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1. Introduccion

La reaccion en cadena de la polimerasa o PCR nos permite producir en laboratorio
muchas copias de un fragmento determinado de DNA. Esta reaccion esta basada en la
actividad de una enzima muy importante, la DNA polimerasa la cual nos ayuda fabricando
una hebra complementaria de DNA a partir de una preexistente, lo unico que esta enzima
necesita la presencia de nucleétidos que son parte de la composicion de la cadena de
DNA, tales como adenina, guanina, citosina o timina y también se requerira de un primer
capaz de unirse a la molécula que queremos copiar. La PCR se puede realizar en 3 pasos:
primero se debe separar las dos hebras de DNA con la ayuda de un aumento de
temperatura (95-96°C), estas cadenas van a servir como molde para poder crear su
complementaria para luego bajar nuevamente la temperatura permitiendo que el cebador
pueda unirse a su region complementaria en la cadena de DNA, por ultimo, se genera
una cadena complementaria de DNA gracias a la intervencion de la DNA polimerasa. La
elevacion de temperatura necesaria para la separacion de las cadenas no suele ser el
ambiente adecuado para la DNA polimerasa por lo que se utiliza la bacteria Taq cuya DNA
polimerasa puede realizar su trabajo a temperaturas que sobrepasan los 70° de forma
que no se tenga que estar afiadiendo la enzima constantemente. La aplicacion de la
técnica de PCR podria permitirnos detectar mutaciones o diagnosticar enfermedades
infecciosas o genéticas. Después de que la PCR haya determinado la pureza de nuestro
DNA, aplicamos una técnica llamada electroforesis, sobre el DNA analizado. (Galvan
Cejudo, 2014).

La electroforesis es una técnica que se utiliza para la separacion de las moléculas segun
su tamano y su carga eléctrica, se afiade el DNA a los compartimentos del gel de agarosa,
esto actua a manera de criba molecular para la corrida electroforética y a continuacion se
somete a una corriente eléctrica que se encarga de separar las moléculas, de acuerdo a
su tamarfo y forma. Los acidos nucleicos del DNA estan cargados en forma negativa
debido a su esqueleto de grupos fosfatos por lo tanto estos migraran hacia al polo positivo
es asi como la agarosa puede ser utilizada como transporte para la corrida electroforética.
(Carmen Padilla, 2014).
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Animales en la experimentacion.

El uso de animales en experimentacion ha ido en paralelo al desarrollo de la biomedicina.
Se define como animal de laboratorio a todo aquel ser vivo no humano, vertebrado o
invertebrado, usado para la experimentacion y otros fines cientificos; su uso se basa,
fundamentalmente, en la analogia fisiologica con la especie humana. Entre los animales
usados en investigacion estan: Junto con las ratas y otros roedores (cobayos y
hamsteres), el raton es el mamifero mas utilizado en la investigacion biomédica en el
mundo. Su pequefio tamano, facil manipulacion, asi como su disposicidn y bajo costo
de mantenimiento lo han hecho el animal ideal para la investigacion. Ademas de que se
puede disponer de una gran cantidad de cepas con caracteristicas especificas,
deficiencias genéticas espontaneas o inducidas que representan un buen numero de

enfermedades humanas. (Altamirano Bautista A,2014).
Técnicas para el manejo de animales.

El manejo de los animales se debe de realizar de manera adecuada, segun lo establecido

en la NOM-062-Z00-1999, con la finalidad de brindar un trato digno, minimizando el
dolor para el animal, y evitando estresar excesivamente al animal, por esta razén deben
seguirse las técnicas aprobadas para su transportacion y administracion. Estas técnicas
varian segun el animal. (Altamirano Bautista A,2014).

Raton.

Generalmente son utilizados en experimentos de corta duracién debido a que son
animales facilmente estresables, por lo que la técnica mas recomendada establece que,
deben ser tomados de la parte media de la cola con el dedo pulgar e indice. Es muy
importante que sea de la parte media, pues si se toma de la punta o de la base se puede
provocar desprendimiento de la piel o de la misma cola. Esta técnica puede ser util para
mover al raton de un recipiente a otro pegado a este. Si se requiere transportar por
distancias mas largas o realizar la inyeccion o inoculacion debera tomarse al raton de la
piel del dorso con el pulgary el indice, sosteniéndolo de la cola con el mefnique y el anular
apoyados en la palma de la mano sin ejercer presion. (Navarro J, 2012).
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En caso de una inyeccion intraperitoneal el animal de inclina a 45 ° girando un poco de
cabeza, a tal manera que por accion de la gravedad los dérganos suban y el area
abdominal quede libre, el area se divide en cuatro cuadrantes imaginarios y se realiza la
introduccion de la aguja, sin tocar las tetillas del animal y comprobando que no haya
sangre al retraer el émbolo. (Navarro J, 2012).

Técnicas para administracion de farmacos y medicamentos.

Intravenosa. Este procedimiento se lleva a cabo en las venas marginales que se
encuentran en la oreja del conejo. Intramuscular. La administracion intramuscular se
aplica en la parte muscular de las patas traseras, en la region glutea, ya sea del conejo,
la rata o el raton. Intraperitoneal. Después de haber sujetado a la rata y el raton, por la
técnica anteriormente descrita, se divide, de manera imaginaria, la regién ventral en
cuatro cuadrantes. Se puede elegir cualquiera de los cuadrantes, se coloca la jeringa
en un angulo de 45° para luego administrar el farmaco. Antes de inyectar se debe
verificar que se encuentra en el peritoneo, al jalar el émbolo de la jeringa debe entrar

aire, si esto no ocurre debemos tratar nuevamente.(Romero W,2016).

Subcutanea. Generalmente se lleva a cabo en el conejo, se toma la piel floja de
la espalda, se introduce la jeringa y se administra nuestra sustancia problema.
Intracardiaca. Con la ayuda del medio se percibe el pulso cardiaco a un centimetro,
aproximadamente, de la ultima costilla de la rata. Se introduce una jeringa de insulina a

90°, y se toma la muestra de sangre.(Romero W,2016).
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2. Objetivo General:

Se espera haber aprendido técnicas de biologia molecular como, extracciéon de DNA
de biopsias de animales transgénicos de laboratorio, reaccion en cadena de la
polimerasa, electroforesis horizontal de acidos nucléicos e identificaciéon de
fragmentos de PCR. Ademas se espera que el alumno aprenda a desarrollarse en
un ambiente académico y conozca cual es el quehacer cientifico en un laboratorio
de ciencia basica y medicna traslacional como lo es el laboratorio de Fisiologia

Experimental.
3. Objetivos Particulares:
-Aprender técnicas de laboratorio
-Aprender seguridad de laboratorio
-Aprender a preparar soluciones molares, normales y peso/volumne y ajustar el pH

-Aprender manejo de animales usados como modelo de investigacion y obtener
constancia.

-Manipulacion de animales transgénicos para el estudio de la fisiopatologia de la
obesidad hipertension. .

-Extraer DNA de muestras de biopsias de ratones

-Hacer PCR para identificar los genotipos de las crias de los ratones transgénicos

- Reconocer por medio de electroforesis horizontal en egeles de agarosa los
fragmentos amplificados por PCR.
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4. Actividades Realizadas

Durante los primeros meses del servicio social obtuve conocimiento de la seguridad
y el manejo correcto de los reactivos y de los equipos del laboratorio, principalmente
termociclador, termo block, Quimidoc, centrifuga, microscopio leyendo hojas de
seguridad, protocolos y observando a los estudiantes, dentro de ese lapso también
aprendi los conceptos tedricos de la preparacion de soluciones Molares, normales,
peso/volumen y diluciones madre como TAE 1X, TAE 50X, PFS, PBS, TBS, PFA,
cargar laminillas para los procedimientos de PCR, inmunofluorescencia, western blot

siguiendo los lineamientos establecidos dentro del laboratorio.

Aprendi el manejo adecuado de los animales del laboratorio ubicado dentro de las
instalaciones del Instituto Nacional de Nutricion mediante un curso donde se impartio
de manera tedrica donde nos ensefiaron las leyes y normas que lo rigen, tipos de
animales, instalaciones y cuidados de cada uno de ellos y una fase practica donde
conocimos las instalaciones y la manipulacion de los animales, en mi caso enfocado
a ratones, para tener conciencia de los cuidados y su importancia, asi mismo, obtuve
una certificacion para el ingreso al Bioterio. Durante ese aprendizaje tuve la
oportunidad de realizar cirugias de perfusion en ratones, tomando muestras de
sangre, obteniendo higado y cerebro para sus investigaciones. De igual manera se
nos ensend a administrar y formular anestesia para procedimientos de eutanasia o
anestesia, tomando en cuenta los diferentes tipos de inyecciones para una
penetracion de forma eficiente sin lastimar o dafiar demasiado al ratébn tomando en

cuenta su peso y el sexo.

Cada dos veces por semana se hacia limpieza del bioterio donde los alumnos de
servicio social teniamos un rol y un control, donde se reportaban anormalidades
como ratones lastimados, muertos, si no tenian comida o agua, de la misma forma
nacimientos de las unidades de reproduccion, pasadas las 3 semanas se realiza un
destete de las crias separandolos identificando su sexo y otorgarles un numero para

registrarlos en la base y posteriormente identificar su tipo de mutacién tomando una
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muestra de biopsia de cola de raton para poder extraer el DNA y realizar su lisado

cuidando de no tener contaminacion cruzada con una sepsis adecuada.

En mi area era la encargada de realizar la reaccién en cadena de la polimerasa con
primers especificos para cada uno de los genes utilizados o deseados de acuerdo a
la colonia o cepa que se esté utilizd o al gen que se queria reconocer montando la
reaccion en el termociclador de acuerdo a la temperatura de alineamiento de los
primer utilizados, posteriormente se preparan los geles de agarosa y acrilamida para
realizar una electroforesis de DNA con el fin de separar las bandas obtenidas por
diferencia de peso molecular usando un campo electromagnético, de esta manera,
se reconocian los individuos que presenten alelos mutantes o silvestres y si los
presentan en version homozigota o heterocigoto utilizando los controles apropiados,
esto se documentaba y analizaba con un fotodocumentador usando un intercalante
de DNA.

De igual manera asistia a seminarios bibliograficos para estar al corriente y aprender
acerca del quehacer cotidiano en los proyectos de investigacién donde se realizaban

mesas de discusidn y conocimiento para su mejora.
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5. Metas alcanzadas

Como principal meta considero que fue desarrollarme dentro de un laboratorio y
poniendo a prueba mis capacidades obtenidas dentro de la carrera, la expansion de
conocimientos de forma tedrica y practica por parte de la investigacion mejorando
mis habilidades con ayuda de las herramientas y el apoyo de la Dra. Chavez y
estudiantes de maestria y doctorado que me impulsaron y orientaron dentro de las
diversas ramas de los procedimientos de fisiologia y biologia molecular.

El manejo de animales, en este caso ratones, conociendo su anatomia y realizando
cirugias de perfusion para obtener los érganos que los alumnos necesitaran para
sus investigaciones ya que era una rama que dentro de mi carrera no se habia tenido

oportunidad de experimentar y la practica de este proceso expandié mi interés

A pesar de que la pandemia nos limité en cuestiones practicas de laboratorio, dentro
del servicio pude desarrollarme con los conocimientos que tenia y mejorar la
informacion y técnica de la misma manejando los diversos equipos que
anteriormente no habia tenido la oportunidad de utilizar y de esta forma tener una

vision mas clara de los procesos.

Asi mismo, fue interesante examinar como funcionan los roles y la disciplina que se
ejerce dentro de un ambiente de investigacion, el sistema modular de la UAM me
ayudo a una mejor adaptacion dentro del sistema profesional, me hizo poner en
perspectiva mis aptitudes y como mejorarlas con una mayor preparacion,
enfrentando retos que antes no me planteaba y obtener una mayor confianza, de

igual forma encontrar mis intereses dentro del gran campo laboral de la carrera.

Debido a que los experimentos tenian una planeacion y calendarizacion con
antelacion, formé un habito de orden y distribucion de manera estricta para optimizar
los resultados y obtener las menos inconformidades posibles aprovechando el
tiempo para desarrollar una mejor organizacion, ya que eso encamina a realizar un

trabajo de manera mas profesional.
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Resultados y conclusiones

Se obtuvieron diversos analisis de distintas mutaciones de ratones a partir de PCR
demostrando si su naturaleza era homozigota o heterozigota para identificar que tipo de
raton podria servir para las técnicas de western blot o inmuflouresencia, con diversos
genes los cuales eran SPAKKI, KLHL,VGAT,KS-WINK1, AI35 entre otros, cada gen con
su respectivo protocolo y primers especificos de distintas cepas y colonias de ratones.

Se sacrificaron diversos ratones de colonias a partir de 43 semanas para practicas de
cirugias de perfusidn, con sexo indistinto y dosis de anestesia basandonos en su peso y
sexo, obteniendo 6rganos de interés como riflones y cerebro para fines de investigacion
y posteriormente la realizacion de esterotaxias perforando el craneo de manera
estratégica para identificar zonas especificas de interés en arqueados y observados

posteriormente en el microscopio.

Se aprendieron las diversas técnicas de biologia molecular asi como la extraccion de DNA
de biopsias de animales transgénicos de laboratorio, reaccion en cadena de la
polimerasa, electroforesis horizontal de acidos nucléicos e identificacion de fragmentos
de PCR. Ademas logré desarrollarme en un ambiente académico y conocer cual es el
quehacer cientifico en un laboratorio de ciencia basica y medicina traslacional como lo es
el laboratorio de Fisiologia experimental, en el anexo al final del reporte se podran
encontrar diversas imagenes en las cuales se visualizan algunas de las actividades ya

mencionadas y que se realizaron durante los 6 meses del servicio social

De igual manera la pandemia afecto el conocimiento practico del laboratorio lo cual es un
requisito fundamental para para el correcto desarrollo de la formacién académica y
profesional, lo cual limité la manera de desenvolverse de una manera practica dentro de
un laboratorio, sin embargo, gracias al sistema modular de la universidad esta practica

se fue sobrellevando.
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6. Recomendaciones

En la busqueda de mi servicio social fue de gran apoyo el listado que imparte la carrera
para conocer los convenios con las distintas instituciones, sin embargo, en el laboratorio
de Investigaciones Biomédicas de la UNAM ubicado dentro del Instituto Nacional de
Cardiologia no contaban con mucha experiencia con el sistema de la UAM, por lo que se
dificulto algunos tramites respecto al servicio, se recomendaria un protocolo para conocer

la informacién pertinente en situaciones similares.
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9. ANEXOS
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Imagen 1. Base de datos PCR

Imagen 2. Electroforesis Imagen 3. Gel agarosa visualizado en Quimidoc
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Imagen 4. Esterotaxia a ratones

Imagen 6. Crias de raton
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Imagen 7. Mesa de cirugia
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Imagen 8. Constancia para ingreso al bioterio
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Imagen 9. PCR en geles de acrilamida
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