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1 UBICACION GEOGRAFICA

El servicio social se llevara a cabo en el laboratorio de fisiologia experimental de la Unidad
de Investigaciones Biomédicas de la UNAM, ubicado en el Instituto Nacional de Cardiologia
“Ignacio Chavez” en Juan Badiano 1, Belisario Dominguez Secc 16, Tlalpan, 14080 Ciudad
de México, CDMX.

2 MARCO INSTITUCIONAL

e Objetivo institucional: Servir de enlace entre la comunidad académica del Instituto
y el sector productivo y social a traves de diferentes mecanismos enfocados a
transferir los conocimientos, tecnologias y productos desarrollados en el 11BO para
contribuir al beneficio social del pais.

e Mision: La Mision del Instituto es el estudio de fendmenos bioldgicos y biomédicos
en los niveles molecular, bioguimico, celular, organismico y poblacional, para
contribuir con este conocimiento al desarrollo cientifico, y a la ensefianza y difusion
de la ciencia en nuestro pais con miras a un desarrollo mundial saludable.

e Visidn: Una institucién que no solo realice investigacion de excelencia 'y forme a los
investigadores del futuro, sino que tenga un compromiso social en el mejoramiento
en la educacion y las condiciones de salud de los mexicanos.

3 JUSTIFICACION

Las actividades que desarrollare en el Instituto se relacionan con los médulos: 11 (Procesos
celulares fundamentales), 11l (Energia y consumo de sustancias), V' (Historias de vida), VII
(Ciclos biogeoquimicos), IX (Produccion secundaria). Me podré desempefiar en el sector
publico, privado y social; en actividades de asesoria y consultoria, asi como en investigacion
y docencia.

Es por esta razén que decidi asistir al laboratorio de la Dra. Chavez a realizar distintas
técnicas y no un proyecto de investigacion como tal. La ventaja de asistir a este laboratorio
es que a pesar de no tener asignado un proyecto de investigacion, asistiré a los seminarios
semanales del laboratorio. El cual constan de dos partes, la parte bibliografica (45 min) en la
que se discuten articulos recientes de interés para el grupo y la parte experimental en la que
alguno de los estudiantes de licenciatura o de posgrado presentan su proyecto de
investigacion (60min). Asi, se me permitird aprender distintas técnicas que se realizan en el
laboratorio y ademas estar en contacto con la investigacion experimental.
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4 APORTEALASOCIEDAD

Las actividades en los laboratorios y sus practicas ofrecen a las personas la oportunidad de
comprender cdmo se construye el conocimiento en una comunidad cientifica, como trabajan
los cientificos, como se alcanzan acuerdos y como pueden desconocerse. Estas dinamicas
también se entrelazan con la sociedad y la cultura. En particular, las actividades que realizare
en el laboratorio de fisiologia proporcionaran informacién detallada sobre la expresion de
proteinas en el hipotalamo, contribuyendo al entendimiento de enfermedades y trastornos
neuroldgicos asociados con este importante centro regulador del sistema nervioso central.
Una vez identificado la expresion de proteinas relacionados con la expresion proteica en el
hipotdlamo, puede ser utilizado para el desarrollo de terapias personalizadas y tratamientos
mas efectivos para trastornos neuroldgicos y endocrinos.

Por lo que, la evaluacion de la expresion proteica en nucleos hipotaldmicos no solo
contribuye al conocimiento cientifico, sino que también tiene implicaciones directas en la
mejora de la salud y el bienestar de la sociedad a través de avances en la investigacion médica
y terapéutica.

5 OBJETIVO GENERAL

Desarrollar habilidades para el manejo de la expresion proteica utilizando técnicas de
inmunofluorescencia en nucleos del hipotalamo.

5.1 OBJETIVOSPARTICULARES

e Realizar la preparacion de muestras de tejido hipotalamico para su posterior analisis
mediante técnicas de inmunofluorescencia, asegurando la integridad y preservacién de
las proteinas de interés.

e Optimizar las condiciones de fijacion en el proceso de inmunofluorescencia para mejorar
la deteccion y cuantificacion de la expresién proteica en los ndcleos hipotalamicos.

e Validar la especificidad de los anticuerpos utilizados en la técnica de
inmunofluorescencia para garantizar resultados precisos y confiables en la evaluacion de
la expresion proteica en los nucleos hipotalamicos.
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6 NUCLEOSHIPOTALAMICOS

El hipotalamo es una estructura pequefia pero compleja del

cerebro, responsable de regular muchas funciones cruciales N
para la supervivencia y el equilibrio interno del cuerpo & )
(Reguero y Raimundo, 2012; Saper, 2014; Hocht, 2018).

Algunos de los nacleos que lo conforman son los siguientes:

Nucleo dorsomedial (DMH): Este nlcleo esta
involucrado en la regulacion del comportamiento
alimentario, el control del peso corporal y el ritmo
circadiano. Influye en la respuesta al estrés y en la
regulacién del sistema nervioso autonomo, afectando
funciones como la frecuencia cardiaca y la presion

O
arterial. 0

Nucleo ventromedial (VMH): Conocido como el

] )@ OMH

V. ‘QVMH

centro de sociedad, desempefa un papel fundamental I —
en la regulacion del apetito y el comportamiento
alimentario. La estimulacion del VMH puede Figura 1. Localizacién de los nicleos

producir una sensacion de saciedad y disminuir la hipotalémicos.

ingesta de alimentos, mientras que su lesion puede llevar a la hiperfagia y la obesidad.
Nucleo arcuato (ARC): Es una estructura crucial del hipotdlamo que desempefia un
papel fundamental en la regulacion del apetito, el metabolismo y la secrecion
hormonal. Ubicado en la base del hipotalamo, cerca del tercer ventriculo, el ARC es
un sitio principal de accion para las hormonas leptina e insulina, que inhiben las
neuronas AgRP/NPY y activan las neuronas POMC/CART para reducir el apetito.
Las disfunciones en el ARC pueden llevar a trastornos como la obesidad, la anorexia,
la caquexia y la diabetes tipo 2.

6.1 COTRANSPORTADORES

EI NKCC1 y el KCC2 son transportadores de cloro que desempefian roles complementarios
en la regulacidn del equilibrio id6nico dentro de las neuronas y en el sistema nervioso central
(Murillo et al.,2020).

NKCC1(cotransportador Na-K-2Cl tipo 1): Es un cotransportador que transporta
sodio (Na+), potasio (K+) y cloro (ClI-) al interior de la célula en una proporcion de
1:1:2. Este transporte es esencial para mantener el equilibrio idnico dentro de las
células y en el liquido extracelular.

KCC2 (cotransportador K-Cl tipo 2): Es un cotransportador que transporta potasio
(K+) y cloro (Cl-) fuera de la célula en una proporcion de 1:1. Este transporte es
crucial para mantener el equilibrio de cloro dentro de las neuronas.

El equilibrio entre NKCC1 y KCC2 es crucial para mantener el potencial de cloro
intracelular, que influye en la neurotransmision inhibitoria mediada por GABA.
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/7 METODOLOGIA

Para la evaluacién de la expresion proteica en nucleos hipotalamicos se utilizaron ratones
silvestres machos (C57BLACKS®6), ademas, de varias técnicas en el laboratorio de fisiologia
experimental que a continuacion se presentan (Fig. 2).

Fijacion de tejidos Procesamiento de tejidos Anélisis molecular

Figura 2.Metodologia general para la evaluacion de nucleos hipotalamicos.

7.1 FIJACIONDE TEJIDOS

7.1.1 PERFUSION CARDIACA

La perfusion es el método mas cominmente empleado en animales de experimentacion. Este
enfoque introduce el fijador directamente en el sistema circulatorio del espécimen,
permitiendo la fijacidn de los 6rganos desde el interior hacia el exterior. En laboratorios de
fisiologia experimental, se utiliza para extraer el cerebro de ratones y prevenir modificaciones
post mortem en las células, manteniendo la estructura morfologica de células y tejidos sin
cambios notables. Para llevar a cabo este procedimiento, se utiliz6 la técnica empleada por
Dalvi y Belsham (2021):

1. Anestesia: Anestesiar al raton con pentobarbital, administrandolo por via
intraperitoneal (usar 100 pl de anestesia por cada 10 g de peso del raton). Esperar 5
minutos para asegurar la completa anestesia, posteriormente se realiza una incision
en la cavidad toracica para exponer el corazén e identificar los ventriculos y la aorta.

2. Canulacion: Insertar una canula en el ventriculo izquierdo del corazdn, ya que la aorta
ascendente, que transporta la sangre oxigenada desde el corazon al resto del cuerpo,
se conecta a este ventriculo. La insercion de la canula permite que la solucién de
perfusion fluya directamente al sistema arterial. Luego, cortar la auricula derecha para
permitir el drenaje de la solucién de perfusion.

3. Perfusion inicial: Comenzar la perfusidn con solucion salina o PBS 1x para eliminar
la sangre del sistema circulatorio. Esto ayuda a prevenir la coagulacion y permite una
mejor penetracion del fijador.
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Perfusion final: Cambiar a la solucién fijadora (PFA 4%) y continuar la perfusion
hasta que el raton se torne rigido, lo que indica una buena fijacion de los tejidos.
Una vez completada la perfusion, se puede proceder a la extraccion del cerebro y al
procesamiento (Fig.3).

00:03
L J .
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Figura 3. Fijacién del cerebro mediante perfusion cardiaca con 4% PFA.

7.2 PROCESAMIENTO DE TEJIDOS

7.2.1

TECNICA CRIOSTATO

Un criostato es un dispositivo utilizado para mantener las muestras a temperaturas muy bajas,
generalmente en el rango de temperaturas criogénicas. Para llevar a cabo este procedimiento,
se utilizo la técnica empleada por Dalvi y Belsham (2021):

1.

Ajuste del criostato: Ajustar la temperatura segun el tipo de tejido y el grosor deseado
de las secciones (espesor de 20-30 pm).

Preparacion de tejido: Extraer el cerebro de los ratones previamente fijados.
Montaje: Montar el cerebro fijado en un monde con un medio de montaje que permita
su congelacion. EI monde se congela y se coloca en el cabezal del criostato.

Corte de secciones: Colocar el monde de tejido en el cabezal del criostato y comenzar
a cortar secciones delgadas de cerebro coronalmente.

Recogida de secciones: Con un pincel fino, las secciones cortadas del cerebro
congelado se transfieren a una placa con pocillos llena de solucidn crio preservacion,
sin embargo, algunos cortes se seleccionan y se montan en portaobjetos limpios para
corroborar en el microscopio los cortes alineados y la seccién deseada.
Almacenamiento y analisis: Almacenar los cortes en un congelador a 4°C si no se van
a utilizar de inmediato (Fig.4).
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Figura 4. Corte coronal de cerebro por medio del criostato.

TECNICA DE INMUNOFLUORESCENCIA INDIRECTA

La inmunofluorescencia es una técnica utilizada para visualizar y detectar la presencia de
proteinas especificas en muestras bioldgicas. Este método se basa en la capacidad de los
anticuerpos para unirse de manera especifica a las proteinas de interés. Para llevar a cabo este
procedimiento, se utilizo la técnica empleada por Dalvi y Belsham (2021):

1.

Seleccion de muestra y lavados: Se selecciona la muestra y se le realizan 3 lavados
de 5 minutos cada uno con TBS 1X+ 0.5% triton, para eliminar residuos de la solucion
preservadora.

Bloqueo: Se bloquean los sitios no especificos de unién con sustancias como suero
bovino o albimina de suero bovino para reducir la unién no especifica de los
anticuerpos, durante 1 hora.

Incubacién con anticuerpos primarios: Se afiaden anticuerpos primarios especificos
para la proteina de interés. Estos anticuerpos se uniran a la proteina en la muestra.
Lavado: Se vuelven a realizar 3 lavados de 5 minutos cada uno con TBS 1X+ 0.5%
tritén para eliminar los anticuerpos no unidos y reducir el fondo de fluorescencia.
Incubacién con anticuerpos secundarios marcados con fluoréforos: Se afiaden
anticuerpos secundarios con fluoroforos. Estos se unen a los anticuerpos primarios y
emiten fluorescencia. Cabe mencionar, que a partir de este paso se debe de cubrir en
su totalidad la muestra para evitar la oxidacion del fluoréforo.

Lavado adicional: Se realiza otros 3 lavados de 5 minutos cada uno con TBS 1X+
0.5% triton para eliminar los anticuerpos secundarios no unidos.

Montaje y observacion: La muestra se monta en un medio adecuado y se observa bajo
un microscopio de fluorescencia para visualizar las proteinas de interés que emiten
luz fluorescente (Fig.5).
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Figura 5. Procedimiento de inmunofluorescencia indirecta en flotacion.

7.3 ANALISISMOLECULAR

7.3.1 MICROSCOPIO DE EPIFLUORESCENCIA
El microscopio de epifluorescencia se utiliza para visualizar moléculas fluorescentes dentro
de células y tejidos. Esta técnica permite la observacion de procesos bioldgicos en tiempo
real con gran precision. Utiliza una lampara de mercurio, xenén o LED’s que emite luz de
alta intensidad en un rango amplio de longitudes de onda.

8 RESULTADOS

Se observo que en los nucleos hipotalamicos se expresan los cotransportadores NKCC1 y
KCC2. Sin embargo, NKCC1 probablemente se exprese en el soma de las neuronas, mientras
que KCC2 se localice en las fibras. Estos cotransportadores son esenciales para mantener el
equilibrio ionico y el volumen celular. La presencia de ambos cotransportadores sugiere una
posible activacién de la via WNK-SPAK-CCCs.

Esta via regula varios procesos fisioldgicos, incluyendo el balance de iones y agua en las
células. Investigaciones recientes destacan la importancia de la via WNK-SPAK en la
osmosensibilidad y la osmorregulacién, ya que las quinasas WNK son sensibles a los niveles
de cloruro y la osmolaridad intracelular. Esta sensibilidad permite que regulen los
cotransportadores acoplados a cloruro (CCC) para mantener el equilibrio celular.

Dado estos hallazgos, es crucial continuar con la caracterizacion y el analisis de la expresion
de la via WNK-SPAK-CCCs en los nucleos hipotalamicos para comprender mejor cOmo esta
via influye en el equilibrio idnico.
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9 FUTURASPERSPECTIVAS

e Tomar las fotos de los tejidos seleccionados en el microscopio confocal para mayor
precision.

e Cuantificar las imagenes y determinar con precision su localizacion, asi como las
areas de ecolocalizacion.

e Llevar a cabo experimentos bajo condiciones de dietas altas y bajas en grasa.

e Realizar experimentos en los nucleos hipotalamicos faltantes con proteinas
fosforiladas para evaluar la activacion de la via WNK-SPAK-CCCs.
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