteinas directamente en el sistema
ChemiDoc™ sin necesidad de realizar tinciones adicionales. Esto facilité la verificacion
inmediata de la calidad de la corrida y de la carga de proteinas antes de proceder a la
transferencia, como se observa en la Figura 2.
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Figura 2. Gel stain-free de proteinas renales . Visualizacion de proteinas totales obtenidas de tejido renal

de ratones transgénicos mediante electroforesis SDS-PAGE en gel stain-free.

Una vez preparados, los geles, incluyendo los stain-free, se montaron en la camara de
electroforesis con los peines orientados hacia el interior. Después, se lleno la cadmara con buffer
de corrida TGS 1X y se procedid a cargar las muestras junto con el marcador de peso molecular.
La corrida se inici6 a 50—70 V durante aproximadamente 20 minutos, tiempo suficiente para que
las proteinas cruzaran el gel concentrador, y posteriormente se aumentd a 120 V, o hasta 120-150
V dependiendo de la proteina, hasta obtener una separacion adecuada de las bandas. Durante
toda la electroforesis se superviso que la camara permaneciera correctamente llena de buffer para
asegurar la continuidad eléctrica y la calidad de la separacion.



6.6. Técnica de Western blot

e Transferencia de proteinas

Tras finalizar la electroforesis, los geles se incubaron brevemente en buffer de transferencia. Las
membranas se prepararon dependiendo del material:

e Nitrocelulosa: hidratacion en agua destilada (5 min)
e PVDF: activacioén en metanol (30 segs) y enjuague posterior

Una vez hidratadas, se montd el “sandwich” de transferencia y se realizo una transferencia
semiseca en el Trans-Blot a 14 V durante 40 minutos a 1 hora con 30 minutos, dependiendo del
numero de membranas que se procesaran. Al finalizar la transferencia, la membrana se dejo
secar completamente con la cara de las proteinas hacia arriba para asegurar su estabilidad antes
de continuar con los pasos de verificacion.

Posteriormente, se realizo la tincidn de proteinas con el fin de confirmar que la transferencia se
hubiera llevado a cabo de manera adecuada. La tincion aplicada dependio del tipo de membrana
empleada. En membranas de nitrocelulosa o en los geles, se utilizo Coomassie, que permite
visualizar las bandas proteicas con alta sensibilidad. Cuando unicamente se requeria una
verificacion rapida y reversible, se empled Ponceau S, que facilita la deteccion temporal de
proteinas sin interferir con el proceso posterior de inmunodeteccion. En el caso de trabajar con
membranas PVDF, se utilizé el Thermo Scientific™ Pierce™ Reversible Protein Stain Kit para
membranas de PVDF, disefiado especificamente para dicho material y que proporciona una
visualizaciéon clara sin afectar la posterior incubacién con anticuerpos. Esta etapa fue
fundamental para asegurar la calidad de la transferencia antes de proceder con el bloqueo y la
deteccion por Western blot, como se muestra en la Figura 3.

Figura 3. Membrana PVDF tefida tras transferencia de proteinas . Membrana de PVDF activada en
metanol y tefiida con el Thermo Scientific™ Pierce™ Reversible Protein Stain Kit para confirmar la
correcta transferencia de proteinas desde el gel de poliacrilamida.



Finalmente, las membranas se etiquetaron correctamente con una pluma,para después continuar
con el bloqueo y revelacion.

e Bloqueo de membranas

Una vez finalizada la transferencia, fue necesario bloquear la membrana para impedir que los
anticuerpos se unieran de manera inespecifica a su superficie. Para este paso se empled una
solucion de leche de bloqueo al 10 % en TBS-T 0.2 %, la cual recubre los espacios libres de la
membrana con proteinas que no interfieren con el reconocimiento del anticuerpo. Después de
mantener la membrana en la solucion bloqueadora entre 10 y 30 minutos a temperatura
ambiente, se realizaron lavados con TBS-T para retirar el exceso de bloqueador.

e Incubacién con anticuerpos

Los anticuerpos primarios (AB1) utilizados en Western blot pueden ser producidos en distintas
especies hospedadoras, cominmente conejo (rabbit), ratébn (mouse) o borrego (sheep). Por ello,
la seleccion del anticuerpo secundario (AB2) debe corresponder de manera exacta a la especie en
la que fue generado el anticuerpo primario: un anticuerpo primario producido en conejo requiere
un anti-rabbit, uno proveniente de raton necesita un anti-mouse y, si el primario fue generado en
borrego, debe emplearse un anti-sheep. Esta correspondencia es indispensable para asegurar una
union especifica y obtener una sefial confiable durante el revelado quimioluminiscente.

Una vez seleccionado el anticuerpo correspondiente, la etapa de deteccion comenzd con la
incubacion de las membranas en los anticuerpos primarios dirigidos a pNCC, pSPAK, SPAK,
NCC y yENaC, proteinas clave en el transporte idnico renal. Esta incubacion se realizé durante
toda la noche a 4 °C con agitacion suave, permitiendo una interaccion eficiente y especifica entre
cada anticuerpo y su antigeno. Al dia siguiente, el anticuerpo primario se recuperd y se
realizaron multiples lavados con TBS-T para eliminar cualquier fraccién no unida.

Posteriormente, se incubaron las membranas con el anticuerpo secundario correspondiente,
conjugado con HRP para permitir la deteccion mediante quimioluminiscencia. Tras una
incubacion de aproximadamente hora y media a temperatura ambiente, se efectuaron nuevos
lavados rigurosos para reducir el fondo y asegurar la claridad de la sefial antes de proceder al
revelado.

Posteriormente, la membrana se incubd con el anticuerpo secundario . Tras una incubacion de
aproximadamente hora y media a temperatura ambiente, se realizaron nuevos lavados para
minimizar el fondo de la membrana.

e Revelado

Para revelar las proteinas, se aplicé una mezcla 1:1 del sistema SuperSignal™ West Pico PLUS
Chemiluminescent Substrate. Finalmente, las membranas se colocaron en el sistema de
documentaciéon ChemiDoc™, donde se registrd la sefial correspondiente a las proteinas
detectadas, donde se le pudo sacar una foto de las proteinas que se encontraban en las
membranas, ademas de que también se tomo una foto del colorimétrico.
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Figura 4. Resultados de Western blot de proteinas renales (SPAK, pSPAK, NCC, pNCC) .Deteccion
especifica de proteinas involucradas en el transporte idnico renal mediante la técnica de Western blot. Se
muestran las bandas correspondientes a SPAK, pSPAK, NCC y pNCC, reveladas por
quimioluminiscencia.

7. HABILIDADES DESARROLLADAS

Las actividades realizadas durante mi servicio social se vinculan directamente con los objetivos
de formacion de la Licenciatura en Biologia, ya que permitieron aplicar conocimientos tedricos
en un entorno real de investigacion y fortalecer habilidades técnicas en biologia molecular y
bioquimica. El manejo de ratones transgénicos, la obtencion de tejidos y la aplicacion de normas
éticas facilitaron la comprension practica del uso de modelos animales en el estudio de procesos
biologicos, integrando de manera efectiva la teoria con el trabajo experimental.

Durante este periodo adquiri competencias esenciales como la preparacion de soluciones y
reactivos, la lisis de tejido renal, la obtencidn y cuantificacion de proteinas mediante el ensayo
BCA, y la ejecucion completa de técnicas como SDS-PAGE, transferencia a membranas e
inmunodeteccion por Western blot mediante quimioluminiscencia. Estas actividades reforzaron
mi capacidad de andlisis de resultados, precision experimental y resolucion de problemas,
habilidades fundamentales dentro del perfil profesional del bidlogo.

Asimismo, desarrollé destrezas en el manejo de instrumentos especializados, incluyendo
micropipetas, el sistema Polytron, espectrofotometro BioTek y el software Gen5, ademas de
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fortalecer competencias en bioseguridad y manejo adecuado de residuos biologicos. De igual
manera, consolidé habilidades relacionadas con el cuidado, la sujecion y la manipulacion ética de
ratones transgénicos, integrandome de forma eficiente a las actividades cotidianas del
laboratorio.

El servicio social contribuy¢ también al avance de las lineas de investigacion del Laboratorio de
Fisiologia Experimental, al participar en procedimientos orientados al analisis de proteinas
renales en modelos murinos. La experiencia obtenida, respaldada por la capacitacion formal en el
manejo y cuidado de animales de experimentacion, fortalecid mi preparacion en investigacion
biomédica y consolid6 habilidades acordes a los objetivos formativos establecidos por la
UAM-X.
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