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Resumen

El informe describe un servicio social realizado en el laboratorio de Fisiologia experimental
del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM, donde el principal tema de
investigacion esta enfocado en estudiar y comprender la proteina SPAK que controla la
actividad de los cotransportadores cation-cloruro y que puede tener un impacto en la
hipertensién y la obesidad, relacionado con el hipotalamo ya que este es el encargado de
controlar el apetito, la saciedad y la actividad metabdlica. Para apoyar con estas
investigaciones por medio de actividades relacionadas con la profesidn realicé algunas
técnicas de biologia molecular como lisis, PCR, electroforesis de DNA, geles de agarosa; y
otras actividades como el manejo de ratones el bioterio, preparacion de soluciones, algunas
inmunofluorescencias, toma de imagenes en microscopio de fluorescencia y organizacion

de estas imagenes.
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1. MARCO INSTITUCIONAL
El Instituto de Investigaciones Biomédicas (lIB) es una dependencia de la Universidad
Nacional Autbnoma de México (UNAM) que pertenece al Subsistema de la Investigacion
Cientifica. La Misién del Instituto es el estudio de fendbmenos biolégicos y biomédicos en los
niveles molecular, bioquimico, celular, organismico y poblacional, para contribuir con este
conocimiento al desarrollo cientifico, y a la ensefianza y difusidén de la ciencia en nuestro
pais con miras a un desarrollo mundial saludable. Su visién es ser lideres en la generacion
de conocimiento en el &rea de su competencia dentro y fuera de la UNAM, a nivel nacional
e internacional. La construccion de un estrecho vinculo entre la investigacion cientifica de
alta calidad y la atencién a la salud en los institutos nacionales de salud, universidades y
centros de desarrollo industrial y tecnoldgico del pais vinculada con el sector. La formacion

de nuevos investigadores de primer nivel en el area biomédica.

2. INTRODUCCION
El servicio social se realizé en el laboratorio de Fisiologia Experimental de la Unidad del
[IB-UNAM, dentro del cual se estudian los mecanismos de homeostasis de liquidos y
electrolitos, asi como la regulacién de la presion arterial por mecanismos renales y

extrarrenales

Actualmente se estudia a la proteina SPAK, esta proteina controla la actividad de los
cotransportadores electroneutrales de catién-cloruro y, por tanto, procesos fisiolégicos
como la modulacién del volumen celular, la concentracion de cloruro intracelular y
transporte transepitelial de sal, por ellos la modulacion de la actividad de la quinasa SPAK

puede tener un impacto en la hipertension y la obesidad (Torre-Villalvazo et al., 2018).

Para ello, se explora la funcién de la proteina SPAK en nucleos del hipotdlamo que
controlan la termogénesis. El hipotalamo es un area cerebral compleja formada por distintas
areas que a su vez estdn compuestas por grupos neuronales diferentes que se comunican
entre si para controlar el apetito, la saciedad y la actividad metabdlica (Araujo-Castro et al.,
2020).

Debido a esta relacion del hipotalamo con la actividad metabdlica y la proteina SPAK, se
realizan inmunofluorescencias utilizando diferentes anticuerpos para comprender la via en
ratones transgeénicos. Y para eso es necesario realizar otras técnicas de biologia molecular

como PCRy electroforesis, actividades en las que apoye para el seguimientos de los temas
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gue se trabajan dentro del laboratorio. Estos estudios contribuyen a comprender mejor la
via de SPAK y proporcionar informacion relevante para futuras investigaciones y

aplicaciones clinicas.

Las técnicas de biologia molecular sirven para analizar acidos nucleicos, estas técnicas
necesitan un paso previo de extraccion de ADN o ARN. Se deben realizar en muestras
totalmente puras, para obtener resultados correctos (Medallo, 2020). Por lo que son

utilizadas para identificacion de los ratones transgénicos en el laboratorio.

Los ratones modificados genéticamente son portadores de un transgén (material genético
externo) integrado al azar en su genoma con el fin de conducir a la expresion de un nuevo
gen o a la sobre-expresion de un gen ya existente. Generalmente se utilizan construcciones
transgénicas compuestas por un promotor eucariotico y la secuencia codificante del gen de
interés para expresar dicho gen, o sobreexpresarlo, en todas las células del ratbn o en un
tejido concreto. Los ratones transgénicos son herramientas clave para el estudio de la

funcién génica y de las bases genéticas de las enfermedades (Ortega, 2009).

Los de ratones transgénicos que usa en el laboratorio son SPAK-KI, que tienen una
mutacion puntual en el codon que codifica una treonina de la posicion 243 por una alanina
y esto impide que SPAK tenga actividad cinasa y por lo tanto ya nos fosforila los

cotransportadores (Rafigi et al., 2010).



3. UBICACION GEOGRAFICA DE LA INSTITUCION
El servicio social se realiz6 en el Instituto de Investigaciones Biomédicas (I1IBO) de la UNAM,
que se encuentra dentro del Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio Chavez”, ubicado
Juan Badiano 1, Belisario Dominguez Secc 16, Tlalpan, 14080 Ciudad de México, CDMX

(Fig. 1).
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Figur 1 - Ubicacién geografica del Instituto de Investigaciones Biomédicas d la UNAM

4. OBJETIVOS
General
Apoyar en las actividades del laboratorio con técnicas de biologia molecular para el estudio

de la fisiologia en ratones transgénicos.

Especificos
e Conocer las técnicas de biologia molecular utilizadas en el laboratorio
e Desarrollar las habilidades necesaria para la ejecucion de las técnica de biologia
molecular
e Contribuir en el desarrollo de las actividades que se realizan en el laboratorio



5. ACTIVIDADES DESARROLLADAS
Pipeteo

Se trata de una técnica de laboratorio en la que consta de medir y transferir de manera
exacta y reproducible volumenes muy pequefios de liquidos, en donde se utiliza una
micropipeta. Las pipetas de desplazamiento de aire permiten aspirar el liquido gracias al
vacio parcial que se genera cuando el pistdn se desplaza hacia arriba en el cuerpo de la
pipeta. Al poner la punta, hay que asegurar que sea del tipo correcto y que esté

correctamente ajustada (Araiza, 2021).
Meta: Aprender a utilizar correctamente las pipetas

Especificaciones: En el laboratorio se utilizan pipetas donde se puede ajustar el volumen
dentro de un rango; por ejemplo, entre 1-10 pL, 2-20 pL, 20-200 pL y 100-1000 pL. Con
cada una de ellas se realiz6 una evaluacion, en el cual se tomé un volumen indicado, en
cada repeticién se pesaba dicho volumen para obtener datos y poder tener una variacion

minima de los volumenes tomados.

Piepaiacion de soluciones

La concentracion de una solucion nos da informacion acerca de la cantidad de soluto
disuelto en un volumen unitario de solucién. Preparar soluciones por el método de dilucion
consiste en preparar soluciones diluyendo a la que se le llama solucién patrén o estandar,
a la cual se le conoce su concentracion exacta. Para calcular el volumen de solucion patrén
de concentracion conocida necesaria se utiliza la siguiente expresion conocida como Ley
de la Volumetria: V1C1 = V(2 (Garcia et al., 2010).

Meta: Conocer y preparar las soluciones comunes utilizadas en el laboratorio.

Especificaciones: Preparé soluciones de TBS (disolucién salina tamponada con Tris) en
concentracion 1X utilizada para las inmunofluorescencias, soluciones de PBS 1X (Buffer de
Fosfatos) para el lavado de tejidos y con CaCl; para las perfusiones de los ratones; PFA
4% (Paraformaldehido) de igual manera utilizada paras las perfusiones y TAE 1X (Tris
acetato EDTA) para realizar la electroforesis. En general todas estas soluciones, hacia los
calculos correspondientes de acuerdo con la formula V.C1 = V2C-, las preparaba con agua

destilada, las filtraba, etiquetaba y almacenaba. (Fig. 2)



Figura 2. — Preparacion de soluciones (PBS 1X con Ca2ty sin Ca?+)

Manejo de animales de laboratorio

Al manipular y sujetar a los ratones de experimentacion hay que tener en cuenta que por
ser de tamafio pequefio pueden lesionarse con facilidad si no se toman correctamente. El
manejo debe realizarse con firmeza, pero a la vez con suavidad, y sobre todo con confianza.
La forma mas utilizada para manipulacién de ratones adultos y crias a partir del destete es
levantar al animal tomandolo desde la base de la cola, lo mas distalmente posible del punto
medio con los dedos pulgar e indice, sin ejercer demasiada presién; hay que colocarlo de
inmediato en la superficie deseada, o bien darle apoyo en la palma de nuestra mano hasta
trasladarlo al lugar definitivo. Una vez sujeto el animal por la parte proximal de la cola, se
debe colocar sobre una superficie rugosa donde se pueda sujetar con sus patas delanteras.
Este proceso se realiza con la mano diestra . A su vez, con la otra mano se toma la piel del
dorso inmediatamente detras de las orejas con los dedos indice y pulgar, sin ejercer
demasiada presién. Se toma suficiente piel de manera firme para inmovilizar al animal
(Mourelle, 2013).

Meta: Conocer las reglas de ingreso y uso del bioterio, asi como la correcta manipulacion
de los ratones

Especificaciones:

e En el bioterio se realizaba la limpieza de los ratones dos veces por semana de
acuerdo con un calendario para que todos apoyaran, yo realizaba la limpieza los
viernes junto con otras compafieras, se cambiaba el aserrin de las cajas y se
verificaba que los ratones contaran con alimento y agua suficiente.

e Cuando los ratones tenian crias, se tenia que esperar tres semanas para
destetarlos, yo realizaba el sexado de estos ratones, les colocaba un arete con su



namero de identificacion, les cortaba una ligera parte de su cola para después
realizar la identificacion de mutaciones mediante una PCR.

o Apoye en la colocacion de unos sensores en los ratones para monitorear su ritmo
cardiaco, temperatura y actividad.

e Participé en un curso virtual de “Inducciéon” a las politicas de ingreso y uso al

Bioterio”.

Li lit

Se refiere al deterioro de una célula debido a una lesién en su membrana plasmética. En
los métodos quimicos se usan un compuesto disolvente organico; el rompimiento de las
membranas celulares permite la interaccion de la proteina de interés con proteinas de la
misma célula que tienen la capacidad de romper los enlaces peptidicos, es fundamental
afiadir en el amortiguador inhibidores de proteasas, para mantener la integridad de las
proteinas (Ramirez-Carret et al., 2021).

Meta: Realizar la manipulacién correcta de los ratones para poder obtener una muestra de

colita y realizar con éxito la lisis

Especificaciones: Realizaba la lisis de las colitas de los ratones, después de cortar

cuidadosamente un poco de su colita y llevaba a cabo el siguiente procedimiento:

Prender el Thermolyne 15min antes de empezar
Agregar 150 pL de NaOH para romper el tejido

Calentar a 90°C durante 40min

Sacar las colitas en una gradilla y dejar enfriar por 5min
Vortexear y centrifugar a 20°C a 10000 rpm durante 2min
Agregaban 150 pL de Tris-HCI, esto neutraliza la base

N o g bk~ 0N PRE

Vortexear y centrifugar a 20°C a 10000 rpm durante 2min

Reaccién en cadena de la Polimerasa

La reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) es utilizada para el estudio de los acidos
nucleicos. La misién de la PCR es copiar millones de veces una secuencia especifica de
ADN blanco mediante una catalisis llevada a cabo por una enzima conocida como ADN

polimerasa, de tal manera que cantidades pequefias de ADN pueden ser sintetizadas y
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copiadas para analizarse (Tamay et al., 2013). Los cambios de temperatura constituyen la
base para que se completen los pasos necesarios; si se utiliza Taq polimerasa la

temperatura de elongacion suele ser de 72°C (Pérez, 2011).
Meta: Realizar el mastermix correctamente y conocer las fases de la PCR

Especificaciones: Después del lisados, preparaba el mastermix para la PCR, esta consta
de agua destilada, buffer 5X, MgCI2, dNTP’s, primers y Taq polimerasa, reactivos que ya
se encontraban listos en el laboratorio. Las cantidades de cada reactivo para preparar el
mastermix dependian del ndmero de muestras, solo se tenian que hacer los célculos
correspondientes. Una vez preparados el mastermix, en otros tubos eppendorf agregaba
23 puL mas 2 pL de la muestra, hasta tener todas mis muestras completas (Fig. 3) y eran
llevadas al termociclador, el cual realizaba las siguientes fases:

e En primer lugar, es necesario que el DNA se desnaturalice, esta primera fase se
lleva a cabo elevando la temperatura a 95°C.

e El siguiente paso consiste en un descenso de la temperatura 55°C, para llevar a
cabo la fase de alineamiento.

e Laextensién o elongacion, en temperaturas que oscilan entre 40°C - 72°C, la enzima
polimerasa incorpora nucle6tidos complementarios a partir del extremo 3’ libre de la
region en que han hibridado los cebadores.

Figura 3. — Muestras lisadas listas para iniciar la PCR.
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Electroforesj DNA

La electroforesis en geles de agarosa o poliacrilamida es una de las metodologias mas
utilizadas para el trabajo con &cidos nucleicos. Mediante la electroforesis se separan
fragmentos de ADN y ARN en funcion de su tamafio, visualizarlos mediante una sencilla
tincion, y de esta forma determinar el contenido de acidos nucleicos de una muestra. Es
una combinacion de fuerzas eléctricas y de friccibn que permiten el desplazamiento y
separacion en funcion del tamafio o topologia de diferentes moléculas de ADN (Fierro,
2014).

Meta: Realizar geles de agarosa y aprender a interpretar los resultados

Especificaciones: Una vez concluida la PCR, preparaba geles de agarosa para correr las
muestras e identificar el genotipo del ratén (Fig. 4). Los geles eran preparados con 40 mL
de TAE 1X, 0.8 g de agarosa y 1.6 puL de Midori. El procedimientos lo realizaba de la
siguiente manera:

1. Acomodar la cAmara antes de iniciar

2. Pesar la agarosa y medir el volumen indicado de TAE 1X

3. Calentar para disolver completamente y afiadir enseguida el midori (Para el marcaje
de acidos nucleicos)

4. Verter el liquido en la camara y esperar a que gelifique
Colocar el gel en la caja y cubrir con TAE 1X, hay que colocar el gel de manera
correcta, el ADN tiene carga negativa, por lo tanto, el gel siempre corre de negativo
a positivo

6. Afadir el marcador y las muestras en los pozos

7. Correr el gel a 70V durante 45min

8. Esperar y revelar en el ChemiDoc (Fig.5)

CID
CEERG: o0
(L UiGE @,

Figura 4. — Gel de agarosa con las muestras, iniciando la electroforesis.
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La forma correcta para interpretar los resultados es de acuerdo con el tamafio de la banda
que se genera en el gel (Tabla 1). Se utiliza un marcador de peso molecular (MPM) de 100

pares de bases (pb) como indicador, para poder medir las demas bandas que se generan.

Tabla 1. — Genotipo de acuerdo con el tamafio de la banda: WT= raton silvestre; Kl= ratén

transgénico HET= raton heterocigoto.

Genotipo| Tamafio de banda

WT 680 pb

Kl 780 pb

HET 680y 780 pb

Los resultados del genotipaje se guardan en una base de datos con el numero de ratén, la
imagen del gel, el experimentador, el tamafio del gel y el tipo de genotipo de cada raton,

como se muestra a continuacion:

Experimentador| Annel

Fecha 14/08/24

gen SPAK

Numero

de ratén | Genotipo B 7 7 -
1469 WT A R E——— ST P POT D S e
1473 HET ‘!‘ 'w ﬂ '.”—' 'K‘ .l' 'i‘ .!' 'K’ l!' 'x' .i. .il .x’
1474 WT
1479 WT
M833 Kl
M836 Kl
M838 Kl
M846 HET
M847 WT
M837 HET
M832 Wt Figura 5. — Resultado de un gel de agarosa
M836 Kl
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Inmunofluorescencia

Tiene como objetivo localizar antigenos a través de la unién antigeno-anticuerpo. Donde el
anticuerpo secundario marcado con un fluorocromo reconoce el anticuerpo primario. Para
que exista una mejor especificidad en el reconocimiento del anticuerpo primario con el
secundario se han implementado técnicas como la unién de proteinas como la biotina y la
avidina (Parra-Medina y Polo, 2017). Los resultados del reconocimiento de los antigenos
por los autoanticuerpos presentes en el suero, plasma o cualquier otro liquido, se evallan

en un microscopio de fluorescencia (Pérez-Campos, 2022).

Meta: Apoyar en la realizacion de inmunofluorescencia y comprender como actian los

anticuerpos

Especificaciones: Los ratones transgénicos, se les realizaba una perfusion para poder
extraer el cerebro y se hacian cortes en el criostato. Cada corte era seleccionado de
acuerdo con lo cada nucleo a trabajar, como SCN (nucleo supraquiasmatico), PVN (nucleo
paraventricular), OVLT (Organo vascular de la lamina terminal) y arqueado. A los cortes se
les realizaban lavados con TBS 1X + 0.05% Tritén para quitar el exceso de sacarosa donde
se almacenaban. Después los cortes eran incubados en solucion blogueo (3% Donkey
serum en TBS 1X + Tritébn 0.15%) para evitar uniones no especificas de los anticuerpos. A
continuacion, se afiadian los anticuerpos primarios y se incubaban durante dos noches a
temperatura ambiente y en agitacion. Pasado las dos noches se volvian a realizar lavados,
y se afiadian los anticuerpos secundarios, se incuban durante dos horas, para después
volver a realizar lavados. Finalmente se dejaban incubando una noche cubiertos con

aluminio (Fig. 6)

Figura 6. — Inmunofluorescencias, realizando los lavados para poner los anticuerpos secundarios.
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Al dia se siguiente se realizaba el montaje de los cortes en laminillas (Fig. 7), donde se le
ponia DAPI, una tincion fluorescente, que se utiliza en microscopia de fluorescencia. para
marcar nucleos celulares, se quitaba el exceso y finalmente se cubrian con medios de
montaje, con fluoromount. Para observar la laminilla se usaba un microscopio de

fluorescencia.

Figura 7. — Montaje de los cortes para observar al microscopio de fluorescencia.

En el microscopio de fluorescencia, las imagenes se tomaban utilizando el software de
microscopia ZEN, se ubicaban las regiones de interés del cerebro como el SCN, PVN,
OVLT, DMH, VMH y arqueado (Fig. 8). Las imagenes eran organizadas en presentaciones

para su posterior analisis.

- . )
~

- g

Figura 8. — Ejemplo una inmunofluorescencia, imagenes tomadas con microscopio de fluorescencia
en 40x.
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6. APRENDIZAJE Y HABILIDADES
Durante el desarrollo de mi de servicio social realicé varias actividades relacionadas con
biologia molecular, comprendi los fundamentos y las técnicas adecuadas para tener buenas
practicas y resultados. También tuve la oportunidad de asistir a algunos seminarios para
comprender mejor los temas que de investigacion que se abordan en esta institucion. En
general se cumplié con los objetivos planteado, pero sobre todo descubri que me gusta
estar en el laboratorio y me impulso a querer seguir formandome en el dmbito de la

investigacion cientifica.
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