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INTRODUCCION

En el presente documento se reportan las actividades realizadas durante el servicio social
llevado a cabo en el Instituto Nacional de Rehabilitacion Luis Guillermo Ibarra Ibarra
(INR LGII), ubicado en Calz. México-Xochimilco 289, Coapa, Col. Arenal de
Guadalupe, Tlalpan, 14389 Ciudad de México, en el periodo comprendido del 22 de abril
al 22 de octubre de 2024.

El Instituto Nacional de Rehabilitacion tiene como mision la prevencion, diagndstico,
tratamiento y rehabilitacion de la discapacidad, utilizando como herramientas la
investigacion cientifica, la formacion de recursos humanos especializados y la atencion
médica de excelencia, todo ello con un fuerte enfoque humanistico. En este contexto, el
Instituto se compromete a proporcionar servicios que mejoren la calidad de vida de las
personas con discapacidad, apoyandose en un equipo multidisciplinario de profesionales
altamente capacitados.

La vision del Instituto es consolidarse como una institucion de prestigio, lider en
investigacion de vanguardia en materia de discapacidad. Su objetivo es formar recursos
humanos que se conviertan en lideres en el &mbito de la salud, y posicionarse como un
modelo de atencion en problemas de salud discapacitantes, tanto a nivel nacional como
internacional, alcanzando siempre los mds altos estandares de calidad, eficiencia y
humanismo. El Instituto busca proyectarse como un centro de referencia, reconocido por
su investigacion innovadora y su atencion médica de alta calidad.

Durante mi servicio social, como egresado de la Licenciatura en Quimica Farmacéutica
Bioldgica, tuve la oportunidad de aplicar los conocimientos adquiridos en mi formacién
académica en un entorno real. Tuve la participacién en el proyecto de investigacion
titulado “Participacion de los receptores SHTIA en el talamo de ratas parkinsonianas
sobre la modulacion del dolor persistente”, donde realicé diversas técnicas y actividades
experimentales que me permitieron reforzar mis habilidades practicas en el area de la
salud.

Esta experiencia me permitio no solo aplicar los conocimientos tedricos adquiridos, sino
también desarrollar nuevas competencias y habilidades que serdn fundamentales para mi
futuro profesional como Quimica Farmacéutica Biologa.

OBJETIVOS

El objetivo principal de este proyecto fue evaluar la expresion génica de receptores
serotoninérgicos en el talamo en ratas hemiparkinsonianas sometidas a un modelo de
dolor persistente con formalina.

Como objetivos particulares se planteo:
e Evaluar la conducta dolorosa mediante la prueba de formalina en ratas
hemiparkinsonianas.
e Evaluar la expresion génica del receptor 5-HT1a por medio de PCR tiempo real.
e Cuantificar la expresion génica del receptor 5-HT1a por medio de PCR tiempo
real.



METODOLOGIA

Se utilizaron ratas macho de la cepa Wistar “Rattus Norvergicus” con un peso promedio
de 250 + 15 gramos. Se alojaran en bioterio de tipo convencional en el Instituto Nacional
de Rehabilitacion Luis Gillermo Ibarra Ibarra. Todos los animales fueron manejados con
estricto apego en las especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los
animales de laboratorio de la Norma Oficial Mexicana (NOM-062-ZO0-1999). Asi
mismo, las ratas fueron tratadas con base en lo estipulado en la guia “Care and Use of
Experimental Animals” (Can Counc Anim Care).

Debido a la naturaleza del experimento se acataron en todo momento los lineamientos
que se encuentran en la “Guidelines on Ethical Standards for Investigation of
Experimental Pain in Animals”. Todos los procedimientos fueron sometidos a la
aprobacién del Comité de Etica en Investigacion del Instituto Nacional de Rehabilitacion
Luis Gillermo Ibarra Ibarra.

Condiciones de alojamiento.

Los animales se mantuvieron en jaulas de polipropileno con sustrato de cama Aspen
Shavings®, a una densidad poblacional de 0.66m 2 por animal, temperatura ambiental de
22°C + 2°C, humedad relativa promedio de 50+/-10%, ventilacion de 20 recambios de
aire/hora y con fotoperiodos de iluminacion de 12 horas luz/12 horas de oscuridad. Se les
suministrard agua y alimento balanceado en forma de pellets de la marca comercial Harlan
Tekland Global Diets® con 18% de proteina cruda, 3.5% de grasa cruda y 13% de fibra
cruda ad libitum.

Se utilizaron 30 ratas macho de la cepa Wistar “Rattus Norvergicus” con un peso de 250
+ 15 gramos, divididas en 5 grupos homogéneos de 6 ratas por grupo (n=6).

Grupos de estudio:

e Grupo 1: 6-OHDA + formalina (n=6): Se administraron 2 pul. de 6-OHDA
mediante la técnica de cirugia estereotdxica en la sustancia nigra pars compacta.
El post-operatorio fue completado en el bioterio durante 20 dias (en este periodo
no se realizé ninguna prueba con las ratas) y se realizard pesaje constante por parte
los investigadores. Al finalizar el periodo de recuperacion, se realizé la prueba de
apomorfina, administrando 0.5 mg/kg de apomorfina. Los animales que
demostraron ser hemiparkinsonianos mediante la prueba de apomorfina fueron
sometidos a la prueba de formalina e inmediatamente después se les llevo a punto
final para la diseccion del Télamo. Finalmente, El tdlamo fue procesado y
analizado mediante PCR en tiempo real.

e Grupo 2. SHAM + formalina (n=6): Se realizo la técnica de cirugia estereotaxica
administrando 2 pL de vehiculo de 6-OHDA (Acido ascorbico) en la sustancia
nigra pars compacta. El post-operatorio fue completado en el bioterio del
INRLGII durante 20 dias (en este periodo no se realizé ninguna prueba con las
ratas) y se realizd pesaje constante por parte de los investigadores. Una vez
finalizado el periodo de recuperacion fueron sometidos a la prueba de formalina
e inmediatamente después se les llevo a punto final para la diseccion del tdlamo.
Finalmente, el tdlamo fue procesado y analizado mediante PCR en tiempo real.



e Grupo 3 (n=6): SHAM+Solucién salina: Se realizdé la técnica de cirugia
estereotaxica administrando 2 pL del vehiculo de 6-OHDA (Acido ascorbico) en
la sustancia nigra pars compacta. El post-operatorio fue completado en el bioterio
del INRLGII durante 20 dias (en este periodo no se realizd ninguna prueba con
las ratas) y se realiz6 pesaje constante por parte los investigadores. Una vez
finalizado el periodo de recuperacion se sometio a la administracion de solucion
salina imitando la administracion de formalina y se evalu6 la conducta dolorosa,
inmediatamente después se les llevo a punto final para la diseccion del tdlamo.
Finalmente, el tdlamo fue procesado y analizado mediante PCR en tiempo real.

e Grupo 4. formalina (n=6): se realizé la prueba de formalina e inmediatamente
después se les llevdo a punto final al animal para la disecciéon del talamo.
Finalmente, el tdlamo fue procesado y analizado mediante PCR en tiempo real.

e Grupo 5. Solucién salina (n=6): se administrd solucidon salina para imitar la
administracion de formalina y se realizd la evaluacion conductual,
inmediatamente después se les llevo a punto final para la diseccion del tdlamo.
Finalmente, el tdlamo fue procesado y analizado mediante PCR en tiempo real.

PROCEDIMIENTOS.

Al ingresar al Instituto Nacional de Rehabilitacion Luis Guillermo Ibarra Ibarra, se les
coloc6 una solucion de Enroxil® 10% (1 mL/40 kg) en sus bebederos (via oral) durante
una semana.

CIRUGIA ESTEREOTAXICA

Las ratas fueron anestesiadas con ketamina 70 mg/kg (Ketamin-Pet® Aranda) y xilacina
15 mg/kg (Procin® PiSA), por via intraperitoneal (i.p). Transcurridos 5 minutos después
de la inyeccion se comprobo el grado de sensibilidad al comprimir el Gltimo tercio de la
cola de la rata o puncionando los cojines plantares de las extremidades, hasta que la rata
alcanzo el plano de anestesia quirurgica. Después se lavd y rasur6 el area de incision
(hueso frontal al hueso occipital), las ratas fueron montadas al equipo estereotaxico
(Stoeling Corp., Wood Dale, IL) donde la temperatura corporal fue monitoreada y
regulada con el equipo para ratas CMA/150 (temperatura controller). Posteriormente se
aplico solucidn antiséptica de yodo en el area de incision y ésta se realizd con una hoja
de bisturi del No. 15, para obtener de un solo corte raneocaudal, una incision en la piel de
~1.0 cm de longitud a nivel del hueso frontal al occipital y una vez expuesto el craneo, se
localiz¢ la sutura intracraneal denominada bregma (punto 0). Se marc6 un punto sobre el
craneo de acuerdo con coordenadas preestablecidas para el area de la sustancia nigra pars
compacta del lado derecho del hemisferio del cerebro (Antero-posterior abregma (AP) =
-5.0 mm; lateral (L) = -2.0 mm; y dorso ventral (DV) = -7.5 mm) segun el atlas
estereotaxico de Paxinos y Watson (83). Después de marcar sobre el craneo las
coordenadas, se realizé un trépano de ~0.07 mm de diametro con una pieza de mano
eléctrica (OSADA, XL-30W), y se administraron 2 ul de 6-OHDA con concentracion de
8 png por puL (6-Hydroxydopamine hydrochloride® Sigma-Aldrich) diluida en é4cido
ascorbico al 1% en agua Milli-Q, a flujo de 0.400 pl x minuto, durante 5 minutos.
Posteriormente, la incision realizada se sutur6 con hilo no absorbible de nylon



monofilamento de calibre 2/0 con aguja cuerpo estriado longitudinal (SC-26) de 26 mm
de 3/8 de circulo punta reverso cortante, y se limpi6 la sutura con yodo. Finalmente, se
administro a las ratas 2 mg/kg de Meloxicam via subcutanea (s.c). Todas las cirugias se
llevaron a cabo de las 8 a.m. a las 12 p.m.

RECUPERACION

Después de la intervencion quirtrgica, las ratas se mantuvieron en vigilancia durante 6
horas, se les dejé comida dentro de la caja para que tengan facil acceso y agua ad libitum.
También se colocod una venda humedecida sobre los 0jos con solucidn salina para evitar
resequedad ocular.

Una vez finalizado el periodo de recuperacion, las ratas se dejaron en reposo durante 20
dias en el bioterio del Instituto Nacional de Rehabilitacion Luis Gillermo Ibarra Ibarra,
con vigilancia constante de los investigadores. Los primeros 3 dias posteriores a la
cirugia, a las ratas se les administraron 2 mg/kg de Meloxicam via s.c. cada 24 hrs.

PRUEBA DE APOMORFINA

En un redondel de plexiglas (20 x 24cm), con espejos colocados en la parte posterior y
posicionados en un angulo de 45° que permitan la vision completa de la actividad de la
rata, se coloco un poco de aserrin de la caja habitual de la rata. Los animales pasaron por
un proceso de aclimatacion de 30 min antes de iniciar la prueba. Después, se administrd
apomorfina (0.5 mg/kg) subcutdineamente (s.c) en la region escapular con una jeringa
mientras la rata es inmovilizada con un nivel de restriccion moderado. Se esperard 5
minutos a que haga efecto y posteriormente se observara la conducta rotatoria de la rata
se registro el namero de veces que gira 360 grados, esto se realizd durante 40 minutos.
Todos los registros se llevaron a cabo de las 9 a.m. a la I p.m. Se consideraré a la rata
Parkinsoniana al momento de cumplir con minimo 100 giros en los 40 min. Ratas que no
cumplieron con este requisito fueron excluidas del experimento.

PRUEBA DE FORMALINA

En este experimento las ratas fueron sometidas al modelo de dolor cronico, el cual
consiste en la administracion de 50 pL. de formalina al 1% (s.c.) en la region dorsal de la
extremidad posterior derecha. Los animales pasaron por un proceso de adaptacion a la
prueba de 40 min, el cual consiste en colocar a la rata en un redondel de observacion de
plexiglas (20 x 24cm) con espejos posicionados en un angulo de 45° para permitir la
observacion completa. El dia de la administracion se utiliz6 una aguja calibre 26 G
conectada a una jeringa de 1 mL. La formalina fue administrada rapidamente mientras la
rata es inmovilizada con un nivel de restriccion moderado. Posteriormente, la rata se
colocd en el redondel de observacion para observar el comportamiento relacionado con
el dolor, el cual se cuantificd contando el nimero total de estremecimientos y sacudidas
que ocurren durante periodos de 1 minuto con un intervalo de 5 minutos entre cada uno,
hasta completar los 60 minutos. Todos los registros se llevaron a cabo a las 9:00 am del
dia.



DISECCION

Inmediatamente después de la prueba de formalina, los animales fueron llevados a punto
final mediante decapitacion por guillotina, el procedimiento fue realizado por una sola
persona capacitada en la técnica de decapitacion. Después, se realizd la diseccion
completa del cerebro de la boveda craneal, con ayuda de alicatas para exponer el cerebro,
y recuperar la estructura cerebral de interés: tdlamo (ambos lados). Las estructuras seran
colocadas en tubos eppendorf de 1 mL estériles (Eppendorf PhysioCare Concept®), los
cuales seran colocados en congelacion a -80°C. Los desechos biologicos seran tratados
de acuerdo a la NORMA OFICIAL MEXICANA NOM-087-ECOL-SSA1-2002,
PROTECCION AMBIENTAL - SALUD AMBIENTAL - RESIDUOS PELIGROSOS
BIOLOGICOINFECCIOSOS - CLASIFICACION Y ESPECIFICACIONES DE
MANEJO.

EXTRACCION DE ARN CON TRIzol

El ARN total se obtuvo por separado del talamo (ambos lados) agregando en cada una
1.0mL de TRIzol, se homogeniz6 con una micropipeta, se dejara reposar el homogenizado
por 5 min a temperatura ambiente, y después se agregaron 100 pL (0.1 mL) de cloroformo
por cada mL de TRIzol para después agitarse en el vortex por 15 segundos. Se dejo
reposar 10 min y se centrifugaron las muestras a 13,000g por 15 minutos a 4°C. Se
recuperd la fase acuosa en un tubo Eppendorf de 1.5 mL, y se desech¢ la fase organica.
A la fase recuperada se agregaran 500 uL de isopropanol (0.5 mL) frio, por cada mL de
TRIzol y se dejara reposar toda la noche a -20°C.

Al dia siguiente se centrifugaron a 14,000g por 10 minutos a 4°C, y se decantd el
sobrenadante para lavar la pastilla con 1 mL de etanol al 75%, posteriormente, se
centrifugo6 a 14,000g por Smin a 4°C y se decant6 el sobrenadante (este lavado se repetira
de dos a tres veces). Se dejo secar el residual de etanol a temperatura ambiente, dentro de
la campana de flujo laminar. Se disolvi6 la pastilla de RNA en Agua DEPC o en EDTA
ImM a un pH de 7.0. Después del proceso anterior, las muestras se cuantificaron con
NanoDrop, y finalmente se guardaron a -80°C.

RT-PCR

La retrotranscripcion de RNA a ¢cDNA se realizara con el equipo Veriti™ Dx 96-well
Fast Thermal Cycler (Applied Biosystems™) con una mezcla por muestra de 1 pg de
RNA del tejido 10.4 pL de Master de reactivos de transcripcion inversa TagMan™
(N8080234) y finalmente agua DEPC pL a 37° C x 30 min.

El PCR en tiempo real se realizard usando el equipo QIAGEN® Rotor-Gene® Q. Se
colocaran 20 uL por muestra en el equipo para la deteccion del receptor 5-HT1A, las
cuales consistiran en 10 uL RT2 SYBR Green qPCR Mastermix Kit (Quiagen), 3 pL del
primer 5-HTa forward, 3 pL del primer 5-HT 1 reverse, 3 ul de H20 y por tltimo 1 pL
de cDNA.

Las condiciones del equipo seran las siguientes: activacion a 95°C durante 10 min;
desnaturalizacion a 95°C durante 15 seg; alineacion a 61°C durante 47 seg. por ciclo con
un total de 40 ciclos



ACTIVIDADES REALIZADAS

Al participar en una parte del proyecto “Participacion de los receptores 5-HT1A en el
talamo de ratas parkinsonianas sobre la modulacion del dolor persistente”, se llevaron a
cabo las siguientes actividades:

e Se brindd apoyo en la cirugia estereotaxica, en la cual se administr6 6-OHDA a
las ratas para inducir un modelo de hemiparkinsonisno. Como QFB, esto permitio
familiarizarme con un modelo animal que facilita el andlisis de distintas
enfermedades neurodegenerativas.

o Se realizaron las pruebas de apomorfina y formalina para estudiar el dolor en las
ratas. Durante estas pruebas, se observd y analizd la estructura quimica, las
propiedades fisicoquimicas y el comportamiento farmacoldgico de ambos
farmacos.

o Serealiz0 la extraccion de tejido mediante la técnica de TRIzol para obtener ARN,
que posteriormente se convirtié en cDNA por medio de RT-qPCR. Esto permitio
evaluar y cuantificar la expresion génica de los receptores 5-HTI1A,
complementando el proceso con una electroforesis. Estas actividades refuerzan
habilidades en técnicas moleculares importantes que permiten detectar y analizar
moléculas de ADN, ARN, y proteinas al igual que la integridad de las muestras.

e Se llev6 a cabo un cultivo celular primario de ratas adultas hemiparkinsonianas,
obteniendo muestras de estructuras como la corteza, el tdlamo, el hipotdlamo y el
estriado, con el objetivo de aislar y diferenciar las células.

e Como parte de todas las técnicas y procedimientos se realizaron calculos y
comprobaciones como parte de formacion dentro de los talleres brindados por la
Universidad

OBJETIVOS Y METAS ALCANZADAS

Al realizar mi servicio social en el Instituto Nacional de Rehabilitacion Luis Guillermo
Ibarra Ibarra, logré consolidar y reforzar conocimientos bioquimicos, quimicos,
biologicos y otros temas vistos durante la licenciatura. Este aprendizaje se dio a través de
la aplicacion de diversas técnicas moleculares, el perfeccionamiento de habilidades
practicas como el manejo de muestras, reactivos, y la integracion y andlisis de
informacion, al igual que la resolucion de problemas practicos y planteamientos de
problemas técnicos.

Participar en seminarios también me permitid desarrollar y aplicar un lenguaje formal y
técnico adecuado para la presentacion de resultados. Ademas, pude analizar
comportamientos farmacologicos en modelos animales mediante la administracion de
diferentes farmacos en ratas, lo cual me ayud6 a entender y estudiar respuestas
farmacoldgicas en condiciones controladas. Asimismo, se adquirid experiencia en la
gestion y eliminacion de residuos conforme a las normas de seguridad y bioética,
minimizando riesgos personales y ambientales.

Este servicio social no solo fortalecié mis conocimientos, sino que también sentd una
base fundamental de experiencia para mi futuro profesional en el campo de la Quimica



Farmacéutica Bioldgica. Los aprendizajes y aportes obtenidos en este y otros proyectos
realizados en el instituto representan una contribucion significativa a mi desarrollo
profesional y a mi preparacion para enfrentar retos en el ambito de la investigacion
cientifica y el cuidado de la salud.

RESULTADOS Y CONCLUSIONES

Los resultados presentados a continuacion son preliminares, ya que mi participacion solo
fue parte de un proyecto amplio.

Se realizaron las cirugias estereotaxicas para la formacion de los grupos de estudio, para
ello se les administro 6-OHDA y solucion salina, se confirm6 el grupo 6-OHDA por
medio de la prueba de apomorfina en la cual se llevd un registro de los giros para
determinar a las ratas con hemiparkinsonismo.

Figura 1. Cirugia estereotaxica

En la prueba de formalina para evaluar el dolor crénico, las sacudidas fueron mas
persistentes al inicio de la prueba hasta los 10 minutos, después de este tiempo eran muy
tardadas, al final de la prueba se llevaron a punto final.

Figura 2. Prueba de formalina



Para la evaluacion de la expresion génica de los receptores se comenzo por la diseccion
del cerebro donde se extrajo ambos lados del tdlamo de las ratas para obtener el ARN
mediante la técnica de Trizol, y con esto se realizé una RT-qPCR para la obtencion de
cDNA el cual fue utilizado para las PCR.

Los valores obtenidos de Pureza 260/280 fueron: 1.874 y 1.908 ng/uL

Figura 3. RT-qPCR

Se comenzo por evaluar nuestro gen de interés mediante diferentes PCR en tiempo real.
Se estandarizo mediante diferentes PCR en los cuales variaba la temperatura, el nimero
de ciclos, y concentracion de primers con el fin de lograr una estandarizacion con las dos
muestras obtenidas.

Las curvas de florescencia creadas por la amplificacion son especificas, los negativos no
amplificaron mientras que la temperatura optima de amplificacion fue 61°C,
concentracion de primers 0.5/0.5, un ciclaje de 40, en cuanto a la amplificacion el melt
curve se encuentra en los 90.11 y la amplificacion entre 24 y 25 ciclos.

& 21°C Mayorm,

Imagen 4. RT-qPCR SHTia



Se utilizo un gen enddgeno (RPL27) para detectar que el gen de interés (SHTia) se
estuviera expresando en el talamo de la rata, se comenzo por estandarizar el gen enddgeno
y se realizaron varias corridas con ambos genes.
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Figura 5. PCR RPL27

Para detectar que los genes se expresaran se utilizo electroforesis de gel de agarosa, para
tener una mejor vision se probo con diferentes concentraciones de agarosa 0.25, 0.5y 7
gramos, un voltaje de 80 durante 25, o 30. La estandar fue 0.5 g, 80 V por 25 min.

Una vez teniendo los datos del PCR se corri6 las muestras en el gel.

Nuestro gen de interés midié 300 pb, mientras que el gen enddégeno RPL27 200 pb.

Figura 6. Electroforesis SHT1a y RPL27

Hacer mi servicio social en el Instituto Nacional de Rehabilitacién fue una experiencia
significativa que me ayudo a aplicar lo aprendido en la carrera y a desarrollar habilidades
practicas que van a ser clave para mi futuro profesional. Pude usar técnicas de laboratorio
en un contexto real, trabajar con modelos animales, y entender como es el trabajo en un
ambiente de investigacion, y consolidar mis conocimientos.



Ademas, colaborar con un equipo tan diverso y especializado me dio una vision mucho
mas amplia del impacto que nuestro trabajo puede tener en la vida de las personas. Esta
experiencia me aporto mdas conocimientos, practica, y fortaleci6 mi confianza y
compromiso de seguir contribuyendo en el campo de la salud y la investigacion cientifica.

RECOMENDACIONES Y APORTE A LA SOCIEDAD

Al participar en este proyecto amplio, se indago y se hizo ua busqueda donde fue casi
nula ya que no se encontraban estudios del receptor 5-HT1a sobre la modulacon del dolor
en el tdlamo, por lo cual se piensa que seria un area de importancia para el estudio de
distintas enfernedades como lo fue en este proyecto el parkinson. Tambien, se recomienda
hacer algunas pruebas de inmunohistoquimica, como prueba confirmatoria de estos
receptores.

Al haber cursado la Licenciatura en Quimico Farmacéutico Biologico en el area de salud,
los docentes nos forman como los responsables de brindar salud y atencion a la sociedad.
Es por ello que, con el servicio social, retribui lo aportado por mis profesores. Durante
este tiempo apoye a seguir con las investigaciones relacionadas a algunas enfermedades,
que son de interes hoy en dia me desarrolle personal y profesionalmente, adquiri
habilidades como la etica profesional para mi carrera.
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