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Introduccion

El conocimiento cientifico es esencial para comprender las patologias que afectan la
salud en México y en todo el mundo. Por esta razon, la ensenanza y el desarrollo
cientifico busca fendémenos biologicos y biomédicos en los niveles molecular,
bioquimico, celular, organismico y poblacional, con el objetivo de lograr un
diagnostico oportuno y un tratamiento eficaz que mejore la calidad de vida de las
personas.

Por eso el Instituto de Investigaciones Biomédica “Busca la formacién de recursos
humanos especializados en el area, y la vinculacion de la ciencia con la resolucion de
problemas nacionales, relacionados con actividades cientificas, intelectuales y
productivas del pais. Fortalecer la planta académica de la entidad a través de la
contrataciéon de personas investigadoras y técnicas académicas de alto nivel, asi
como vincularse al sector salud” (UNAM, s/f).

Ante esta situacion, es necesario asumir una responsabilidad social, por lo que
realicé una estancia de seis meses en el Laboratorio de Fisiologia Experimental de la
Unidad de Investigacion del Instituto Nacional de Cardiologia "Ignacio Chavez" y del
Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM, llevando a cabo el servicio
social, en el marco de las actividades vinculadas a la profesion.

Las técnicas de biologia molecular utilizadas para investigar ratones genéticamente
modificados, proporcionan informacion valiosa para entender los mecanismos
fisiopatologicos involucrados en enfermedades como la hipertension y vias
involucradas en la regulacion de peso corporal, llevadas a cabo por investigadores y
colaboradores; por lo tanto, mi contribucién consistié en apoyar a los investigadores
en diferentes fases del trabajo experimental, asi como asistencia técnica, operativo
y en experimentos de menor escala.

Las actividades que se aprendieron desarrollaron y adquirieron, asi como la
prevencion de errores, incluyeron la realizaciéon de PCR de punto final, que es
fundamental en la biotecnologia para la amplificacion de ADN, la electroforesis en
gel, la preparacion de soluciones y el cuidado de los ratones para asegurar su
bienestar. Por lo tanto, recibi capacitacion practica para aprender a operar equipos,
dispositivos y otros materiales de laboratorio, con el objetivo de ser precisa, exacta'y
minimizar errores, con el fin de obtener resultados reproducibles y reforzar la parte
teorica que aprendi en la licenciatura.



Objetivo General.:

Aplicar las técnicas de biologia molecular aprendidas en el laboratorio de Fisiologia
Experimental para la realizacion de experimentos mas pequenos solicitadas durate
la estancia, asegurando el cumplimiento de las normas de buenas practicas de
laboratorio y de seguridad.

Objetivos especificos:

» Cuidar (alimentacion y limpieza) a los animales de bioterio conforme ala NOMo062-
7Z00-1999, Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso de los
animales de laboratorio.

» Manejar reactivos y preparacion de soluciones.

» Aprender el uso adecuado, seguro y el mantenimiento de los instrumentos y
equipos de laboratorio.

» Aprender y realizar lisis para la extraccién de DNA, PCR, Electroforesis en una serie

de actividades pequenas y procedimientos ordenados.

» Comprender, analizar e interpretar los resultados de las técnicas de biologia
molecular.

» Apoyar en la asistencia a investigadores en los experimentos realizados.

Metodologia

Este servicio social fue disefiado para una duraciéon de 6 meses en el laboratorio con
presencia de 5 dias por semana durante 5 horas.

Investigacién y recopilacion de informacién: Se realiz6 una busqueda en bases de
datos cientificas como PubMed, para el refuerzo de los conceptos de DNA, proteina,
PCR, pH, preparacién de soluciones, con el fin de tener una mejor comunicacién con
los investigadores y una mejor compresion para las actividades a realizar.

Planificacion de la capacitacion: Las actividades realizadas, fueron supervisadas por
el responsable a cargo; una vez dominadas las tareas, debian ser realizadas de forma
individual, pero siempre habiendo un responsable para aclarar dudas.

Se describié el desarrollo de recursos para la ensefianza practica de biologia
molecular, con un laboratorio que incluia todos los reactivos y materiales necesarios



para la capacitacién de estas técnicas. Todos los protocolos y archivos de diseno
estdn disponibles bajo licencias, que autorizan explicitamente su estudio y
replicacion. Las secciones fueron impartidas por varios instructores con disefios y
estilos de ensefnanza individuales.

Se planteo una red de conocimientos altamente integrada con relacion a la
productividad, en la resolucién de problemas y la construccién de explicaciones, a
partir de las piezas de conocimiento, manipulacion de conexiones entre ideas y
construir una vision cohesiva de las relaciones entre los fenémenos para construir
verdaderamente la comprensién de los mecanismos en biologia molecular.

Actividades realizadas y su descripcion

Cuidado de los ratones en el bioterio

Todos los procedimientos con los animales se realizaron de acuerdo con la norma
NOM-062-Z00-1999, Especificaciones técnicas para la produccion, cuidado y uso
de los animales de laboratorio y de acuerdo con las Directrices de los Institutos
Nacionales de Salud (INH) para el cuidado y uso de animales.

Se debia asegurar constantemente la provision de alimento (dieta normal o alta en
grasa) y agua potable ad libitum. Las jaulas se limpiaron dos veces por semana y los
cuartos de alojamiento se mantuvieron con un ciclo inverso de luz y oscuridad de
12/12 horas.

La higiene de su habitat (Figura 1) consisti6 en el lavado de cajas, botellas de agua,
cambio de aserrin, poner enriquecimiento (periodico, carton, objetos de plastico).
Con el fin de mantener su bienestar, seguridad, evitar enfermedades y
contaminantes. También se llevaba un registro de animales en estado de gestacion,
numero de ratones nacidos y bajas (muertes). Conforme a su asignaciéon (colonia,
cepa) e ID.



Figura 1. A) Ejemplo de la higiene del habitad de los ratones que se tenia que mantenery B) El registro en la bitdcora
de crias nacidas, en estado de gestacion y bajas.

Fundamentos de trabajo dentro del laboratorio.

El laboratorio es esencial en la ciencia, por lo que fue importante aprender el uso y
manejos de diferentes equipos, antes de realizar los experimentos para el éxito de las
practicas de laboratorio.

Herramientas de preparacion

El lavado y esterilizacion de material del laboratorio e insumos, fue fundamental
para prevenir la contaminacion, degradaciéon de proteinas y/o acidos nucleicos, asi
como el desperdicio de reactivos.

El proceso de limpieza consisti6 en lavar con Extran al 10%, el fregado manual con
esponja y/o cepillos, seguido con un enjuague con agua corriente, luego con agua
destilada y finalmente su secado en bastidor. En el caso del material a esterilizar,
este debia ser sometido a una temperatura de 121° C a 15 psi durante 20 minutos. Al
final el material de laboratorio debia estar libre de suciedad, grasa u otras impurezas
residuales o microbiolégicas que pudieran contaminar los procesos activos o las
muestras, lo que podria resultar en resultados erroneos. (tiselab, 2021).

Preparacion de soluciones

Se dedicaron dos semanas a desarrollar habilidades para la preparacion de
soluciones. Para comenzar, se revisaron los calculos necesarios para la elaboracion
de las soluciones, que en su mayoria eran de concentraciones molares (M) o
porcentaje peso-volumen (% p/v) Figura 2.
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Figura 2. Formulas y ecuaciones para calculary pesar la masa total del polvo a utilizar. Ejemplo de A) NaOH 0.1 My
B) Solucién de sacarosa al 30% con Azida sédica.

La balanza es un equipo fundamental para la medicién de masas de diferentes
consistencias, permitiendo pesar reactivos y muestras con precision. Antes de
realizar la pesada, era necesario verificar que la burbuja niveladora estuviera
centrada.

Los componentes de la solucion se seleccionaron en funcion de lo que se iba a
preparar, determinando el volumen y la concentracion molar o porcentual de la
solucién final.

Se procedi6 a pesar y cerrar los protectores contra corriente de aire, para tener una
mejor precision (Figura 3). Finalmente se registraba la medicion. La mezcla de la
masa so6lida pesada con una cantidad determinada de solvente se mantuvo en
agitacion hasta que se disolvi6 por completo. Si era necesario, se ajustaba el pH
utilizando un potenciémetro, dependiendo de si se deseaba una solucion 4cida,
neutra o alcalina.

Figura 3. Se debia pesar una masa de polvo calculada, a partir del porcentaje y el volumen requerido. Ejemplo peso
1.4088 g de agarosa. Tras disolver el reactivo sdlido en una alicuota, la solucidn se llevo al volumen final en una
probeta graduada.

El potenciéometro debia ser calibrado previamente, utilizando una soluciéon buffer,
acida a pH 4.01, asi como buffer a pH 7 y buffer a pH 10. Una vez que se obtenia un



coeficiente de correlacion igual o superior al 90% (Figura 4. A), el electrodo estaba
preparado para proceder con la mediciéon. Después de ajustar el pH, la solucién se
llevaba al volumen final especificado, ya sea en una probeta graduada o en un matraz
volumétrico (Figura 4.B). Finalmente, la soluciéon se etiquetaba con la fecha de
preparacion, el nombre de quien la elabor6 y la concentracion; y se almacenaba en
el lugar correspondiente.

'
SCIENTIFIC

Figura 4. A) Calibracion del potenciémetro con un coeficiente de correlacion del 90.5. B) Se debia pesar una masa
de polvo calculada a partir del porcentaje y el volumen requerido. Aligual que en el ejemplo anterior, la solucion
se llevé al volumen final en un matraz volumétrico.

Extraccion de DNA

Una vez recibida la biopsia de cola, correctamente etiquetada con el numero de
muestra (Figura 5), se procede a hacer una extraccion mediante lisis alcalina, para el
proceso de ruptura de membranas, liberacion y desnaturalizacion del DNA.

Figura 5. Biopsia de cola del raton a tipificar, etiquetada para la extraccion alcalina de DNA.
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Figura 6. A) Protocolo para la extraccion de DNA mediante lisis alcalina (elaboracion propia). B) Thermoblock
usado para el control térmico de la lisis alcalina de las biopsias.

Ejecucion de la PCR

Lareacciéon en cadena de la polimerasa (PCR) es una técnica altamente utilizada para
la amplificacién de fragmentos especificos de DNA, para detectar la expresion de
interés, con el fin de saber si esos ratones serian utilizados en la planificacion de los
experimentos.

Para la realizacion de la PCR se necesita de una mezcla maestra o Master Mix (por
sus siglas en inglés) que contiene una DNA polimerasa, un primer (cebador u
oligonucleo6tido) previamente disefiado para unirse por complementariedad a los
extremos 3’ del fragmento que se quiere amplificar., buffer de reaccion, cloruro de
magnesio utilizado como cofactor de la DNA polimerasa, un control de muestra de
cDNA del gen, agua libre de nucleasas (Figura 7). Una vez montada la PCR se lleva
al termociclador, un dispositivo que facilita las reacciones de PCR a través de ciclos
de temperatura precisos y facilmente ajustables.
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Figura 7. Representacion esquematica de la realizacion de la PCR, para la amplificacion del DNA de interés de

biopsias de cola de raton SPAK, Kl y wild type

Electroforesis en gel

Es un método de separaciéon para analizar fragmentos de DNA, conveniente para
determinar su tamano en un rango de 500-30.000 pares de bases. Una vez finalizada
la PCR, se procede a preparar un gel con cierta concentracion de agarosa, mezclado
con TAE 1X, para definir el tamafio del poro y se realice el tamizado dependiendo el
tamafio del DNA, ademas al gel se le agrega un colorante fluorescente, para detectar
el DNA amplificado. Posteriormente, se coloca el gel en una cAmara de electroforesis
llena de tampdn TAE 1X, y se cargan las muestras de PCR en los pocillos. Se conectan
los electrodos a una fuente de alimentacién y se aplica una corriente de 70 Volts,
hasta que el frente del colorante migre lo suficiente a través del gel (Figura 8). Una
vez finalizada la corrida, el gel se visualizaba en un equipo de imagenes ChemiDoc™
de Bio-Rad.

Figura 8. A) Imagen de la Camara de electroforesis, para la separacion de DNA por tamano y su posterior deteccion.
B) Fuente de poder utilizada para la migracion del DNA a 70 volteos. El procesamiento y analisis del gel se realizé
utilizando el equipo ChemiDoc ™ de Bio-Rad.



Al finalizar se obtuvo un resultado cualitativo (Figura 9) cuyo tnico objetivo era
detectar la presencia, integridad o ausencia de DNA, lo que permite determinar si los
ratones son homocigotos o heterocigotos, verificado mediante la presencia de una
banda de amplificacion en el gel de agarosa.
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Figura 9. Resultado final de la lisis alcalina, PCR y la electroforesis en gel, para determinar si los ratones son
homocigotos o heterocigotos. Las bandas corresponden a productos amplificados por PCR del gen que codifica
para la proteina SPAKKI. Cada carril representa un raton en la genotipificacion.

Objetivos y metas alcanzadas

El servicio social represent6 una aplicacion practica de los conceptos aprendidos
durante la formacion profesional, asi como la adquisicion de habilidades practicas
mediante la experiencia, lo que permiti6 una comprensién més profunda del
aprendizaje en el &mbito cientifico.

Logré llevar a cabo la PCR de punto final, entendiendo tanto los principios teéricos
como practicos, para el manejo y la amplificacion del DNA, asi como su deteccién e
interpretacion de los resultados obtenidos de la electroforesis en gel de agarosa,
identificando muestras positivas con alelos homocigotos o heterocigotos.

Los desafios mas significativos que se encontraron incluyeron la evaporacion parcial
de los reactivos, la falta de experiencia en la carga de los geles, la posible degradacion
del DNA, la inadecuada preparacion del Master Mix y la contaminacion de las
muestras. La mayoria de estos inconvenientes se solucionaron mediante la
repeticion y la reproducibilidad.

En lo que respecta a la extraccion de DNA, se logro alcanzar el 100% del objetivo, sin
ningdn inconveniente, al igual que la electroforesis en gel de agarosa.



Todas las soluciones elaboradas cumplieron con su funcién, fortaleciendo la
confianza en mis habilidades bésicas para manipular reactivos y en la aplicacion de
los procedimientos adecuados. No obstante, se identificaron algunos errores al
preparar las soluciones, tales como: pesar una cantidad incorrecta de sélido, medir
un volumen erréneo, calcular incorrectamente una masa y/o volumen necesario y
generar un volumen final inexacto; ademas, se consolidaron los conceptos de
molaridad (M), milimoles (mM) y porcentaje masa/volumen.

Cada estudio que involucro ratones era muy importante vigilar su entorno, una
manipulacion cuidadosa y ser alojados en las mismas condiciones, dado que son
organismos altamente sensibles. De este modo, se busca reducir la variacion dentro
de un estudio y, en consecuencia, aumentar la capacidad de identificar los posibles
resultados, evitando asi discrepancias en los resultados y diferencias en estudios
replicados.

Resultados y conclusion

Durante el servicio social, se llevo a cabo la extraccion de ADN de ratones, se realizo
la PCR de punto final y se analiz6 el patron de bandas mediante electroforesis en gel
de agarosa, con el fin de determinar el genotipo de los ratones que se utilizaron en
diversos experimentos.

Durante casi seis meses, se logré6 extraer ADN en todas las secciones.
Aproximadamente el 95% de las PCR de punto final realizadas fueron exitosas. La
electroforesis en gel de estas ampliaciones de PCR incluyd una escalera de
marcadores moleculares. Los geles fueron elaborados y procesados en su totalidad.
Una vez que los geles estuvieron completos, se evaluaron e indicaron los tamafios
probables de las bandas, asi como la naturaleza homocigotica versus heterocigotica
de las muestras y las diferencias alélicas que existian entre ellas.

Se pudo completar la preparaciéon de soluciones, a través del correcto manejo y uso
de los equipos basicos de laboratorio.

Los farmacéuticos deben contar con las competencias necesarias para cumplir con
sus responsabilidades profesionales hacia la sociedad, que requieren no solo
competencia técnica, sino también un compromiso personal con su trabajo, centrado
en la atencion al paciente.
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