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Identificación de la localización de las proteínas WNK, SPAK y KCC en núcleos 
hipotalámicos. 
 

Actualmente la obesidad y el sobrepeso son problemas prioritarios de salud 
pública en México ya que se asocian con el desarrollo de otras patologías. Estas 
dos enfermedades son producto del desbalance entre la ingesta católica y el 
gasto energéGco y, dado que estas dos funciones emiten señales periféricas 
que posteriormente percibe el hipotálamo, éste úlGmo juega un papel críGco 
en el control de estas. 

El hipotálamo es un área cerebral compleja formada por disGntas áreas que a 
su vez está compuesta por grupos neuronales diferentes que se comunican 
entre sí para establecer asas de retroalimentación negaGvas que inhiben o 
acGvan la infesta de alimento o saciedad y la termogénesis dependiendo de 
este estado nutricional. 

La lepGna es uno de los principales indicadores del estado metabólico ya que 
se produce proporcionalmente a la canGdad del tejido adiposo. Así, mientras 
mayor es el número de adipocitos, más lepGna se secreta y más llega al 
hipotálamo. Éste integra la señal de la lepGna como excesivo y reprime el 
almacenamiento de nutrientes y la infesta alimenGcia, lo que a su vez 
promueve el gasto energéGco para lograr el equilibrio. 

Paradójicamente, en personas obesas ocurre que, a pesar del gran número de 
lepGna asociada al tejido adiposo, la ingesta calórica es alta y el fasto 
energéGco es bajo. Por lo que resulta de sumo interés estudiar los mecanismos 
por los que la lepGna promueve estas funciones para entender y abordar la 
fisiopatología de la obesidad. 

Estudios en roedores han demostrado que modificaciones de la transmisión 
sinápGca GABAérgica inducida por la lepGna en el hipotálamo alteran la ingesta 
o el gasto energéGco con consecuencias en el peso corporal y que existen 
grupos neuronales específicos que controlan uno u otro proceso. 
ParGcularmente los efectos sobre el gasto energéGco y la termogénesis en los 
que este protocolo se enfocará ocurren en varios Gpos neuronales como las 
neuronas MSH y las neuronas RIP del hipotálamo. Las neuronas RIP son 
neuronas en e núcleo arqueado (ARC) y el núcleo ventromedial (VMH) que 
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responden a es>mulos metabólicos como la lepGna y la glucosa y modifican y 
regulan la termogénesis principalmente en el tejido adiposo pardo , pero 
también de otros tejidos termogénicos.  

En el laboratorio del InsGtuto de InvesGgaciones Biomédicas de la UNAM, se 
cuenta con ratones transgénicos que son resistentes a la obesidad inducida por 
una dieta alta en grasa ya que muestran un aumento en el gasto energéGco, 
pero sin modificaciones en su ingesta calórica. Estos ratones expresan una 
versión inacGva de la proteína SPAK (ratones SPAK T243A/T243A) que se ha 
descrito como un elemento importante en el mantenimiento de la 
concentración intracelular del cloruro por la regulación de la fosforilación y por 
ende de la acGvidad de los cotransportadores NA+, K+ y Cl- SLC12A, N(K)CC, y 
KCC.  

Como mecanismo de prevención de la obesidad ante una dieta alta en grasa 
de estos ratones, se plantea que la pérdida de la función de SPAK en los ratones 
SPAK T243A/243A causa la inhibición de NKCC1 y la acGvación de KCC2 en 
neuronas del núcleo paraventricular (PVN) en el hipotálamo, lo que hace que 
la sinapsis GABAérgica proveniente de las neuronas RIP del ARC inducida por 
la lepGna del hipotálamo sea aún más hiperpolarizante y se observe más 
termogénesis. 

Así, el circuito ARC-PVN-Tejido adiposo interpreta la señal de la lepGna de 
manera exagerada y esto aumenta el efecto de esta hormona sobre el gasto 
energéGco del tejido adiposo e incluso de otros tejidos. De acuerdo con esta 
hipótesis, los ratones SPAK T243A/243ª en una dieta alta en grasa son 
resistentes a la obesidad por tener un mayor gasto energéGco esGmulado por 
una hipersensibilidad a la lepGna en el circuito ARC-PVN-NTS-RPa-Tejido 
adiposo al tener menores concentraciones de cloruro intracelular en neuronas 
de este circuito y más sensibles al GABA. 

Por ello, el objeGvo de este protocolo es idenGficar la localización de algunos 
elementos de la vía de la señalización como lo son las cnasas WNK, SPAK y KCC 
en los núcleos hipotalámicos encargados de la termogénesis y el metabolismo 
energéGco bajo la hipótesis de que las proteínas WNK, SPAK y el 
cotransportador KCC se encuentran localizados en los núcleos 
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supraquiasmáGco (NSQ), PVN, ARC, dorsomedial (DMH) y VMH y existe una 
expresión diferencial de las proteínas WNK y KCC dentro de los mismo núcleos. 

Inmunofluorescencias en cortes de cerebro de ratones SPAK 
T243A/243A con tratamiento de an:cuerpos WNK, SPAK, KCC.  
Protocolo escrito por Vanessa Romero y María Chávez 

Soluciones 

TBS-T Solución de bloqueo/ 
diluyente 

Solución de DAPI 

TBS 1X 50 ml TBS-T 10 ml TBS 1X 2 ml 
Tritón 25 ul 3%Donkey Serum 300 ul DAPI Stock 0.2 ul 

 

Metodología de las inmunofluorescencias. 

1. En una placa de 12 pozos, añadir a 1 ml de TBS-T a 3 pozos. 
2. Elegir corte de cerebro dependiendo el núcleo por analizar. 
3. Transferir el corte con un gancho de vidrio a uno de los pozos que 

conGenen TBS-T. 
4. Realizar 3 lavados con TBS-T durante 5 minutos cada uno en agitación. 
5. Incubar el corte con la solución de bloqueo durante 1h a temperatura 

ambiente y en agitación. 
6. Preparar los anGcuerpos primarios en la solución diluyente (1ug/ml). 
7. Después del bloqueo incubar el corte con anGcuerpo primario durante 

dos noches a 4°C y en agitación. 
8. Preparar los anGcuerpos secundarios en la solución diluyente (1:1000). 
9. Incubar el corte con anGcuerpo secundario por 2h a temperatura 

ambiente y en agitación. NOTA: A parGr de este paso el corte debe 
cubrirse con aluminio. 

a. Si se uGliza un anGcuerpo bioGnilado, después del paso anterior: 
i. Realizar 3 lavados con TBS-T durante 5 minutos cada uno en 

agitación. 
ii. Preparar la estreptavidina 1:1000 en la solución diluyente. 

iii. Incubar el corte con estreptavidina por 45 minutos a 
temperatura ambiente en agitación. 
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10. Realizar 3 lavados con TBS-T durante 5 minutos cada uno en agitación. 
11. Dejar el corte en TBS 1X durante 1 noche a 4°C. Sin agitación y cubierto 

con aluminio. 
12. Al día siguiente, pasar el corte a una laminilla cargada y dejar secar por 

completo. 
13. Colocar la solución de DAPI por 10 minutos. 
14. Pasar rápidamente la laminilla a un vaso coplin con agua desGlada para 

quitar el excedente de DAPI. 
15. Cubrir la laminilla con medio de montaje (100ul por laminilla (6 cortes)). 
16. Ver al microscopio. 

IdenKficación de la expresión de la cinasa WNK en núcleos hipotalámicos: 
PVN y NSQ. Imágenes obtenidas de cortes vistos al microscopio. 

PVN 

 

NSQ 

 
 

 

IdenKficación de la expresión de la cinasa WNK en núcleos hipotalámicos 
PVNx, NSQ. 

PVN NSQ 
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IdenKficación de la expresión de la cinasa WNK3 en núcleos hipotalámicos 
ARC, PVN, NSQ. 

ARC 

 

PVN 

 
NSQ 

 
 

IdenKficación de la expresión de la cinasa WNK4 en núcleos hipotalámicos 
ARC, DMH, PVN, VMH, NSQ. 
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NSQ 

 
 

Iden:ficación de la expresión de la cinasa SPAK en núcleos 
hipotalámicos ARC, DMH, PVN, VMH, NSQ. 

ARC 

 

DMH 

 
PVN 

 

VMH 

 
NSQ 
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Iden:ficación de la expresión de la cinasa KCC2 en núcleos 
hipotalámicos ARC, DMH, PVN, VMH, NSQ. 
ARC 

 

DMH 

 
PVN 

 

VMH 

 
NSQ 
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Conclusiones 

 

El trabajo realizado ha cumplido con éxito el objeGvo principal del servicio 
social, que es brindar al estudiante la oportunidad de aprender técnicas de 
biología e invesGgación en un entorno de laboratorio. A través de este 
proyecto, el autor ha adquirido habilidades prácGcas y conocimientos teóricos 
que son fundamentales para su formación académica y profesional en el 
campo de las ciencias biomédicas.  El servicio social proporcionó al autor la 
oportunidad de familiarizarse y adquirir experiencia en el manejo de un 
laboratorio de invesGgación. Esto incluye el aprendizaje de protocolos 
experimentales, técnicas de manipulación de muestras biológicas, uso de 
equipos de laboratorio y prácGcas de seguridad y éGca en la invesGgación 
biomédica. Estas habilidades son esenciales para cualquier carrera cien>fica y 
han enriquecido el bagaje académico y profesional del autor. 

 

En cuanto al conocimiento aportado en este servicio social, se logró el análisis 
de las imágenes de cortes cerebrales ha permiGdo idenGficar la expresión de 
las cinasas WNK, SPAK y KCC en diferentes núcleos hipotalámicos. Este hallazgo 
sugiere que estas proteínas están ubicuamente presentes en regiones clave 
para el control del metabolismo, lo que respalda la relevancia de su estudio en 
el contexto de la regulación del balance energéGco y la obesidad. 
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La ubicuidad de las proteínas WNK, SPAK y KCC en el hipotálamo resalta su 
papel central en la regulación de procesos fisiológicos críGcos, como la ingesta 
de alimentos, el gasto energéGco y la termorregulación. Comprender la 
expresión y función de estas proteínas en el contexto de la obesidad y otras 
enfermedades metabólicas puede abrir nuevas vías de invesGgación y 
potenciales estrategias terapéuGcas. 

 

Perspec:vas futuras 

Se abre la posibilidad de explorar más a fondo el papel específico de estas 
proteínas en la regulación del balance energéGco y la obesidad, así como su 
potencial como blancos terapéuGcos para el tratamiento de estas condiciones. 
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