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A. Ubicacidn geografica.

El servicio social se realizara en el Instituto Nacional de Cardiologia “Ignacio
Chavez” ubicado en Juan Badiano 1, Belisario Dominguez Secc 16, Tlalpan, 14080
Ciudad de México, CDMX, dentro de la unidad de investigacion de la UNAM, en el
laboratorio de fisiologia celular. Teniendo una duracion de seis meses equivalentes
a 480 h, durante el periodo trimestral indicado en el calendario UAM en un horario
de 2 a 6 pmy en el periodo vacacional de acuerdo con el calendario de la UAM de 8

adpm.
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Figura 1. Mapa del Instituto, tomado de Maps (2023).
B. Marco institucional.

Mision: Aliviar las enfermedades cardiovasculares mediante la investigacién
cientifica trascendente, educacion profesional superior y una atencién médica

moderna con cualidad humanitaria.

Vision: Ser lideres y referentes de la cardiologia, inspirados en una filosofia de

renacimiento de la excelencia cientifica y la actitud humanitaria.



Valores:

e Sensibilidad

e Responsabilidad
e Excelencia

e Respeto

e Honestidad

o Lealtad

e Disciplina

e Cultura

C. Objetivo general

Desarrollar habilidades para el manejo de técnicas bioldgicas moleculares en el
bioterio y laboratorio de la unidad de investigacion del Instituto Nacional de

Cardiologia “Ignacio Chavez".
D. Objetivo de las actividades desarrolladas.

Debido a la pandemia algunas técnicas basicas de laboratorio no las aprendi debido
a que no hubo practicas presenciales. Es por ello por lo que en el servicio social
trate de reemplazar la falta de esta experiencia practica fundamental en mi
desarrollo académico al realizar a aprender distintas técnicas. Es por esta razén que
asisti al laboratorio de la Dra. Chavez a realizar actividades relacionadas con la
biologia molecular y no un proyecto de investigacion como tal. La ventaja de que
asisti a este laboratorio es que se me permitié aprender distintas técnicas que se
realizan en el laboratorio y ademas estar en contacto con la investigacién

experimental.
Las técnicas que se trabajan en el laboratorio son las siguientes:

e Pipeteo.



e Preparacion de soluciones Molares, Normales, de Peso/volumeny
diluciones.

e Ajuste de pH.

o Esterotaxia.

e Perfusion para fijar tejidos de animales experimentales.

e Reaccion en cadena de la Polimerasa.

e Electroforesis horizontal de DNA.

¢ Genotipado de ratones.

e Western Blot.

e Inmunofloresencias.
¢Como se relaciona con los modulos vistos durante la carrera y el perfil de egreso?

Las actividades que desarrollé en el Instituto se relacionan con los maédulos: I
(Procesos celulares fundamentales), Il (Energia y consumo de sustancias), V
(Historias de vida), VII (Ciclos biogeoquimicos), IX (Produccién secundaria). Me
podré desempenar en el sector publico, privado y social; en actividades de asesoria

y consultoria, asi como en investigacion y docencia.

E. Descripcion de las actividades desarrolladas.

e Pipeteo.

El pipeteo es una técnica utilizada en los laboratorios para transferir liquidos de un
recipiente a otro. Se utiliza una herramienta llamada pipeta, la cual aspira cierta
cantidad de un liquido especifico de un contenedor para pasar esa cantidad a otro.
El trabajo realizado incorrectamente en el laboratorio con la pipeta puede provocar
la pérdida de muestras, contaminacion, retrasos en los proyectos e incluso dafios a
los profesionales (CROMTEK, 2023). Generalmente se usa esta herramienta en la
biologia molecular para cuidar las cantidades y porque son cantidades muy

pequenfas, lo cual permite desarrollar nuevos experimentos y técnicas para el futuro.

e Preparacién de soluciones Molares, Normales, de Peso/volumen y

diluciones.



La preparacion de soluciones en los laboratorios de Caracterizacién y Calidad del
Agua y de Operacion de Plantas de Tratamiento de Aguas, es un control o
herramienta en la calidad de los métodos de prueba que en ellas se realizan; la
importancia radica en que una solucion que no ha sido preparada con los
estandares de calidad puede generar resultados incorrectos en los analisis. Los
analisis a desarrollar en cada una de las practicas de laboratorio de las unidades de
aprendizaje mencionadas anteriormente, contienen preparacién de soluciones las
cuales estan establecidas como parte integral de las normas especificas para cada
método de prueba, en ellos se establece la forma general de preparacion; pero no
especifica el procedimiento a detalle en algunos casos, como si debe ser calentada
la solucién para poderse disolver, si el solvente es agua o si es un solvente organico,
entre otros. En los laboratorios de calidad, es un requisito indispensable que las
soluciones que se utilizan en los anadlisis sean preparadas de acuerdo con los
estandares establecidos en las normas internacionales, para poder comparar los
resultados y estos puedan ser validados de acuerdo con la certificacién por las
instituciones. Existen soluciones comerciales ya preparadas las cuales son
estandares ya calibrados y suelen ser concentrados, para ser aplicados en los
laboratorios deben ser diluidas de acuerdo con los ensayos caracteristicos de cada
laboratorio. Una solucion es una mezcla molecular homogénea compuesta por dos
0 mas sustancias, las partes que la integran o sea sus componentes, son dos, y
comun mente se llaman: soluto (lo que se va a disolver) y solvente o disolvente lo

que disuelve al soluto. (Castro, 2013).

- Solucién molar (M).- las unidades mas utilizadas en quimica es el mol, por lo
tanto, una solucién molar expresa el nimero de moléculas gramo de soluto
que hay en un litro de solucién. Una solucion 1.5M indica que en un litro de
solucién existen 1,5 moléculas gramo. Estas soluciones tienen aplicaciones
practicas ya que se pueden efectuar reacciones quimicas conociendo las
proporciones de las concentraciones molares de las sustancias que van a

reaccionar.



- Solucién normal (N).- es la solucién que tiene un equivalente gramo en un
litro de solucién. Los equivalentes gramo (E) se determinan dividiendo el
peso molecular del soluto entre el nimero de enlaces de valencia que la
forman.

e Cortes histolégicos en el criostato.

El criostato se utiliza para obtener secciones por congelacién de 8 a 40 um,
aproximadamente. La congelacién se suele hacer en una plataforma dentro de la
propia camara refrigerada y el corte de debe sellar con tissue tek para que el tejido
quede bien fijo y obtener mejor los cortes. Una vez cortado, se pone en un
portaobjetos para poder observar ese corte al microscopio. En este caso, seran
cortes de cerebro para observar en que parte del cerebro se esta haciendo la

inyeccion.
¢ Manejo de Ratones transgénicos

El bioterio es la unidad en el que se alojan los animales que son utilizados con fines
experimentales, de ensefianza o pruebas de control, constituyendo un darea
fundamental del Centro de Investigacion, es por ello de gran importancia el manejo
y cuidado 6ptimo de los animales, para la obtencion de resultados confiables en los
proyectos de investigacion (Instituto Nacional de Pediatria, 2022). En el instituto se
cuenta con ratones con genes especificos que se usan para diferentes
experimentos cerebrales, renales, nutricionales, etc. Se les debe lavar una vez por

semana y deben contar con agua y alimento suficiente a diario.
e Genotipado de ratones.

El DNA se extrae mediante una incubacién de la muestra con buffer de lisis (NAOH)
dentro del termoline durante 30 minutos. Tras la neutralizacién, se coloca TrisHCl y
las secuencias de interés se amplifican por PCR utilizando diferentes reactivos. Los
productos de PCR amplificados se analizan en geles de agarosa y los resultados

obtenidos se envian por correo electrénico al usuario.

e Reaccion en cadena la polimerasa (PCR’S).



Reaccién en Cadena de la Polimerasa: La idea basica de la técnica es sintetizar
muchas veces un pedazo o fragmento de ADN utilizando una polimerasa que puede
trabajar a temperaturas muy elevadas. Cuando se hace una reaccién de PCR
simulamos lo que sucede en una célula cuando se sintetiza el ADN y en el tubo se
mezclan todos los ingredientes necesarios para hacerlo: la polimerasa, el ADN del
organismo que queremos estudiar, los oligonucleétidos (Ilamados también primers,
iniciadores, cebadores, “oligos”, etc.) necesarios para que se inicie la transcripcion,
dinucledtidos (dNTPs), y las condiciones para que la enzima trabaje
adecuadamente (cierto pH, determinadas cantidades de magnesio en forma de
MgCI2 , KCl, y pueden necesitarse otras sales o reactivos, dependiendo de cada
polimerasa). Esta técnica tan ingeniosa tiene muchisimas aplicaciones distintas y
se ha convertido en una herramienta muy importante en la biologia molecular; sus
aplicaciones van desde la genética de poblaciones, evolucion moleculary genémica
hasta la medicina forense (Espinosa, s.f). En el laboratorio se usa para saber que
ratones estan teniendo determinado gen, el primer paso para la PCR es el lisado de
las colas para “sintetizar” el ADN, el segundo paso es la PCR (mezclar todo) y el
tercer paso es la elaboracién de genes de agarosa para correr la PCR por

electroforesis.
e Perfusiones.

Proceso fisioldgico continuo y regulado de distribucidon de volumen de sangre por
unidad de tiempo y peso de tejido para garantizar requerimientos energéticos
(Aporte de sustratos y oxigeno, eliminacién de productos de desecho), realizar
control (regulacién endocrina) e integracion funcional sistémica en organismos
multicelulares. En el laboratorio de fisiologia experimental se utilizan las
perfusiones para extraer el cerebro de los ratones para posteriormente cortarlos en
el criostato para utilizar estos cortes en las inmunofluorescencias para analisis de

anticuerpos. Se utiliza una solucién de PFA al 4% y solucién salina al 0.9%.

o Cirugia Estereotaxica.



La cirugia estereotaxica es una técnica que permite la localizacion de estructuras
cerebrales para implantar electrodos o canulas con la finalidad de explorar la
funcion cerebral. Estos procedimientos han permitido identificar circuitos
neuroanatémicos y neuroquimicos involucrados en el funcionamiento del cerebro,
asi como en alteraciones neurolégicas. La cirugia esteriotaxica se utilizara para
inyectar azul de metileno para darle al nucleo arqueado del hipotalamo en el cerebro

de los ratones, para posteriormente inyectar adenovirus en este lugar.
e Inmunofluorescencia.
La inmunofluorescencia actua siguiendo 4 pasos claves:

1. Fijacion: se preserva la localizacion, composicién y estructura del material
bioldgico.

2. Permeabilizacion: se produce poros en las membranas celulares permitiendo
el ingreso de los anticuerpos a la célula.

3. Bloqueo: el objetivo es impedir interacciones inespecificas de los
anticuerpos con el material biolégico a analizar. De esta manera se reduce la
marcacion inespecifica.

4. Inmunodeteccién: en este Ultimo paso se diferencian dos tipos de

inmunofluorescencia: directa o indirecta.
Existen 2 tipos de inmunofluorescencia:

Principalmente, se recurre a la inmunofluorescencia para diagnosticar
enfermedades de tipo autoinmunitario. Es decir, aquellas en las que las propias

defensas del cuerpo atacan a algun 6rgano de nuestro organismo.

1. En el caso de la inmunofluorescencia directa, el fluorocromo se conjuga
directamente con el anticuerpo primario.

2. Por otro lado, en la inmunofluorescencia indirecta los anticuerpos
especificos no marcados se unen al antigeno y, en una segunda etapa, se

agrega el anticuerpo marcado como fluorocromo. A diferencia de la



inmunofluorescencia directa, el fluorocromo se conjuga con un anticuerpo

secundario dirigido contra el anticuerpo primario.

Ademas, la inmunofluorescencia sirve para que el especialista en Anatomia
Patolégica determine la presencia y distribucién de proteinas, glucidos o pequenas
moléculas y puede ser utilizada en cortes de tejidos, células individuales y
secreciones con células en suspension. La inmunofluorescencia se puede combinar
con otras técnicas que no hagan uso de anticuerpos. Por ultimo, conviene senalar
que es una técnica que puede aplicarse tanto en muestras de origen biolégico como

en muestras no bioldgicas.
o Western blot.

Western bloc es una técnica de laboratorio utilizado para detectar una proteina
especifica en una muestra de sangre o tejido. EIl método implica el uso de
electroforesis en gel para separar las proteinas de la muestra. Las proteinas
separadas se transfieren del gel a la superficie de una membrana. La membrana se
expone a un anticuerpo especifico contra la proteina en estudio. La uniéon del
anticuerpo se detecta usando un marcador radiactivo o quimico. Un Western Blot
se utiliza a veces para diagnosticar enfermedades.

La técnica de Western Blot se compone de diferentes fases o pasos para conseguir

unos resultados satisfactorios:

Preparacion de la muestra
Electroforesis
Transferencia

Inmunotincién

a » 0D~

Deteccion de las bandas

Una vez la muestra esta preparada, es necesario separar las proteinas mediante
una electroforesis en gel y atendiendo los criterios que se deseen. Después, deben

ser transferidas a una membrana adsorbente para encontrar mejor la proteina de
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interés mediante anticuerpos especificos. Finalmente, la unién antigeno-anticuerpo

es descubierta mediante fluorescencia o actividad enzimatica.

F. Evidencias.
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