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RESUMEN

El proyecto de servicio social se llevo a cabo en el laboratorio de Genomica del
Metabolismo Oseo dentro del Instituto Nacional de Medicina Genomica, una
institucion mexicana idénea para el desarrollo de investigacion de vanguardia
aplicada a la medicina en donde se me permitio aplicar y fortalecer mis
conocimientos adquiridos durante mi formacion en la licenciatura en Biologia.

El objetivo de este informe fue evaluar los cambios en la expresion de las proteinas
asociadas a deterioro cognitivo en un modelo murino de cetoacidosis diabética
(CAD), lo que ayudaria a entender los posibles mecanismos asociados al deterioro
cognitivo en personas con esta patologia.

Algunas de las actividades realizadas en la institucion fueron la cuantificacién de
proteina utilizando la técnica 2D-Quant, asi como la separacion de las proteinas por
electroforesis y Western Blot, el bloqueo e incubacion de anticuerpos y por ultimo la
deteccion y el revelado utilizando el sustrato ECL (Enhanced Chemiluminescence
Detection System); siendo una parte fundamental pues se estandarizaron algunas
proteinas asociadas al deterioro cognitivo como Tau, Tau5, Tau 212, Sinapsina,
GSKS3-B.

Este estudio no solo busca mejorar la atencion clinica de los pacientes con CAD,
sino también reducir la carga econdmica y emocional asociada a esta complicacion.
Asi como las estrategias de prevencion y tratamiento mas efectivas esperando
disminuir la incidencia de complicaciones neuroldgicas y mejorar la calidad de vida
de los pacientes.
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Introduccién

El Instituto Nacional de Medicina Gendmica es una institucion mexicana idonea para
el desarrollo de investigacion de vanguardia aplicada a la medicina. Siendo un
espacio de formacion de recursos humanos, desarrollo de soluciones innovadoras
y técnicas genomicas para la prevencion, diagnostico y tratamiento de las
enfermedades de mayor incidencia en México (PAT, 2020), como lo es la diabetes
Mellitus (DM). Esta enfermedad es un problema de salud publica en México, que
afecta al 18.3% de la poblacion adulta, lo que equivale a aproximadamente 14.6
millones de personas. Ademas, constituye la segunda causa de defunciones a nivel
nacional(Basto-Abreu et al., 2023; Consumidor, 2022; «INEGI, 2022», 2023).

Este panorama resalta la necesidad urgente de desarrollar estrategias efectivas
para abordar esta epidemia.

La diabetes mellitus no solo impacta la salud metabdlica, sino que también esta
estrechamente relacionada con el deterioro cognitivo. Estudios han demostrado que
los pacientes diabéticos tienen un mayor riesgo de desarrollar trastornos cognitivos
y demencia en comparacion con aquellos sin diabetes (Biessels etal., 2014;
Whitmer et al., 2009). Este deterioro cognitivo es una condicion que afecta a
millones de personas a nivel mundial y esta asociado con diversos factores
genéticos, ambientales y metabdlicos. Existen multiples complicaciones derivadas
de la diabetes, una de ellas es la cetoacidosis diabética (CAD), la cual ha
demostrado tener un efecto significativo en la funcion cerebral, acelerando el
deterioro cognitivo (Chico Ballesteros, 2010).

La cetoacidosis diabética es una complicacion aguda y potencialmente mortal que
se presenta principalmente en pacientes con diabetes tipo 1, aunque también puede
ocurrir en aquellos con diabetes tipo 2 bajo ciertas condiciones. Esta condicion
resulta de la acumulacion excesiva de cuerpos cetonicos en el organismo debido a
una insuficiencia insulinica severa, lo que altera el equilibrio metabdlico y puede
afectar estructuras cerebrales criticas (Garcia-Rodriguez y Giménez-Cassina,
2021).

La CAD no solo induce cambios metabdlicos, sino que también esta asociada con
complicaciones neurolégicas y estrés oxidativo, esto a que en pacientes con DM1
la insulina regula la fosforilacion de proteinas Tau y los niveles elevados de estas
estdn asociados al deterioro en la integridad de la sustancia blanca cerebral
teniendo factores que contribuyen como consecuencia al deterioro cognitivo
acelerado (Aderinto et al., 2023; Kantar y Paoli, 2019; Vergel et al., 2012).



Una de las demencias que involucran el deterioro cognitivo es la a enfermedad de
Alzheimer (EA) y hallazgos histopatolégicos corresponden a placas seniles
formadas por depositos de péptido B- amiloide, y ovillos neurofibrilares formados
por proteina tau hiperfosforilada. En sus tapatias existen dos enzimas que son
capaces de regular la fosforilacion de la Tau, las cinasas; siendo GSK3b (cinasa
glucogeno sintetasa "glycogen synthase kinase" 3 b) una de las principales enzimas
gue fosforila tau y las fosfatasas siendo la principal PP2A que remueve los grupos
fosfatos. Y estudios recientes indicaron que la tau en los cerebros de ratas con CAD
se hiperfosforilé notablemente en pT205, pT212, pS214 y pS262 tanto en la corteza
cerebral como en el hipocampo (Arriagada y Villalobos, 2022; Basurto-Islas et al.,
2024; Garcia y Jay, 2004).

En este contexto, investigar las proteinas asociadas al deterioro cognitivo en
modelos animales representa una oportunidad valiosa para comprender los
mecanismos moleculares que vinculan la CAD con el dafio cerebral. Durante mi
servicio social, se llevod a cabo un estudio para evaluar la expresion de proteinas en
un modelo murino de cetoacidosis diabética. Este estudio tuvo como obijetivo
explorar como estos marcadores proteicos pueden influir en el deterioro cognitivo
bajo condiciones de alteracion metabdlica severa (Janeiro etal.,, 2021). La
identificacion y caracterizacion de estas proteinas podrian abrir nuevas vias para
intervenciones terapéuticas dirigidas a mitigar los efectos neurotoxicos asociados
con la CAD.

Este informe final presenta un analisis detallado de las actividades realizadas y los
métodos empleados. Su finalidad es contribuir al entendimiento del impacto que
tiene la CAD en la cognicion.

Lugar donde se realiz6 el servicio social

Las actividades se realizaron en el laboratorio de Genémica del Metabolismo Oseo
dentro de las instalaciones del Instituto Nacional de Medicina Gendmica, ubicado
en Periférico sur 4809, Colonia Arenal Tepepan, Tlalpan, C.P. 14610, Ciudad de
México.



Marco Institucional

El instituto Nacional de Medicina Gendmica (INMEGEN) es el undécimo Instituto
Nacional de Salud, fundado en el afio 2004 como resultado de los esfuerzos del
Consorcio Promotor del Instituto de Medicina Gendémica desde 2001 incluyendo a
la Universidad Nacional Autébnoma de México, el Consejo Nacional de Ciencia y
Tecnologia de la Secretaria de Salud y la Fundacion Mexicana para la Salud.

Su misién es contribuir a la salud de la poblacién de México mediante la formacion
de recursos humanos y la vinculacion con el sector productivo para acelerar el
acceso a bienes y servicios que elevan los niveles en la calidad de vida de los
mexicanos. Asi como su vision es convertirse en referente nacional e internacional
de investigacion, desarrollo de politicas publicas e innovacién en la salud preventiva.

Teniendo como objetivos, formar recursos humanos de alto nivel, aplicar el
conocimiento Genomico en la medicina a través de la cultura innovadora, planear y
dirigir actividades de investigacion cientifica en Medicina Genomica y disciplinas
relacionadas y desarrollar cientificos de excelencia.

Esto es de gran relevancia para el desarrollo intelectual de los estudiantes
egresados de la licenciatura en Biologia de la Universidad Autonoma Metropolitana
Unidad Xochimilco (UAM-X) pues su perfil es formar profesionales creativos y
criticos capaces de realizar actividades cientificas, con una perspectiva
multidisciplinaria lo que permitird adquirir nuevos conocimientos y habilidades para
fortalecer su formacion académica y cientifica.

Objetivo General

Evaluar los cambios en la expresion de las proteinas asociadas a deterioro
cognitivo Tau, Taub5, Tau 212, Sinapsina, GSK3-B, en un modelo murino de
cetoacidosis diabética.

Actividades desarrolladas

e Cuantificacion de proteinas
El procedimiento para la cuantificacion de proteinas se llevo a cabo utilizando la
técnica 2D-Quant. Esta técnica combina la electroforesis y el analisis cuantitativo
parala precision de las concentraciones de proteinas, siendo esencial para estudios
de expresion proteica identificacion de biomarcadores y analisis de cambios
protedmicos en diferentes condiciones bioldgicas.

e Separacion de las proteinas por electroforesis y Werstern Blot

La electroforesis se realiz6 siguiendo el protocolo 1D SDS-PAGE preparando un gel
de poliacrilamida al 12%, este proceso se llevo a cabo agregando los reactivos para

6



el gel separador a la camara, esperando 20 min aproximadamente para que el gel
polimerizara a temperatura ambiente. Seguido de este tiempo se agregaron los
reactivos para el gel concentrador a la cAmara dejando polimerizar a temperatura
ambiente por 15 min aproximadamente. Terminando este proceso se adicion6 buffer
de corrida en la camara asegurandose que el gel se cubriera completamente y se
cargaron 15 g de proteina asi como 8ul de marcador de peso molecular, dejdndose
correr aproximadamente 30-45 min a 60V y posteriormente 2 horas a 120V, hasta
el término de la electroforesis.

e Transferencia de proteinas en membrana de PVDF

Con la ayuda de una cufia, se abri6 el casete que contiene el gel y se utiliz6 una
membrana de PVDF. La membrana se activd con metanol para su posterior uso con
el gel colocando hojas de papel filtro y almohadillas de fibra (de cada lado) entre el
gel y la membrana, formando un sandwich y pasando un rodillo para las posibles
burbujas formadas. Posteriormente se colocé dentro del casete adicionando buffer
de transferencia 1X utilizando en todo momento guantes. Se corrié durante 1hr 30
min a 0.25A teniendo en cuenta no permitir un sobrecalentamiento del sistema por
lo que se aconseja utilizar un sistema de refrigeracion o hacer la transferencia en
una camara fria.

e Bloqueo e incubacion de anticuerpos

Se preparo una solucion de leche con TBS-T (dependera de anticuerpos a analizar)
para bloguear los sitios inespecificos de la membrana y otra solucién para la
incubacion de los anticuerpos primarios. El bloqueo se dejé en agitacién por una
hora en una bolsa sellada, acabando la hora se realizaron 3 lavados con TBS-T
durante 5 minutos cada uno y posteriormente se incubo el anticuerpo primario con
la membrana en una bolsa de platico sellada y solucién de bloqueo, este se dejo
toda la noche en agitacion en camara fria.

Se retir6 el anticuerpo y se lavd con TBS-T. La membrana se incubo con el
anticuerpo secundario, correspondiente al anticuerpo primario, en agitacion por una
hora y se lavé con TBS-T.

e Deteccion y revelado

Para este ultimo paso se utilizd el Sustrato ECL (Enhanced Chemiluminescence
Detection System), se observé mediante quimioluminiscencia ECL Peréxido de
hidrogeno (1) + luminol (2), utilizando el equipo ChemiDoc MP Imaging System de
BIO-RAD.

El sustrato se adiciondé sobre la membrana donde se encuentra el anticuerpo
colocandola dentro de un casete de revelado y dejandolo a exposicidn automatica
hasta visualizar las bandas.



Vinculo de las actividades desarrolladas con el plan de estudios

De acuerdo con los objetivos académicos del programa y el perfil de egreso de la
licenciatura en Biologia en la UAM-X, los conocimientos adquiridos a lo largo de la
carrera nos brindan las habilidades para ser participes de este proyecto para el
servicio social pues la comprension de la biologia y la medicina es esencial para la
complejidad de las interacciones entre la fisiologia y la funcion cerebral ademas de
preparar e inspirar a futuras generaciones de profesionales estudiar estos campos
de la biologia molecular y entender la neurobiologia.

Este estudio no solo busca mejorar la atencion clinica de los pacientes con CAD,
sino también aumentar la conciencia sobre la importancia del control glucémico y
reducir la carga econdmica y emocional asociada a esta complicacién. Asi como
estrategias de prevencién y tratamiento mas efectivas. Al establecer pautas claras
para el manejo del deterioro cognitivo en el contexto de la CAD, se espera disminuir
la incidencia de complicaciones neuroldgicas y mejorar la calidad de vida de los
pacientes, lo que a su vez puede reducir los costos asociados a la atencion médica
de emergencia y la hospitalizacién prolongada.
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Anexos

Anexo 1. Cuantificacion de proteinas
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Anexo 4. Deteccién y revelado
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