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Resumen  

La teoría de que la microbiota intestinal (MI) puede ser factor determinante en la 

etiología de las enfermedades neuropsiquiátricas no es nueva, ni reciente; fue 

propuesta desde hace un siglo. En ese entonces, se referían a la teoría de la 

“Autointoxicación” que se define como el daño o enfermedad causada por los 

microorganismos que viven en el intestino humano.  Esta teoría no prospero debido 

que no se contaba con las técnicas necesarias para registrar los procesos 

bioquímicos que subyacen a la conducta ni los cambios ecológicos que sufría la 

microbiota intestinal(Bested y cols., 2013) 

A principios del año 2000, comenzó un resurgimiento del tema. Se ha podido 

encontrar evidencia de la correlación entre la disbiosis y cambios de conductuales, 

en algunos casos inclusive una correlación con enfermedades neuropsiquiátricas 

como los trastornos del espectro autista(Bravo y cols., 2011, Hsiao y cols., 2013). 

Por otra parte la etiología de la enfermedad de Alzheimer (EA) familiar se encuentra 

relacionada con la mutación de genes puntuales y hasta la fecha no existe un modelo 

animal que pueda reproducir la EA esporádica, por lo cual utilizamos un modelo triple 

transgénico 3xTg-AD para comenzar a dilucidar el papel de la MI en la etiología de la 

EA. Estudiamos la MI del modelo murino 3xTg-AD antes (5 meses) y después (10 

meses) de que se presentaran los síntomas conductuales de la EA por medio de la 

técnica de electroforesis en gel con gradiente de desnaturalización (DGGE). 

Nuestros resultados indican que el phylum Verrucomicrobia (encontrado 
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normalmente en cantidades no mayores al 2%) presenta un aumento en las 

muestras de los animales 3xTg-AD, no es posible distinguir los cambios en la MI 

atribuibles a la aparición de la enfermedad en modelo al comparar los estadios pre 

sintomático del sintomático. Se sabe poco de la función del phylum Verrucomicrobia 

dentro de la MI normal, de igual manera se desconocen las funciones metabólicas de 

las especies que lo componen por lo que no se puede decir más que son bacterias 

que se adhieren a la pared del intestino y fermentan moco intestinal. 

Los resultados  nos permite observar que los cambios de la MI provocados por la 

edad son similares a los encontrados en el modelo murino para la EA por lo que las 

funciones fisiológicas de esta MI pudieran estar también relacionadas con los 

cambios fisiológicos en la senectud como el aumento de la permeabilidad intestinal 

permitiendo con esto la absorción de metabolitos microbianos posiblemente 

neurotóxicos o con características amiloideas.  
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Abstract  

The theory that the gut microbiota (GM) can be decisive factor in the etiology of 

neuropsychiatric diseases is not new or recent; it was proposed a century ago. At the 

time, the "autointoxication" theory was proposed. It is defined as damage or disease 

caused by microorganisms living in the human gut. This theory did not prosper 

because the lack of techniques to record the biochemical processes underlying 

behavior and ecological changes that suffered the intestinal microbiota (Bested et al., 

2013) 

In early 2000, the issue resurged by findings in correlation between disbiosis and 

changes in behavior, in some cases even GM can be correlated with neuropsychiatric 

disorders such as autism spectrum disorders (Bravo et al. 2011, Hsiao et al., 2013). 

Moreover the etiology of early onset of Alzheimer's disease (AD) is related to the 

specific mutation of genes to date there is no animal model that can reproduce 

sporadic AD, so we use a triple transgenic model 3xTg-AD to begin to elucidate the 

role of IM in the etiology of AD. We 3xTg study the GM of AD mouse model before (5 

months) and after (10 months) behavioral symptoms of AD were presented, using the 

denaturing gradient gel electrophoresis (DGGE) technique. Our results indicate that 

the phylum Verrucomicrobia (normally found in no larger quantities than 2%) showed 

an increase in samples of 3xTg-AD animals. It is not possible to distinguish changes 

in IM attributable to the onset of the disease in the model comparing pre symptomatic 

and symptomatic stages. Few is known about the phylum Verrucomicrobia function 

within normal GM, likewise it is unknown the metabolic capabilities of the species of 
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the phylum. The only information about Verrucomicrobia bacteria is that are intestine 

wall adhering bacteria able to ferment intestinal mucus. 

The results allow us to observe the changes of the GM caused by age are similar to 

those found in the transgenic model for AD so physiological roles of this GM may also 

be related to physiological changes in senescence as the increased intestinal 

permeability thereby allowing absorption of possibly neurotoxic or amyloid microbial 

metabolites. 
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Introducción 

Nuestra percepción sobre los microorganismos ha cambiado a lo largo del tiempo, 

desconocíamos su existencia hasta que en 1676, Anton van Leeuwenhoek describió 

los "animáculos". Con sus observaciones describió un mundo nuevo de seres 

diminutos, comenzando así, la era de la microbiología. Casi doscientos años 

después en 1860, Luis Pasteur comenzó con sus estudios sobre los "fermentos" y 

cómo mejorar el uso de los microorganismos en la vinicultura. Entre 1870 y 1880 

guiados por Luis  Pasteur, Robert  Koch y otros grandes investigadores (Bestedy 

cols., 2013), descubrimos que varias enfermedades (como el carbunco y el cólera) 

eran producidas por microorganismos, gestando así la teoría microbiana de la 

enfermedad que sigue vigente hasta nuestros días. Con este fundamento y para 

prever enfermedades la sociedad se ha educado para mantener estándares de 

higiene y evitar el contacto con microorganismos patógenos.  

Otros cien años pasaron y en la década de 1960, se empezó a considerar que  no 

todos los microorganismos eran causantes de enfermedad, ya que se encontraban 

de manera normal en el cuerpo de humanos, animales y plantas, proponiendo que 

existía una relación comensal entre el huésped y ciertas bacterias. Más reciente, 

durante 1980 se descubrió que también podíamos tener beneficios de algunas 

especies de microorganismos y a estos se les llamo probióticos. Finalmente a partir 

de 2005 se comenzó a encontrar evidencia clínica y experimental de que las 

bacterias no solo podían ser benéficas sino que además, son necesarias para el 

correcto funcionamiento del cuerpo humano. Así nuestra definición de organismo 
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(sistema viviente capaz de mantener un metabolismo y reproducción autónoma) está 

cambiando a la definición de súper-organismo (Sommer y cols., 2013) al incluir a los 

microorganismos (microbiota) que viven en la superficie interna y externa del 

organismo huésped. 

 Es importante hacer hincapié en que actualmente se reconoce una relación 

endosimbiótica entre el huésped y su microbiota Un ejemplo es que el conjunto de 

todos los genes de este súper-organismo (huésped+microbiota) han evolucionado de 

forma adaptativa ya que los genes bacterianos permiten al huésped adquirir las 

ventajas de los genes que no posee (como los necesarios para la degradación de la 

fibra dietética) y a la vez las bacterias que poseen la habilidad de ocupar un nicho en 

el huésped encuentran un hábitat estable con un flujo de alimentos ininterrumpido 

(den Besten y cols., 2013). 

 

La adquisición de la microbiota por el huésped se da por dos vías: en la primera 

llamada vertical, se adquieren los microorganismos de la madre por medio de la 

placenta, el parto, la leche materna y el contacto con la piel materna por medio de 

algunas costumbres sociales como el beso y las caricias (Montiel-Castroy cols., 

2013, Aagaard y cols., 2014); la segunda ruta de transmisión es de carácter 

horizontal, puesto que el huésped obtiene estos organismos mediante el contacto  

cercano con parientes, personas cercanas, parejas (sexo, besos, caricias) y 

mascotas, así como por la exploración del ambiente y las prácticas de compartir 

comida y utensilios (Jost y cols., 2012, Azad y cols., 2014). Durante el primer año de 

vida la composición de la microbiota es muy variable, pero entre los 12 y 33 meses 
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de edad, se estabiliza hasta la forma en que se encuentra en adultos (Arrieta y cols., 

2014). Es importante apuntar que la composición de las comunidades microbianas 

depende de la zona del cuerpo humano que habiten ya que son intrínsecas las 

características de los nichos disponibles (ej. condiciones anaerobias en algunas 

partes del intestino vs condiciones aerobias en la superficie exterior de la piel) 

(Ackerman. 2012). La mayor concentración de microorganismos en el cuerpo 

humano se observa en el tracto gastrointestinal, principalmente el colon en donde se 

contabilizan hasta 1012  organismos por gramo de contenido luminal (Sartor 2007.).  

 

La microbiota intestinal (MI), está formada por virus, protozoarios y algunos 

miembros de los reinos Fungi y Arquea pero es ampliamente dominada por bacterias 

(Grenham y cols., 2011). Los principales Phyla bacterianos encontrados en adultos 

sanos son Firmicutes (60%), Bacteroidetes (25%), Actinobacteria (10%), 

Verrucomicrobia(1.5%), Fusobacteria (1.5%),(Rajilić-Stojanović. 2007) 

 

Bajo una perspectiva evolutiva, los microorganismos y el ser humano han 

coevolucionado de forma mutualista (Ley y cols., 2008). Es importante mencionar 

que esta situación prácticamente se presenta en todos los organismos multicelulares 

(plantas, animales, insectos, etc.). Por otra parte desde un enfoque fisiológico, la MI 

pudiera considerarse también como un órgano adicional (Cash y cols., 2006) ya que 

cumple funciones metabólicas esenciales y es capaz de comunicarse y recibir 

información de otros órganos. 
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En este nuevo paradigma, la MI como órgano adicional tienen injerencias en los 

estados de salud y enfermedad, por lo que es actualmente investigada con objetivos 

diagnósticos y terapéuticos (Dinan y cols., 2013). En este sentido recientemente se 

ha encontrado evidencia de la importancia de la MI en el neurodesarrollo (Sudo y 

cols., 2004), neurogénesis (Ait-Belgnaoui y cols., 2014) y algunos trastornos 

neuropsiquiátricos como la depresión (Bravo y cols., 2011). 

Con base en las evidencias anteriormente expuestas es que estamos interesados y 

se justifica el estudio de la MI como un factor de riesgo en las enfermedades 

neurodegenerativas.  
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Antecedentes 

Microbiota intestinal en los procesos de salud y enfermedad  

La composición de la MI se mantiene relativamente estable a lo largo de la vida, sin 

embargo puede ser modificada o cambiada totalmente por factores externos como la 

dieta, la administración de medicamentos (especialmente antibióticos) (Flint y cols., 

2012), procesos de estrés, embarazo así como por el envejecimiento normal del 

cuerpo(Pérez Martínez y cols., 2014). Es importante recordar que la MI es un 

ecosistema complejo y dinámico en el que conviven miles de especies de 

microorganismos. La composición de la MI, se entiende por la descripción de las 

especies microbianas presentes en el tracto gastrointestinal y la cantidad de cada 

especie, estas dependen de las interacciones entre los microorganismos que se dan 

por las interacciones ecológicas descritas por la ecología microbiana como el 

comensalismo, sinergismo, mutualismo y la competencia (Atlas y cols., 

2002).Cuando dicho ecosistema se encuentra en equilibrio, la MI brinda múltiples 

beneficios al huésped. Uno de los principales aportes de la MI es actuar como una 

barrera física evitando el contacto de la mucosa intestinal con bacterias patógenas. 

Otros beneficios son la producción de nutrientes esenciales como vitaminas (K y 

B12)(LeBlanc y cols., 2013), la obtención de nutrientes de la dieta de otra forma 

inaccesibles (el 30% de las calorías de la dieta provienen del metabolismo 

microbiano de azúcares complejos) y el entrenamiento y desarrollo del sistema 

inmune adaptativo (Arrietay cols., 2014) 
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Sin embargo un desequilibro del ecosistema o disbiosis (la proliferación de especies 

oportunistas capaces de producir enfermedad y/o producir metabolitos secundarios 

nocivos) puede desarrollar diversas patologías del tacto gastrointestinal y otros 

sistemas incluyendo el SNC, con efectos neuropsiquiátricos. 

 

La función de la MI en los estados de salud y enfermedad se resume en el la Tabla 1, 

evidenciado también como los mismos metabolitos secundarios producidos por las 

bacterias pueden influenciar al huésped.  

 

Al analizar la Tabla 1, se encuentra que la MI puede ofrecer beneficio s a la salud, 

tanto como producir enfermedad. Hacía qué proceso se enfoca la influencia de la MI 

depende de dos factores: el primero son las características ecológicas de la 

microbiota (qué especies son las dominantes y qué interacciones tengan con los 

demás miembros de la comunidad, determinará el patrón de metabolitos secundarios 

producidos así como las interacciones con el huésped). El segundo es el sistema 

inmune y el estado nutricional del huésped ya que el primero seleccionará 

activamente las especies que conforman la microbiota y el segundo determinará la 

función (efecto) de los metabolitos secundarios producidos. 

Un ejemplo de esto es el aporte de la MI de ácidos grasos de cadena corta (AGCC), 

estos metabolitos secundarios pueden causar obesidad (Million y cols., 2012), 

porque aumenta la cantidad de calorías disponibles de la dieta o por el contrario 

pueden ayudar a la disminución de peso asociada a un cambio de dieta (Park y cols., 

2013). En ambos casos se ha reportado un aumento en la cantidad de especies 
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bacterianas del género Lactobacillus (productores de AGCC) pero las interacciones 

en la comunidad de la MI son diferentes y por lo tanto el efecto en la salud también 

es diferente. 

 

Tabla 1: Microbiota intestinal en los procesos de salud y enfermedad 

Salud 
Actividad o productos 

microbianos 
Enfermedad Referencia 

Suplemento de 

nutrientes y 

energía 

Producción de AGCC, 

síntesis de vitaminas 

Influencia en la producción 

de hormonas intestinales y 

gasto energético 

Obesidad y 

síndrome metabólico 

(Flinty cols., 2012, 

Nicholson y cols., 

2012) 

Inhibición de 

patógenos 

Producción de metabolitos 

bacteriostáticos, 

modificación del pH 

intestinal, competencia por 

sustratos, 

barrera física 

Fuente de 

patógenos 
(Cashy cols., 2006) 

Desarrollo y 

modulación del 

sistema inmune 

Balance y producción de 

señales inflamatorias y 

antiinflamatorias 

Alergias 

SCI 

Inflamación crónica 

(Chow y cols., 2010, 

de La Serre y cols., 

2010) 

Salud mental 
Neurotransmisores y sus 

precursores 

Ansiedad , 

depresión 

Neurodesarrollo 

(Bravoy cols., 2011, 

Hsiaoy cols., 2013) 
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En cuanto a la salud mental, se ha encontrado que las bacterias del intestino pueden 

producir compuestos neuroactivos y modificar la absorción de nutrientes como el 

triptófano que es esencial para la producción de serotonina. En la Tabla 2 se 

muestran algunos de los neurotransmisores producidos por bacterias intestinales. 

Cabe mencionar que algunos metabolitos secundarios bacterianos como los ácidos 

grasos de cadena corta están vinculados al tratamiento o etiología de enfermedades 

neuropsiquiátricas. Por ejemplo, el butirato puede funcionar para tratar la depresión y 

la sobreproducción de ácido propiónico se ha asociado con enfermedades del 

espectro autista. (Wall y cols., 2014). 

 

Tabla 2: Neurotransmisores producidos por géneros bacterianos. 

Género  Neuroquímico  

Lactobacillus, Bifidobacterium GABA 

Streptococcus, Escherichia, Enterococcus, Lactococcus, Lactobacillus Serotonina  

Escherichia, Bacillus  Norepinefrina 

Escherichia, Bacillus, Lactococcus, Lactobacillus, Streptococcus  Dopamina  

Lactobacillus, Bacillus Acetilcolina  

Lactobacillus, Lactococcus, Streptococcus, Enterococcus  Histamina  

Modificado de (Wally cols., 2014) 

Eje Microbiota – Intestino – Cerebro  

El eje microbiota - intestino – cerebro (MIC)  es el conjunto de las vías de 

comunicación por las que la microbiota puede interactuar con el Sistema Nervioso 

Central (SNC) como se muestra en la Figura 1B. Este eje está integrado por el 
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sistema nervioso central, el sistema nervioso entérico (SNE) en sus vías eferente y 

aferente, los sistemas neuroendocrino y neuroinmune, el eje hipotálamo-hipófisis-

adrenales y la MI. (Grenham y cols., 2011). 

 

El SNE es el punto clave del eje MIC ya que es la principal vía de comunicación (vía 

neuronal), el SNE reacciona por reflejos que pasan a través de ganglios simpáticos, 

reflejos entéricos locales y reflejos que regresan al SNC. En la Figura 1A se 

muestran las inervaciones al tracto gastrointestinal que provienen del nervio vago, la 

médula espinal toracolumbar y lumbosacral en sus vías aferentes (azul) y eferentes 

(rojo) así mismo se muestran ejemplos de neuronas motoras en azul claro, neuronas 

sensoriales en morado y esfínteres controlados por el SNC en óvalos de color 

naranja. (Furness. 2012). Las vías neurales se conecta al tracto gastrointestinal por 

dos plexos ganglionares que están formados por neuronas y células gliales, el 

primero es el plexo mesentérico, se encuentra entre las capas musculares del tracto 

gastrointestinal, se encarga de la iniciación y control de los patrones motores y 

absorción de nutrientes. El segundo es el plexo submucoso, localizado entre la capa 

muscular y la mucosa, se extiende por la lámina propia, contiene terminaciones 

eferentes (células neuronales endocrinas) y terminaciones aferentes (neuronas 

aferentes vágales y neuronas intrínsecas aferentes primarias), las neuronas 

intrínsecas aferentes no necesariamente envían información al SNC si no que 

procesan la información recibida y sirven como un sistema de control independiente 

(Rescigno. 2008). 
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La vía de señalización neuroinmune está formada por las estructuras secundarias y 

terciarias del sistema inmune, así como por las células del sistema inmune 

adaptativo y los receptores extracelulares TLR (Toll like receptors) y otros receptores 

extracelulares de reconocimiento de patrones moleculares MPRR (Molecular Pattern 

Recognition Receptors). En conjunto estos receptores extracelulares permiten un 

preciso reconocimiento y diferenciación entre bacterias comensales y patógenas. La 

evidencia experimental indica que este reconocimiento de moléculas bacterianas, 

permite al huésped activar su sistema inmune. Es decir que a lo largo de la evolución 

A B 

Figura 1: A Esquema del sistema nervioso entérico en el que se muestra la inervación por 
el SNC; las vías aferentes se observan en rojo y las eferentes en morado, los óvalos 
azules corresponden a neuronas sensoriales, los óvalos naranja corresponden a los 
diferentes esfínteres. B Esquema del eje microbiota intestino cerebro. 1, 2 y 3 vías 
aferentes que reciben información del sistema neuroinmume, lumen intestinal y neuronas 
sensoriales del plexo intestinal respectivamente.4 SNC. 5 vía eferente sistema 
neuroendocrino. 6 liberación de neurotransmisores al lumen intestinal por la vía eferente 
neuronal. Modificadas de (Furness. 2012, Montiel-Castro y cols., 2013) 
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el sistema inmune del huésped ha perfeccionado el reconocimiento de 

microorganismos basándose en parones moleculares asociados a microorganismos 

MAMP (Microorganism-Associated Molecular Pattern), por ejemplo: lipopolisácaridos, 

moléculas de péptidoglicano, ácidos nucleicos y otras moléculas de origen 

bacteriano. 

Por otra parte la vía de señalización neuroendocrina está principalmente formada por 

el eje hipotálamo-hipófisis-adrenales, así como por las células enterocromafines en el 

lumen del tracto gastrointestinal. La señalización en este caso se da mediante 

hormonas, neurotransmisores y compuestos neuroactivos (Wally cols., 2014).Los 

corticoesteroides, en particular el cortisol tienen efectos directos tanto en el sistema 

inmune como en la proliferación bacteriana (O'Mahony y cols.).  

 

Aunque no se conoce totalmente el funcionamiento de estas vías de señalización, se 

sabe que tienen un carácter bidireccional, esto significa que tanto el SNC puede 

alterar la MI (por ejemplo, la norepinefrina secretada al lumen intestinal puede 

modificar la virulencia de Campilobacter jejuni (Cogan y cols., 2007, Freestone y 

cols.), así como la MI puede modular el funcionamiento del SNC, por ejemplo 

mediante la administración de Lactobacillus ramnosus se puede modificar la 

expresión de receptores para el ácido gama-aminobutírico (GABA) en algunas 

estructuras cerebrales, mejorando los síntomas de depresión en ratas (Bravoy cols., 

2011). 
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Enfermedad de Alzheimer y microbiota intestinal  
 

La enfermedad de Alzheimer (EA) es una enfermedad neurológica progresiva e 

irreversible que afecta principalmente al cerebro. Se presenta como un trastorno 

neurológico, evidenciado por la merma progresiva de la memoria, se caracteriza por 

la pérdida adquirida de habilidades cognitivas y emocionales que llega al deterioro de 

las actividades básicas de la vida diaria e impacta sustancialmente en la calidad de 

vida de los pacientes y sus familias. La EA, se encuentra catalogada por la 

Organización Mundial de la Salud (OMS) como la principal causa de demencia (del 

60 al 70% de los casos) y hasta la fecha no puede ser completamente diagnosticada 

hasta que se practica un examen al tejido cerebral obtenido por autopsia (Cruz y 

cols., 2010, Organización Mundial de la Salud. 2015). 

 

El curso clínico de la EA se 

caracteriza por el deterioro de la 

memoria de forma crónica e 

irreversible, pérdida de la capacidad 

de orientarse en tiempo y espacio, 

deterioro del lenguaje, el 

pensamiento abstracto y la 

capacidad de aprender, hasta la 

perdida de la habilidad de realizar 

los hábitos rutinarios(Mitchell y cols., 

Figura 2: Lesiones histopatológicas de la AD, corte 
histológico de corteza cerebral teñida con plata. las 
placas amiloides están señanalas por flechas y los 
ovillo neurofibrilares con triangulos. 
Tomado de:(Chin y cols., 2008) 
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2011). 

A nivel histopatológico la EA es un proceso neurodegenerativo que daña de forma 

selectiva y progresiva áreas cerebrales, existe pérdida de conexiones del tejido 

cortical, produciendo un aislamiento del neocortex y la pérdida de habilidades 

cognitivas. Las principales estructuras dañadas son el hipocampo y sus estructuras 

corticales (cortezas entorrinal, parahipocampal y perirrinal) así como el lóbulo 

temporal. Estas estructuras cerebrales permiten la comunicación entre las áreas de 

asociación y las áreas paralímbicas por lo tanto su deterioro produce las primeras 

señales de la enfermedad como la desorientación, dificultad de aprendizaje y 

memoria (Mesulam. 2004). 

 

A través de un análisis histopatológico se ha evidenciado que en estas áreas se 

encuentran dos tipos de lesiones: la primera es llamada placa amiloide y se 

encuentra formada por dos tipos de proteínas β-amiloide (βA), la βA42 que es una 

forma insoluble de la proteína y βA40 una forma abundante de la proteína que se 

adhiere a los núcleos formados por βA42 provocando el crecimiento de las lesiones. 

Estas lesiones histológicas se ven acompañadas por astrogliosis, aumento en el 

daño oxidativo y desbalance iónico. El segundo tipo de lesión son los ovillos 

neurofibrilares, los cuales están formados por una proteína asociada a los 

microtúbulos de citoesqueleto que se encuentra hiper-fosforilada y también forma 

agregados insolubles. Estas lesiones, provocan el deterioro del transporte axonal y la 

integridad sináptica, promoviendo la desconexión sináptica y muerte neuronal 
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(Billings y cols., 2005). En la Figura 2 se muestran ambos tipos de lesiones en un 

corte histológico de cerebral teñida con plata.  

 

 Existen dos tipos de EA, ambos comparten la características citológicas de la 

enfermedad pero se caracterizan por tener etiologías diferentes: La primera es la EA 

temprana o familiar (la cual se desarrolla antes de los 60 años), es la causante del 

2% de los caos, su etiología está relacionada a una influencia genética bien 

conocida: los genes proteína precursora de amiloide (APP) y presenilina 1 (PS1) que 

promueven la acumulación de βA y la fosforilación de la proteína Tau. Las 

mutaciones del gen APP se producen por sustituciones de los aminoácidos 

generalmente en el dominio transmembranal de la proteína, al menos 17 de estas 

mutaciones están relacionadas con la EA.(Wang J. y cols., 2008). Las mutaciones 

producidas en el gen PS1 también contribuye a la formación de placas de βA, ya que 

forma parte del sitio activo de la γ-secretasa por lo que las mutaciones en ésta 

afectan el procesamiento proteolítico de la proteína precursora amiloidea 

produciendo acumulaciones de βA (Wang J.y cols., 2008). 

En cuanto a la proteína Tau, se ha encontrado que las modificaciones post-

transduccionales de la proteína pueden producir la agregación de la misma. En 

primer lugar la proteólisis endógena puede producir cortes en el C-terminal de la 

proteína produciendo fragmentos insolubles que al agruparse formarán el núcleo de 

los ovillos. Por otra parte se creía que la hiperfosforilacion de la proteína Tau era la 

causante de la agregación y ahora se tiene evidencia de que la Tau hiperfosforilada 

sirve como protección celular para evitar la muerte celular y estas proteínas 
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fosforiladas después son reclutada por el núcleo del ovillo neurofibrilar durante su 

crecimiento (Luna-Muños J. y cols., 2012). 

En resumen los estudios genéticos han permitido entender en gran parte cómo 

funcionan los mecanismos moleculares que llevan a la formación de los ovillos 

neurofibrilares y las placas amiloides. 

El segundo tipo de la EA es denominada tardía o esporádica Esta forma de EA se 

presenta después de los 65 años, todavía no ha sido posible encontrar una etiología 

única y clara. Los estudios concuerdan que se debe a diversos factores ambientales 

pero en las correlaciones sólo se han ligado las siguientes tres variables: 

1 Estrés oxidante. Se ha encontrado que en los cerebros de pacientes con EA los 

niveles de moléculas antioxidantes como glutatión se encuentran en niveles 

inferiores a  los controles (Pocernich y cols., 2012). En otros estudios se ha 

encontrado que el balance entre las especies oxidantes y antioxidantes se 

modifican desde las fases tempranas de la enfermedad, sin embargo, se 

desconoce qué provoca el desbalance inicial pero una vez comenzado, se genera 

un círculo vicioso, ya que los agregados de βA producen más agentes oxidantes y 

los agentes oxidantes producen más βA (Chang y cols., 2014).  

2 Dieta occidental. Los estudios de prevalencia de la EA en diferentes etnias ha 

dirigido la atención de los investigadores hacia las características de la dieta 

occidental, ya que se ha encontrado que en japoneses que emigran a los Estados 

Unidos de América la prevalencia de la enfermedad aumenta 2.5 veces y 

similarmente en personas afroamericanas la prevalencia pasa de 1.4% a 6.8% 

(Grant y cols., 2002). El aumento en el consumo de azucares sencillos (sacarosa, 
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fructosa) y grasas en la alimentación occidental ha provisto ciertas evidencias de 

que la dieta promueve un estado de resistencia a la insulina en el cerebro. Se ha 

propuesto identificar esta condición como “diabetes tipo III” ya que se desarrolla de 

forma independiente de la diabetes tipo I y II (de la Monte y cols., 2008). La 

resistencia central a la insulina y al factor de crecimiento insulínico (IFG) produce 

las características celulares de la EA familiar como el déficit en el uso de glucosa, 

aumento en el estrés oxidante, activación de las señales proinflamatorias y 

disfunciones mitocondriales (de la Monte y cols., 2014). En esta línea de 

evidencias se puede mencionar el estudio realizado por Hsu y cols., 2015, en el 

que se muestra evidencia documentada que la adición de azúcares a la dieta de 

ratas adolecentes produce un aumento en la producción de interleucinas 

proinflamatorias así como un déficit en la memoria espacial de los animales 

adolecentes, (Hsu y cols., 2015). 

3 Apolipoproteína E4. Las apolipoproteínas son proteínas especializadas que se 

encargan del transporte de ácidos grasos y colesterol por el torrente sanguíneo. 

La apolipoproteína E4 se ha identificado como factor de riesgo para la EA porque 

es menos eficiente que las otras formas para el transporte de lípidos, produciendo 

un desbalance energético al provocar que los astrocitos ocupen otros recursos 

energéticos para la producción de colesterol, promoviendo un déficit en el uso de 

glucosa en las neuronas (Seneff y cols., 2011). En este sentido, se ha encontrado 

evidencia de que una baja cantidad de colesterol en las membranas neuronales 

promueve la agregación de βA además, formando poros que provocan un cambio 

en el potencial eléctrico de dichas membranas (Kawahara y cols., 2011). 
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La microbiota intestinal como factor determinante en la etiología de 
enfermedad de Alzheimer  
 

La hipótesis de que la MI puede ser factor determinante en la etiología de las 

enfermedades neuropsiquiátricas no es nueva, esta teoría se ha estado investigando 

desde hace más de un siglo; médicos y científicos proponían que las bacterias del 

intestino podían contribuir en enfermedades como la fatiga, la melancolía y la 

neurosis (Brower. 1898, Townsend. 1904). En ese entonces, se referían a la teoría 

de la “Auto intoxicación” que se definía como el daño o enfermedad causado por los 

microorganismos que viven en el intestino humano (Bouchard. 1897). 

La teoría no prosperó debido que en ese tiempo no se contaba con las técnicas 

necesarias para registrar los procesos bioquímicos que subyacen a la conducta ni los 

cambios ecológicos y metabólicos que experimenta la MI (Bestedy cols., 2013). Sin 

embarco hasta este siglo se ha registrado un resurgimiento de esta teoría, ahora con 

las nuevas herramientas bioquímicas estamos siendo capaces de encontrar una 

correlación entre la disbiosis y cambios de conducta e inclusive ya se ha 

documentado claramenta la participación de la MI en casos de enfermedades 

neuropsiquiátricas como los trastornos del espectro autista y la depresión  (Bravoy 

cols., 2011, Hsiaoy cols., 2013). 

En este contexto, recientemente se ha propuesto que la MI puede estar influenciando 

el desarrollo de la EA por medio de un aminoácido neurotóxico  Beta-N-Metilamino-L-

Alanina (BMAA), que se ha relacionado con el plegamiento erróneo de proteínas 

neuronales como es el caso del βA. Este aminoácido, se encontró elevado en 

pacientes con la EA y esclerosis lateral amiotrófica (Brenner. 2013). Se cree que 
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especies bacterianas residentes en la MI relacionadas con el phylum Cyanobacteria 

pueden producir este aminoácido toxico como un metabolito secundario. 

Recientemente se ha propuesto el taxón Melainabacteria para estos 

microorganismos, que se encuentran ampliamente distribuidos en aguas 

subterráneas y el tracto gastrointestinal aunque no se ha podido determinar su 

función en ambos ecosistemas (Di Rienzi y cols., 2013). Horning y colaboradores 

(Hornig. 2013) propusieron que la desnutrición, la ansiedad y el estrés así como 

procesos crónicos de inflamación intestinal podrían promover el crecimiento de estas 

bacterias  

Otra hipótesis sobre el papel de la MI en la EA propone que el lipopolisacárido (LPS) 

y otras lipoproteínas producidas por las especies residentes de la MI puede estar 

regulando a la baja la actividad del receptor TREM2 necesario para la detección y 

fagocitosis de los agregados de βA, produciendo un desbalance en la relación 

producción – eliminación del βA promoviendo así su acumulación (Zhao y cols., 

2015). 

Adicionalmente, se ha encontrado que la endotoxina de E.coli es capaz de potenciar 

la formación de agregados de βA (Asti y cols., 2014).  

 

En la Figura 3, se esquematizan las teorías que explican el papel de la MI como un 

factor ambiental en la etiología del EA. Se ha encontrado evidencia de que los 

microorganismos de la MI tienen capacidad de producir metabolitos secundarios 

neurotóxicos  y proteínas de naturaleza amiloideas. Así mismo se tiene evidencia de 

que el epitelio intestinal y la barrera hematoencefálica tienden a ser más permeables 
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con la edad (Farrall y cols., Turner.). Bajo esta perspectiva, mientras envejecemos, 

los productos de la MI pueden pasar al torrente sanguíneo y llegar al SNC. Una vez 

ahí, las proteínas amiloideas pueden sumarse al amiloide endógeno producido por 

las neuronas y saturar los receptores TREM2 produciendo una inhibición de la 

fagocitosis de los agregados proteicos llevando a la agregación de los mismos. En el 

caso de los metabolitos neurotóxicos, pueden directamente aumentar la cantidad de 

especies reactivas de oxigeno (ROS) o producir directamente la muerte neuronal. 

Ambos mecanismos detonan el circulo vicioso de la EA que es el aumento de ROS 

por el incremento en la acumulación de βA, como respuesta a estos estímulos se 

produce astrogliosis, que promueve aún más la producción de ROS y la acumulación 

de βA. Estos procesos modifican el potencial eléctrico de las neuronas así como su 

metabolismo y capacidad de transporte por lo que promueven la muerte neuronal  
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Modelo triple transgénico para la enfermedad de Alzheimer 

El uso de modelos animales para el estudio de la EA ha sido parte fundamental para 

la comprensión de la misma, en 1995 se creó el primer ratón transgénico portador el 

gen APP humano que desarrollaba características distintivas de la patología. En el 

cerebro de estos ratones se producían las agregacines de βA y se pudo determinar 

que eran estas y no los ovillos neurofibrilares eran los causantes de la 

neurodegeneración (LaFerla y cols., 1995). Desde entonces se han desarrollado 

Figura 3: Esquema de como la MI puede funcionar como un factor ambiental en la etiología del 
EA. A) Metabolitos neurotóxicos producidos por la MI. B) Producción de proteínas amiloideas por 
la MI. C) Producción de amiloide por tejido neuronal. D) Circulo vicioso de la EA 

A 

B 

C 

D 

Inhibición de la 

fagocitosis  
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otros modelos experimentales que tratan de reproducir mejor las características de la 

EA, sin embargo, hasta la fecha, no se ha podido desarrollar uno que emule la EA 

esporádica. 

 

En este contexto el modelo animal seleccionado en este proyecto es el triple 

transgénico para la enfermedad de Alzheimer (3xTgAD) en el que se expresan la 

mutaciones de los tres principales genes encontrados en la EA familiar: Presenilina 

(PS1M146V), APP (APPSwe) y Tau (TauP301L) (Oddoy cols., 2003). Es el primer modelo 

animal que presenta la  formación de placas amiloides y ovillos neurofibrilares en 

regiones cerebrales relevantes, en la Figura 4 se muestran las lesiones 

histopatológicas de la EA en el modelo animal. 

 

 

 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
El modelo 3xTg-AD imita la EA en humanos al presentar depósitos extracelulares de 

βA antes de la formación de los ovillos neurofibrilares, así como la presencia de 

estos biomarcadores relacionados con la edad. De igual forma en este modelo 

Figura 4: Lesiones de la EA en el modelo 3XTg-AD. En H se 
muestra la colocalizaciòn de los antígenos anti βA y Tau en el 
hipocampo de ratones 3XTg-AD. En I una amplificación de células 
piramidales del hipocampo en su región CA1 (Oddo y cols., 2003) 
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experimental, las estructuras cerebrales se dañan de forma jerárquica, es decir, en 

primer lugar las células piramidales del hipocampo en su región CA1, la vía musgosa 

del hipocampo y cortezas hipocampáles, para sucesivamente progresar al resto de 

las cortezas y estructuras relacionadas. En la Tabla 3 se resume la presencia de las 

proteínas en estructuras cerebrales  clave en dos momentos de la vida del animal 

equivalentes a un adulto joven (6 meses) y senectud (12 meses) (Oddoy cols., 2003). 

 

Tabla 3: Presencia de agregados de proteína βA y Tau en estructuras cerebrales 

a los 6 y 12 meses de edad del modelo 3xTG-AD 

Estructura cerebral 6 meses 12 meses 

Neocortex βA intraneuronal 

βA extra celular 

βA intraneuronal 

βA extra celular 

Tau hiperfosforilada 

Hipocampo (CA1) βA intraneuronal βA intraneuronal 

βA extra celular 

Tau hiperfosforilada 

Regiones corticales del 

hipocampo - 

βA intraneuronal 

βA extra celular 

Tau hiperfosforilada 

 

En cuanto a la conducta del modelo 3xTg-AD, estos animales son más inquietos en 

comparación con los controles y también presentan mayor reacción de sobresalto 

frente a un sonido repentino, así como también presentan un aumento en el 



27 
 

comportamiento de congelamiento. Respecto a su actividad locomotora, su 

deambulación y exploración están disminuidas. En cuanto a la coordinación viso-

motora se encuentran aumentadas comparándolo con el control (Sterniczuk y cols., 

2010). Por otra parte las deficiencias cognitivas del modelo 3xTg-AD se han 

identificado por varios métodos experimentales de reconocimiento de aprendizaje y 

memoria: 

a) Reconocimiento gustativo. Esta prueba conductual se realiza mediante un 

condicionamiento aversivo los sabores (CAS), que se logra mediante la 

administración de un irritante visceral como el LiCl después de probar algún 

sabor novedoso (ej. sacarina). Con este paradigma experimental se mide la 

función de las estructuras colinérgicas ya que es necesaria la producción de 

un pico de acetilcolina para la formación de la memoria gustativa. En el 

modelo 3xTg-AD se producirá una diferencia entre animales jóvenes y viejos, 

debido al daño de las estructuras colinérgicas. En este caso los animales 

jóvenes recordarán la asociación del sabor con el malestar visceral y 

generarán una respuesta aversiva al sabor y por lo tanto evitarán el consumo 

del mismo. Por el contrario, los ratones viejos no lograrán aprender la relación 

sabor-malestar gástrico y por consiguiente, el consumo del agua de este sabor 

en particular no se modifica (Bermudez-Rattoni. 2014). 

b) Reconocimiento de objetos. En esta prueba se utiliza el instinto natural del 

animal de explorar los objetos nuevos, por lo tanto si el animal discrimina un 

objeto nuevo de otro ya conocido, se espera que invierta más tiempo 

explorando los novedosos. Esta prueba conductual, sirve para medir el 
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funcionamiento del lóbulo temporal, es especialmente útil porque es un centro 

de asociación multimodal y una de las estructuras que se dañan de forma 

temprana durante la EA. En el modelo 3xTg-AD se encuentran diferencias 

entre los animales jóvenes y viejos, los animales jóvenes presentarán mayor 

tiempo de exploración en los objetos novedosos, sin embargo, los animales 

viejos invierten el mismo tiempo en objetos nuevos y conocidos por lo que se 

concluye que presentan un déficit cognitivo al no ser capaces de reconocer 

entre los objetos nuevos y los ya conocidos (Guzmán-Ramos y cols., 2012). 

c) Memoria viso-espacial. Para esta prueba se utiliza un laberinto de agua de 

Morris, cuyas características permiten el reconocimiento de rutas de escape 

hacia una plataforma invisible solamente guiado por referencias visuales y 

espaciales. Al tratarse de un laberinto acuático se evita que el animal utilice 

referencias de olor para encontrar la ruta hacia la plataforma. Esta prueba 

conductual permite medir la formación de aprendizaje nuevo, así como la 

memoria de las vías de escape ya conocidas, permitiendo evaluar el 

desempeño de las estructuras hipocampáles y su interconexión con el 

neocortex. En el modelo 3xTg-AD, no se presentaran diferencias significativas 

en los animales jóvenes pero en los animales viejos se presenta un aumento 

en el tiempo que el animal tarda para encontrar la ruta de escape hacia la 

plataforma y una disminución en el tiempo que el animal pasa por la zona 

donde se encontraba la plataforma durante las sesiones de aprendizaje, por lo 

que se concluye que el ratón no recuerda en dónde se encuentra la plataforma 
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y/o no es capaz de integrar la información viso espacial para llegar a la misma 

(D’Hooge y cols., 2001). 

 

En resumen, aunque hasta la fecha no existe evidencia experimental de la 

comunicación del eje MIC en la EA, existen fuertes indicios del potencial 

terapéutico y la  posibilidad de diagnóstico prematuro de la EA por medio de la 

MI (Bhattacharjee y cols., 2013, Pérez Martínezy cols., 2014). Por lo tanto nos 

proponemos caracterizar la MI del modelo murino 3xTg-AD durante dos 

etapas de la enfermedad: la fase pre sintomática (5 meses), y la fase 

sintomática (10 meses). Así mismo proponemos comparar la MI intestinal 

entre estos dos estadios para conocer si se mantiene la firma bacteriana de la 

enfermedad. 
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Justificación 

Las proyecciones para la prevalecía de la EA no son alentadoras, se calcula que en 

Estados Unidos para el 2050 el número de personas con la EA será de 15 millones 

de personas (Brookmeyer y cols., 1998). Desafortunadamente en México no existe 

un estudio serio que nos permita conocer la prevalencia actual en nuestro país. 

Según datos de la Organización Mundial de la Salud (OMS), Latinoamérica tiene el 

mayor índice de prevalencia de demencia a nivel mundial con 8.5% de la población 

mayor de 60 años (Duthey. 2013). En este sentido, en la Figura 5 se muestra la 

comparación de las pirámides poblacionales para los años 2000 y 2050 en México. 

Claramente podemos observar un aumento en la proporción de la población mayor 

de 60 años para 2050 (28%). Si la prevalencia de demencia para Latinoamérica es 

del 8.5%, el aproximado de personas con demencia en nuestro país en el 2050 será 

de 3millones de personas (Consejo Nacional de Población. 2002, Llibre Rodriguez y 

cols., 2008). 

Figura 5: Pirámides poblacionales 2000-2050. Tomado de: (Consejo Nacional de 

Población. 2002). 
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Este aumento en el número de personas con demencia es preocupante, 

principalmente desde el punto de vista económico, ya que la población afectada no 

podrá ser económicamente activa. Adicionalmente el sistema de salud deberá cubrir 

los gastos de la enfermedad ya que se requiere de un tratamiento médico continúo 

para monitorear los avances de la enfermedad, así como pagar los medicamentos 

necesarios.  

De manera importante, las personas encargadas de los pacientes deberán invertir un 

gran número de horas para el cuidado de los enfermos o contratar servicios 

especializados. Es evidente que esta situación conlleva gastos superiores 

comparados al cuidado de una persona mayor sin demencia. Para EUA., en 2014 el 

gasto promedio sólo para el tratamiento de largo plazo y hospitalización de los 

pacientes con demencia fue de 150 mil millones de dólares. En nuestro país no hay 

datos formales al respecto pero seguramente la carga económica para el sistema de 

salud como para las familias causará una mella importante.  

Por estas razones es relevante la investigación biomédica  que se realice al respecto 

de las causas y posibles tratamientos de la EA. 

.  



32 
 

Pregunta de investigación  

¿Existen cambios en la MI que permitan diferenciarla entre los estadios pre 

sintomático (5meses) y sintomático (10meses) en el modelo murino 3xTg-AD para la 

de EA? 

 

Hipótesis 

Si ocurren cambios de la MI asociado al desarrollo de la EA en el modelo murino 

3xTg-AD, se espera encontrar diferencias en la composición de la MI en los estadios 

pre-sintomático (5 meses) y sintomático (10 meses). 
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Objetivo general 

Caracterizar los cambios en la MI del modelo murino 3xTg-AD antes y después del 

desarrollo de la sintomatología cognitiva de la EA. 

Objetivos específicos 

En el modelo murino 3xTg-AD para la EA en el estadio pre sintomático (5 meses) y 

sintomático (10 meses) 

1. Caracterizar la MI. 

2. Comparar la composición y estructura de la microbiota intestinal. 

3. Determinar de las capacidades cognitivas. 

4. Determinar biomarcadores de EA. 
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Material y métodos 

Modelo experimental murino 

Los ratones control fueron machos de la cepa B6129SF1/J (primera generación filial 

de machos 129S1 y hembras C57BL/6J), ya que la cepa 3xTg-AD tiene un fondo 

genético B6;129.(Guo y cols., 1999). Se formaron 4 grupos: Control joven, Control 

senil, 3xTG-AD joven, 3xTg-AD senil, en la Tabla 4 se muestra la edad de sacrificio y 

el número de animales por grupo  

 

Tabla 4: Grupos de experimentación  

Grupo 
Edad de 

sacrificio 
No de ratones 

Control joven 

(C5M) 
5 meses 5 

Control senil 

(C10M) 
10 meses 5 

3xTg-AD joven 

(T5M) 
5 meses 5 

3xTg-AD senil 

(T10M) 
10 meses 5 

 

El sacrificio se realizó con una dosis letal de pentobarbital sódico (>50mg/kg i.p.) y 

los animales fueron perfundidos por vía intracardiaca con solución salina (0.9% p/v) a 

37°C seguido por buffer de fijado (formaldehído0.4% y glutaraldehído 1% en buffer 

de fosfatos 0.2M pH 7.4 
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Los animales se mantuvieron en instalaciones adecuadas y diseñadas para el 

mantenimiento y experimentación animal (Bioterio del Centro Nacional Siglo XXI, 

IMSS), con ciclos de luz- obscuridad de 12 h y acceso al agua y alimento ad libitum, 

conforme las especificaciones de la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-

1999.(Diario Oficial de la Federación. 2001) 

Análisis conductual  

El objetivo de la prueba del laberinto de agua de Morris (Bromley-Brits y cols., 2011) 

es determinar el funcionamiento de la memoria dependiente de hipocampo 

(aprendizaje y memoria espacial). Durante el entrenamiento, se coloca al animal en 

una piscina cuyas características se muestran en la Figura 6. Se utiliza una 

plataforma sumergida no visible, por lo tanto el animal debe encontrar la plataforma 

sirviéndose solo de referencias visuales creando así un mapa mental viso-espacial. 

(Ver Anexo 9: PEO 9: Entrenamiento de ratones para laberinto de Morris). Durante la 

prueba, se quita la plataforma y se permite el libre nado de los animales durante 60 

segundos. Durante este tiempo, se mide cuantos segundos le toma al animal llegar al 

área que ocupaba la plataforma y el tiempo que pasa el ratón en el cuadrante donde 

se encontraba la plataforma, a mayor tiempo en esta área se considera mayor nivel 

de memoria o retención (D’Hoogey cols., 2001). Ver Anexo 10: PEO 10: Prueba de 

memoria viso-espacial en laberinto de Morris. 

El análisis conductual se llevó a cabo a en los grupos C5M y T5M a la edad de 5 

meses y en los grupos C10M y T10m  a la edad de 10 meses 
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Los resultados del análisis conductual fueron analizados estadísticamente por medio 

de un análisis de varianzas (ANOVA), con un análisis post hoc de mínima diferencia 

significativa de Fisher. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Genotipificación del modelo murino  

El ADN bacteriano obtenido mediante el PEO 3: Extracción de ADN de muestra 

intestinal contiene del 30 al 50% de ADN del huésped por lo que puede ser utilizado 

para la genotipificación de los animales. Para lo anterior se agregó 1µl de este ADN a 

las reacciones de genotipificación. Los primers para la amplificación de los genes 

Figura 6: Características del laberinto de agua de Morris utilizado 
para la prueba conductual. La piscina tiene una altura de 90cm 
con un radio de 55cm y la plataforma para la tarea mide 10X10cm 
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APP-Tau son: 5’TauRev  5’ TCCAAAGTTCACCTGATAGT 3’, APPinternal  5’ 

GCTTGCACCAGTTCTGGATGG 3’, Thy12.4  5’GAGGTATTC AGTCATGTGCT 3’ 

Ver Anexo 11: PEO 11: Genotipificación de ratones 3xTg-AD.  

Inmunohistoquímica  

Después de la disección del intestino, se perfundio el animal con paraformaldehídoal 

4% como lo describe el Anexo 12: PEO12 Perfusión de ratones con 

paraformaldehido. Inmediatamente después se realizó la disección de cerebro como 

se muestra en el Anexo 13: PEO 13 Disección de cerebro y almacenamiento.  

Se analizó la presencia de placas amiloides en cortes histológicos del cerebro de 

40µm que se obtuvieron como se describe en el Anexo 14: PEO 14 Cortes 

histológicos de cerebro para la determinación de β-amiloide, utilizando la técnica de 

inmunohistoquímica descrita por Guzmán-Ramos y cols. (Guzmán-Ramosy cols., 

2012).  

Para la determinación de β-amiloide. Se midió la cantidad de agregados βA 

utilizando como anticuerpo primario Beta Amyloid, rodent specific monoclonal 

antibody, purified (Biolegend, California, E.U.A.) y como anticuerpo secundario Anti 

mouse IgG del Vectastain ABC Kit (Vector Laboratories, Inc, California, E.U.A.). 

La concentración del anticuerpo anti-βA fue 1::250, se incubó toda la noche a 4°C y 

se reveló con diaminobenzidina utilizando el complejo avidina-biotina-peroxidasa (ver 

Anexo 15: PEO 15: Inmunohistoquimica para β-amiloide en cerebro de ratón.). 
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Muestreo de Microbiota Intestinal  

Se ha encontrado que la información acerca de la composición de la microbiota se ve 

sesgada dependiendo de qué parte del intestino se haya estudiado, en el caso de las 

heces se ha encontrado que representan una combinación de bacterias 

desprendidas de la mucosa y las bacterias no adherentes que se encuentran en el 

lumen intestinal (Eckburg y cols., 2005). Por lo tanto la determinación de la MI se 

realizó utilizando como muestra todo el contenido intestinal, haciendo lavados con 

solución isotónica que permitió el desprendimiento de las comunidades adheridas al 

epitelio intestinal .Para tal efecto el procedimiento para la toma de muestra fue el 

siguiente: 

Antes de perfundir al animal, se abrió la cavidad abdominal y seccionó desde el inicio 

del intestino delgado y hasta el canal anal, se colocó la muestra en 10mL de búfer 

salino de fosfatos (PBS) y congeló a -20°C hasta su utilización (Ver Anexo 1.PEO1: 

Disección de intestino de ratón para muestra de microbiota intestinal). 

La preparación de la muestra de MI para extracción de ADN se realizó mediante el 

vaciado del contenido intestinal y el posterior lavado del tejido con la solución en la 

que fue conservado. Posteriormente se centrifugó por 5 min a 8000rpm para separar 

las células, se desechó el sobrenadante y resuspendió el botón celular con 3mL de 

PBS, se congeló a -20°C hasta su subsecuente procesamiento (Ver Anexo 2. PEO 2: 

Preparación de muestra proveniente de tejido intestinal). 

Para la extracción de ADN metagenómico, se utilizó el kit comercial QIAamp DNA 

Stool kit (Hilden, Alemania) que cuenta con la ventaja de una pastilla inactivadora de 

sustancias inhibidoras de la reacción en cadena de la polimerasa (PCR) y 
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ribonucleasas, este kit está basado en la adsorción del ADN en perlas de sílice por 

medio de concentraciones de sales, que permiten el lavado del material genético y su 

posterior elución (Ver Anexo 3. PEO 3: Extracción de ADN de muestra intestinal). 

Determinación de la Microbiota Intestinal 

La caracterización de la MI se realizó a partir de muestras de ADN metagenómico 

que es la totalidad de ácidos nucleicos de un sistema dado, en este caso, el 

contenido intestinal de los animales sujetos al estudio. El análisis de las 

comunidades bacterianas se realizó bajo un enfoque de amplificación mediante la 

reacción en cadena de la polimerasa (PCR) acoplado a geles con gradiente de 

desnaturalización (DGGE), como se describe en (Díaz-Ramírez y cols., 2008). Está 

combinación de técnicas permite mediante la PCR, incrementar la cantidad de 

moléculas diana, en este caso las regiones V6-V8 del gen 16S ARN ribosomal, para 

posteriormente diferenciar las especies encontradas en comunidades bacterianas 

dependiendo de la cantidad de nucleótidos guanina (G) y citosina (C) de las 

moléculas diana de ADN de cada bacteria. Mientras mayor sea contenido GC, mayor 

será el tiempo que tardarán los amplicones en desnaturalizase y migrarán mayor 

distancia en el gel. Para evitar la separación completa de los amplicones se utiliza 

una pinza-GC (“clamp”) unida a uno de los iniciadores (primers), en este caso el 

GC968F. Los primers fueron seleccionados debido a que su diana es la región 

variable V6-V8 del gen ARN ribosomal 16S que presenta tanto secuencias 

conservadas como hipervariables por lo que es útil para el análisis filogenético. Las 

secuencias de los primers son: 1401R (5’-GCG TGT GTA CAA GAC CC-3’) y GC968F 
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(5’-GC-Clamp [CGC CCG GGG CGC GCC CCG GGC GGG GCG GGG GCA CGG 

GGG G]-AAC GCG AAG AAC CTT AC-3’). Ver el Anexo 4: PEO 4: Preparación de 

amplicones para DGGE. 

Bajo un gradiente de concentración, se forman patrones de bandeo, cada banda 

corresponde a un amplicón ARNr16S representativos de cada población de la 

comunidad bacteriana (Ver Anexo 5: PEO 5: Preparación de DGGE para el análisis 

de muestras de microbiota intestinal murina)  

Adicionalmente las bandas en los geles pueden cortarse y secuenciarse para 

conocer la identidad y las relaciones filogenéticas de cada especie. La preparación 

de las bandas cortadas para secuenciación se realizó mediante la técnica reportada 

por (Ramírez-Saad y cols., 2000), ver Anexo 6: PEO 6: Elución de ADN de bandas 

cortadas de DGGE. Para lo cual se utilizó una amplificación con el primer F-968 para 

eliminar la pinza-GC (Ver Anexo 7: PEO 7: Amplificación de bandas cortadas de 

DGGE). 

Posteriormente las muestras se purificaron por medio el kit comercial Promega 

Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System (Wisconsin, E.U.A.) (Ver Anexo 8: PEO 

8: Purificación de muestras para secuenciación). 

La secuenciación de ácidos nucleicos se realizó por el método de Sanger, utilizando 

servicios externos de Magrogen Inc.(Seoul, Korea). 

El análisis de la similitud entre los patrones de bandeo en los perfiles de DGGE es 

calculado con base a la presencia o ausencia de bandas expresadas como un 

coeficiente de similitud Este coeficiente se realiza bajo la fórmula: 
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En donde: a= bandas del perfil 1, b= bandas presentes en el perfil 2, j= número de 

bandas comunes entre ambos perfiles. En este análisis, mientras más cercano sea el 

coeficiente a la unidad la similitud entre los perfiles será mayor. 

La agrupación de los datos en forma de árbol, conocida como dendrogramas, 

agrupan los perfiles de bandeo por su similitud fueron construidos por el método de 

no ponderación de las medias aritméticas de grupos (UPGMA) utilizando el software 

“PyElph” (Pavel y cols., 2012). 
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Resultados  

Caracterización de animales  
La caracterización de los animales se llevó a cabo mediante el estudio de conducta, 

la genotipificacion y la cuantificación  de β-amiloide en cortes histológicos de cerebro. 

En la Figura 7 se muestran los resultados del estudio de conducta, en el panel A, se 

muestra el tiempo que tarda el animal en llegar a la plataforma (latencia) a lo largo 

del entrenamiento.  

Se puede observar que las curvas de aprendizaje de todos los grupos son similares y 

la latencia disminuye con el número de entrenamientos a excepción del grupo T10M, 

en el que no se disminuye el tiempo de latencia en el segundo y tercer día de 

entrenamiento. Sin embarco al final del entrenamiento, la latencia de los grupos 

control es similar así como la latencia entre los grupos transgénicos dejando 

evidencia de que los animales control tienen un mejor desempeño al aprender tareas 

de memoria como se ha reportado en (Sterniczuky cols., 2010). Esta diferencia no es 

estadísticamente significativa en ninguno de los días de entrenamiento (día 1 p=0.41, 

día 2 p=0.29, día 3 p=0.32, día 4 p=0.31, día 5 p=0.36).  
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Figura 7: Resultados del análisis 
de conducta. A) Latencia en 
entrenamiento, B). Latencia 
durante prueba (*) p<0.02; (**) 
p<0.006. C) Tiempo en 
cuadrante blanco durante 
prueba. (*)p<0.002 entre T5M y 
T10M; (**) p<0.02 entre C5m y 
T10M. 
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En la Figura 7B se muestra la latencia en el día de la prueba, ANOVA indico que 

existen diferencias significativas entre los grupos (F(3,16)=7.733, p<.0.003), y después 

del análisis post hoc se encontró que la diferencia entre los grupos C5M y C10M 

comparados con el grupo T10M es estadísticamente significativa (p<0.006), de igual 

manera, que el grupo T5M al ser comparado con el grupo T10M (p<0.02) 

En la Figura 7C, se muestra el tiempo que los animales pasan en el cuadrante blanco 

(el área donde solía ubicarse la plataforma), ANOVA indica diferencias significativas 

entre los grupos (F(3,16)=5.552, p<0.009), y el análisis post hoc evidencio diferencias 

estadísticamente significativas al comparar el grupo C5M con el T10M (p<0.02), así 

como al comparar los grupos T5M con el T10M (p<0.002). 

Con estos resultados podemos afirmar que los animales transgénicos jóvenes (5M) 

no presentan un deterioro cognitivo mientras que los animales transgénicos seniles 

(10M) ya presentan un marcado deterioro de la memoria espacial. Así mismo, los 

animales controles seniles no presentan una diferencia en su desempeño cognitivo 

en comparación a los animales jóvenes.  

 

Genotipificación.   

En la Figura 8 se muestran las genotipificaciones de los animales mediante PCR, en 

el panel A se muestran los animales jóvenes y en el panel B los animales seniles. 

Los animales transgénicos presentan dos bandas, una aproximadamente de 500 pb 

correspondiente al gen APP y la segunda aproximadamente a 350 pb 

correspondiente al gen Tau. Los animales control no presentan ninguna banda, de 
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esta forma se confirmó que los animales 3xTg-AD tienen insertados los genes 

humanos relacionados con la EA familiar.  

En la figura 8A se muestran de izquierda a derecha:  Animales jóvenes (5M), T5K (1), 

T5L(2), T5M (3), T5N (4), T5O (5), Marcador de peso molecular 100pb Axygen (6), 

C5A (7), C5B (8), C5C (9),C5D (10),C5E (11). Y en la figura 8B de izquierda a 

derecha: Animales seniles (10M) de marcador de peso molecular 100pb Axygen (1), 

T10P (2), T10Q (3), T10R (4), T10S (5), T10T (6), C10F (7), C10G (8), C10H (9), 

C10I (10), C10J (11). 

 

 

Caracterización inmunohistoquímica de β-amiloide. 

En la Figura 9 se muestran los resultados de la caracterización de βA, en los paneles 

superiores se muestran imágenes de tinciones inmunohistoquimicas en cortes 

histológicos de corteza prefrontal representativos a cada grupo: A) C5M, B) C10M, C) 

Figura 8: Resultados de genotipificación en geles de agarosa al 1.5%. A) Animales 
jóvenes (5 meses), transgénicos (carriles 1-5), marcador de peso molecular 100 pb 
Axygen (carril 6), controles (carriles 7-11). B) Animales seniles (10 meses), marcador de 
peso molecular 100 pb Axygen (carril 1), transgénicos (carriles 2-6) y controles (carriles 7-
11) 
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T5M y D) T10M. Para determinar si se produce un cambio en la acumulación de βA 

en cada uno de los grupos se realizó una determinación densitométrica 

semicuantitativa mediante el software Image J (National Institute of Health, E.U.A.). 

Las variables consideradas fueron el área de análisis y la densidad de pixeles 

marcados por la acumulación de agregados proteicos teñidos, obteniendo como 

resultado el porcentaje del área en la que se presentan dichos agregados. 
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Figura 9: Caracterización de β-amiloide en cortes histologicos de corteza 
prefrontal; en A) C5M, B) C10M, C) T5M, D) T10M, se presentan imágenes 
representativas de cada grupo. E) Grafica comparativa de la determinación 
semicuantitativa de β-amiloide.  
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 En la Figura 9E, se muestra la comparación de los resultados de cada grupo. En el 

grupo C5M el se cuantificó poca cantidad de amiloide ya que no puede aislarse la 

señal de fondo que se presenta normalmente en las inmunohistoquímicas, en los 

C10M y T5M, se encontró un porcentaje mayor de amiloide comparado con los C5M 

debido a que los animales C10M producen agregados amiloideos difusos en forma 

normal durante el proceso de envejecimiento y en los animales transgénicos, se 

puede encontrar agregados difusos de βA desde los 5 meses sin que esto cause un 

déficit cognitivo (Oddoy cols., 2003). En cuanto a los animales T10M el aumento de 

βA es de 5 veces el encontrado en los animales T5M.  

Al realizar el análisis estadístico por ANOVA, se encontró que el grupo T10M es 

significativamente diferente de los otros con una p<0.006 en todos los casos.  Esto 

nos permite corroborar que el déficit cognitivo presentado por los animales se 

produce debido al aumento en la cantidad de βA en las estructuras cerebrales 

afectadas por la EA.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 10: Extracción de DNA metagenómico en gel de agarosa al 
1.5% De izquierda a derecha: C10F (1), T5O (2), T5M (3), T10S 
(4), C5B (5), T10P (6), C5C (7), C10J (8), T5K (9), T10T (10), 
Marcador de peso molecular Lambda DNA/EcoRI+HindIII (11). 

 

  1      2      3     4      5     6      7     8     9    10   11 



49 
 

Determinación de la microbiota intestinal del 3xTg-AD 
 

Para realizar la determinación de la microbiota se obtuvo ADN metagenómico del 

contenido intestinal total de los ratones. En la Figura 10, se muestran ejemplos de las 

extracciones de DNA metagenómico. 

Posteriormente mediante PCR se obtuvieron amplicones de la región V6-V8 del gen 

ribosomal 16s con un clamp de GC, los que se corrieron en los geles de DGGE. En 

la Figura 11 se muestra un gel de agarosa con muestras amplificadas con los primers 

968GCf y 1401r. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 11: Amplicones V6-V8 con clamp GC para el 
análisis por DGGE en gel de agarosa al 1.5%. De 
izquierda a derecha: marcador de peso molecular 100pb 
Axygen (1), C5C (2), C5E (3), C10H (4), C10I (5), T5K (6), 
T5O (7), T10R (8). 

500pb 

  1         2        3        4         5          6       7        8 
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Mediante DGGE se determinaron los perfiles de bandeo de las comunidades 

microbianas de la MI de los cuatro grupos, en la Figura 12 se muestran las bandas 

representativas cortadas y re amplificadas para el análisis filogenético. Con el fin de 

encontrar tanto diferencias como similitudes entre las comunidades bacterianas, se 

seleccionaron bandas comunes entre grupos como la F1 y B7, se encontraron en 

todas las muestras de los grupos C10M y C5M respectivamente; y bandas 

conspicuas que solo pueden ser encontradas en algunas muestras como lo son la 

banda L2 de la muestra T5L y la banda J7 de la muestra C10J, Se obtuvieron 109 

secuencias de estas bandas.  
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Figura 12: Selección de bandas para análisis filogenético, Se señalan con puntos rojos las 
bandas extraídas de los geles de DGGE y reamplificadas. 
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Comparación de la microbiota intestinal  
 

Para la comparación de la MI se utilizaron dos herramientas, la primera fue el análisis 

de los perfiles de bandeo en los geles de DGGE que aporto información sobre la 

comunidad bacteriana en general. La segunda fue el análisis taxonómico de las 

secuencias obtenidas para determinar en qué familia o genero bacteriano se llevó a 

cabo el cambio de la MI. 

Durante el análisis de las especies bacterianas presentes en cada muestra se utilizó 

el análisis de los perfiles de bandeo, para poder compararlos se utilizó el programa 

PyElph,. Este programa bioinformático crea una matriz de similitud en la que se 

asignan valores de 0 y 1 a cada carril dependiendo de la ausencia o presencia de 

bandas respectivamente a una distancia de migración determinada por carril. 

Después se determinó la distancia genética mediante el índice de similitud de Dice. 

La matriz de distancias genéticas se analizó por el método UPGMA para construir 

dendrogramas. El método UPGMA forma clusters jerárquicos de forma aglomerativa, 

es decir que compara los patrones de bandeo y construye un dendrograma 

enraizado comenzando por los dos perfiles más similares y va adicionando ramas al 

clustrer dependiendo de la distancia (diferencia) que exista entre los demás patrones. 

En el extremo inferior de cada uno se muestran los porcentajes de similitud  

Al tratar de estudiar todos los perfiles de bandeo en un solo análisis se obtuvo un 

dendrograma que no permite visualizar cuales son los factores por los que se 

agrupan las muestras, debido a que se presentan perfiles muy complejos y se 

obtienen porcentajes de similitud con valores menores al 80%. Por lo tanto, se 
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decidió realizar un análisis fraccionado por pares de grupos. En la figura 13 se 

muestra el dendrograma que se genera al analizar todos los perfiles de bandeo del 

estudio.  

En la Figura 14 se muestra el dendrograma de los perfiles de bandeo en el que se 

comparan los animales C5M con los T5M para determinar si se encuentra diferencia 

entre los animales jóvenes debido al modelo de estudio. Se encontró que se forman 

dos clados bien definidos, el superior (formado por las muestras T5L, T5K y T5M) 

tiene un porcentaje de similitud menor al 80% al compararlo con el inferior, por lo que 

se considera que las muestras son diferentes. Además no se encuentra una 

diferencia en los perfiles de bandeo de la microbiota de los animales transgénicos 

jóvenes T5N y T5O ya que se agrupan con las muestras control en un porcentaje 

mayor al 85%. 

En la Figura 15 se muestra la comparación de los perfiles de bandeo de los grupos 

C10M y T10M para corroborar que los cambios en la microbiota está determinado 

por el desarrollo de la enfermedad en el modelo animal. En este contexto se encontró 

que no existe una diferencia entre ambos grupos ya que los perfiles de bandeo se 

agrupan con un porcentaje de similitud mayor al 80% adicionalmente, las muestras 

control y transgénico se encuentras dispersas a lo largo del dendrograma. 

La comparación de los perfiles de bandeo de los grupos C5M y C10M se muestran 

en la Figura 16, en este dendrograma se forman dos clados con un porcentaje de 

similitud mayor al 80%. Cada uno, están claramente definidos y en ellos se agrupan 

los todas las muestras del grupo C5M en el clado inferior y cuatro del grupo C10M en 

el superior.  
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En la Figura 17 se muestra la comparación de los perfiles de bandeo de los T5M y 

T10M, el árbol se enraíza en la muestra T5M debido a su poca similitud con el resto 

de las muestras (<80%), así mismo se puede observar que las muestras de los 

animales T10M, se agrupan con una similitud mayor al 80%. Aunque no se forme un 

clado separado de las muestras de los animales T5M, estas se encuentran en un 

nodo inferior (con un porcentaje de similitud menor al 80%) por lo que pueden 

considerarse diferentes. 

 



 

55 
 

 

 

 

 

  

Figura 13: Agrupamiento de todos los  perfiles de bandeo por UPGMA 
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Figura 14: Agrupamiento de los perfiles de bandeo por UPGMA de los grupos C5M y T5M 

Figura 12: Agrupamiento de todos los perfiles de bandeo por UPGMA  
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Figura 15: Agrupamiento de los perfiles de bandeo por UPGMA de los grupos C10M y T10M 
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Figura 16: Agrupamiento de los perfiles de bandeo por UPGMA de los grupos C5M y C10M 
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Figura 17: Agrupamiento de los perfiles de bandeo por UPGMA de los grupos T5M y C10M 
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Análisis bioinformático de las secuencias obtenidas  

Las secuencias se compararon contra la base de datos de NCBI (Centro Nacional de 

Información para Biotecnología, EUA, http://www.ncbi.nlm.nih.gov/) mediante la 

herramienta en línea BLASTn, posteriormente se editaron manualmente utilizando el 

programa Seaview (Gouy y cols., 2010) y finalmente se analizó la presencia de 

secuencias quiméricas mediante el programa en línea DECIPHER (Wright y cols., 

2012).  

Posteriormente se determinó el mejor modelo de sustitución nucleotídica para los 

datos por medio del programa Jmodeltest2 (Darriba y cols., 2011), con el criterio de 

información de Akaike. La reconstrucción filogenética se llevó a cabo mediante 

métodos de distancia por el programa MEGA6 (Tamura y cols., 2013) y la robustez 

de los arboles filogenéticos presentados se corroboró por medio de Bootstrap con 

1000 iteraciones también por el programa MEGA6. 

En la Tabla 5 se presentan las especies bacterianas más estrechamente 

relacionadas con las secuencias obtenidas. Se muestran los porcentajes de 

cobertura y similitud obtenidos con las secuencias más próximas. 

 

El análisis de componente principal se realizó con el programa STAMP (Parks y 

cols., 2014). Debido a que el programa está diseñado para trabajar con datos 

obtenidos de secuenciadores de nueva generación, fue necesario procesar las 

secuencias mediante la herramienta bioinformática de acceso abierto para el análisis 

de secuencias del gel rARN 16s Mothur (Schloss y cols., 2009). El procesamiento 
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detallado de las secuencias se muestra en el Anexo 14: Procesamiento de 

secuencias de rARN 16s para el análisis estadístico por STAMP 

 

. 
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Tabla 5: Secuencias bacterianas filogenéticamente más próximas a las secuencias obtenidas  

Banda Organismo relacionado No. Acceso Orden 
Cobertura 

% 

Similitud 

% 

A2 Tyzzerella nexilis DSM 1787 NR_029248 Clostridiales 97 92 

A3 Tyzzerella nexis DSM 1787 NR_029248 Clostridiales 97 91 

A4 Clostridiales bacterium CIEAF 020 AB702928 Clostridiales 96 95 

A5 Uncultured bacterium 2.c3.2 HQ681765  90 97 

A6 Uncultured bacterium WT ctrl D5iii G10 JQ085179  86 98 

A7 Lactonifactor longoviformis ED-Mt61/PYG-s6  NR_043551 Clostridiales 98 93 

A8 Uncultured bacterium 16saw40-2f07.p1k EF604685  98 93 

A9 Blautia glucerasea JCM 17039 NR_113231 Clostridiales 92 90 

B1 Ruminococcus torques VPI B2-51 NR_036777 Clostridiales 97 84 

B2 Uncultured bacterium CRWD5 EU504165  96 83 

B3 Clostridium clostridiforme ATCC 25537 NR_044715.2 Clostridiales 96 91 

B4 Ruminococcus gauvreauii CCRI-16110 NR_044265 Clostridiales 95 93 
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B5 Uncultured bacterium K7N2 18c05 EU454459  97 93 

B6 Uncultured bacterium C2II E02 JQ084721  96 91 

B7 Uncultured bacterium C2II E02 JQ084721  97 89 

C3 Clostridium clostridiforme ATCC 25537 NR_044715.2 Clostridiales 97 95 

C4 Uncultured bacterium CT18-26F JN105220  98 85 

C5 Clostridium citroniae RMA 16102 NR_043681  Clostridiales 91 96 

C5A Clostridium clostridiforme ATCC 25537 NR_044715.2 Clostridiales 90 94 

C7 Ruminococcus torques VPI B2-51 NR_036777 Clostridiales 91 95 

C8 Uncultured bacterium CJ10 JN674469  99 85 

D1 Uncultured bacterium ALP5 GQ402111  98 85 

D10 Ruminococcus gnavus ATCC 29149 NR_036800 Clostridiales 97 95 

D4 Uncultured clostridiales M Fe Clo060  AB702807 Clostridiales 88 99 

D5 Uncultured clostridiales M Fe Clo074 AB702817 Clostridiales 94 99 

D6 Uncultured WT ctrl D5iii G10 JQ085179  89 97 

D7 Uncultured bacterium R-8196 FJ881206  81 99 
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D8 Uncultured bacterium H777s4 14d04 EU455566  92 90 

D9 Uncultured bacterium C2II E02 JQ084721  97 99 

E2 Uncultured bacterium WT ctrl D2 G05 JQ085030  95 88 

E3 Uncultured bacterium 5 C5 3 JN012909  85 89 

E4 Anaerostipes caccae L1-92 NR_028915 Clostridiales 97 91 

E5 Anaerostipes butyraticus JCM 17446 NR_113319 Clostridiales 98 91 

E6 Uncultured bacterium 2.C4.8. HQ681770  85 95 

E7 Uncultured Escherichia sp. DGGE FJ877142  96 85 

E8 Anaerostipes butyraticus JCM 17446 NR_113319 Clostridiales 98 90 

E9 Clostridium citroniae RMA 16102 NR_043681  Clostridiales 97 95 

F1 Clostridium Clostridiforme ATCC 25537 NR_044715.2 Clostridiales 96 95 

F2 Akkermansia muciniphila ATCC BAA-835 NR_074436 Verrucomicrobiales 97 97 

F3 Clostridium clostridiforme ATCC 25537 NR_044715.2 Clostridiales 97 95 

F4 Clostridium clostridiforme ATCC 25537 NR_044715.2 Clostridiales 98 94 

F5 Tyzzerella nexilis DSM 1787 NR_029248 Clostridiales 98 94 
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F5 Uncultured bacterium clone 2 10p1 17 JN012678  97 97 

F6 Tyzzerella nexilis DSM 1787 NR_029248 Clostridiales 98 94 

G1 Eubacterium eligens ATCC27750 NR_074613 Clostridiales 97 91 

G2 Butyrivibrio crossotus DSM 2876 NR_104735 Clostridiales 97 96 

G3 Uncultured bacterium 5 25P5 JN012874  98 82 

G4 Eubacterium eligens ATCC27750 NR_074613 Clostridiales 98 94 

G5 Butyrivibrio crossotus DSM 2876 NR_104735 Clostridiales 97 95 

G6 Butyrivibrio crossotus DSM 2876 NR_104735 Clostridiales 97 93 

H1 Clostridium citroniae RMA 16102 NR_043681  Clostridiales 97 92 

H2 Lactonifactor longoviformis ED-Mt61/PYG-s6  NR_043551 Clostridiales 94 94 

H3 Lactonifactor longoviformis ED-Mt61/PYG-s6  NR_043551 Clostridiales 94 94 

I1 Uncultured bacterium clone 2 10p1 17 JN012678  97 94 

I3 Tyzzerella nexis DSM 1787 NR_029248 Clostridiales 96 95 

I4 Tyzzerella nexis DSM 1787 NR_029248 Clostridiales 97 94 

I5 Clostridium citroniae RMA 16102 NR_043681  Clostridiales 97 93 
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I6 Clostridium clostridiforme ATCC 25537 NR_044715.2 Clostridiales 97 95 

I7 Tyzzerella nexis DSM 1787 NR_029248 Clostridiales 97 94 

I8 Clostridium citroniae RMA 16102 NR_043681  Clostridiales 97 94 

J1 Uncultured Aerococcus banda DGGE KC880966  96 82 

J2 Tyzzerella nexilis DSM 1787 NR_029248 Clostridiales 98 94 

J3 Blautia hydrogenotrophica S5a36 NR_026314 Clostridiales 93 95 

J5 Uncultured bacterium WD2 aak11d09 EU511929  97 84 

J7 Uncultured bacterium RL179 aah28c03 DQ796431  98 83 

K5 Tyzzerella nexis DSM 1787 NR_029248 Clostridiales 92 96 

L2 Clostridium sphenoides ATCC 19403 NR_112174 Clostridiales 92 87 

L4 Uncultured bacterium clone SWPT15 EF098480   94 91 

M2 Blautia sp. A-C6-0 GQ456208  Clostridiales 99 99 

N1 Eubacterium contortum DSM 3982 NR_117147 Clostridiales 96 98 

N2 Eubacterium contortum DSM 3982 NR_117147 Clostridiales 93 96 

N3 Uncultured bacterium R-7809 FJ879722  84 89 
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N5 Akkermansia muciniphila ATCC BAA-835 NR_074436 Verrucomicrobiales 99 95 

N6 Akkermansia muciniphila ATCC BAA-835 NR_074436 Verrucomicrobiales 98 99 

N7 Uncultured bacterium C2II E02 JQ084721  92 83 

N8 Clostridium Clostridiforme ATCC 25537 NR_044715.2 Clostridiales 97 94 

O2 Akkermansia muciniphila ATCC BAA-835 NR_074436 Verrucomicrobiales 98 100 

O3 Akkermansia muciniphila ATCC BAA-835 NR_074436 Verrucomicrobiales 98 100 

O4 Akkermansia muciniphila ATCC BAA-835 NR_074436 Verrucomicrobiae 98 100 

O6 Uncultured bacterium RL180 DQ807998  80 86 

O7 Uncultured bacterium 2 10p2 1 JN012684  81 94 

O8 Uncultured bacterium 2 lop5 7 JN012641  79 86 

O9 Akkermansia muciniphila ATCC BAA-835 NR_074436 Verrucomicrobiales 98 97 

O10 Eisenbergiella tayi B086562 NR_118643 Clostridiales 98 94 

O11 Akkermansia muciniphila ATCC BAA-835 NR_074436 Verrucomicrobiales 98 100 

P1 Uncultured bacterium 10 25P2 12 JN013107  98 99 

P2 Clostridium clostridiforme ATCC 25537 NR_044715.2 Clostridiales 96 94 
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P3 Clostridium clostridiforme ATCC 25537 NR_044715.2 Clostridiales 98 94 

Q1 Uncultured bacterium 66 FJ535011  97 90 

Q2 Uncultured bacterium DP3 46 EU813287  98 91 

Q3 Tyzzerella nexilis DSM 1787 NR_029248 Clostridiales 98 94 

Q4 Clostridium clostridiforme ATCC 25537 NR_044715.2 Clostridiales 97 91 

Q5 Blautia hydrogenotrophica S5a36 NR_026314 Clostridiales 98 94 

Q6 Clostridium citroniae RMA 16102 NR_043681  Clostridiales 98 94 

R1 Eubacterium contortum DSM 3982 NR_117147 Clostridiales 98 97 

R2 Eubacterium contortum DSM 3982 NR_117147 Clostridiales 97 97 

R3 Eubacterium contortum DSM 3982 NR_117147 Clostridiales 97 97 

S1 Akkermansia muciniphila ATCC BAA-835 NR_074436 Verrucomicrobiales 97 95 

S2 Akkermansia muciniphila ATCC BAA-835 NR_074436 Verrucomicrobiales 98 97 

S3 Akkermansia muciniphila ATCC BAA-835 NR_074436 Verrucomicrobiales 98 99 

T1 Butyrivibrio crossotus DSM 2876 NR_104735 Clostridiales 96 95 

T3 Akkermansia muciniphila ATCC BAA-835 NR_074436 Verrucomicrobiales 98 99 
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El resumen de la asignación taxonómica de las secuencias provenientes de las 

bandas cortadas de todas las muestras, se muestra en la Figura 18 mediante una 

gráfica de porcentajes relativos  

Durante la selección de bandas representativas de cada grupo de estudio, se 

seleccionaron bandas que migraron a la misma distancia del gel para corroborar que 

se tratara de las mismas especies y así poder correlacionar las bandas cortadas con 

las encontradas en otros carriles que tuvieran una distancia de migración similar, es 

decir, asegurar que las bandas que tuvieron una misma distancia de migración son 

iguales, se encontró que ninguno de los pares corresponde a una secuencia similar, 

Figura 18: Porcentaje relativo de las secuencias 
obtenidas ordenadas por género. 
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En la Figura 19 se muestra en el panel A) los pares de bandas con un una distancia 

de migración similar: CA5-D8, I8-F6, G4-F3 y G5-F4. En el panel B) se muestra el 

árbol filogenético de las mismas secuencias.  
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Figura 19: A) Bandas cortadas con similar distancia de migración. B) Árbol filogenético de las 
secuencias con similar distancia de migración. 
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Se crearon los arboles filogenéticos para cada grupo de animales estudiados. Las 

construcciones se llevaron a cabo de la siguiente forma: 

Se utilizó el método de neighbor joining con el modelo de sustitución de Kimura 2 

parámetros que fue el más adecuado para cada grupo de datos según el programa 

jModeltest2. Las secuencias fueron ajustadas a 365pb para los grupos control joven 

(Figura 20) y transgénico joven (Figura 22), para los grupos control senil (Figura 21) y 

transgénico senil (Figura 23), la longitud de las secuencias utilizadas fue de 376pb y 

378pb respectivamente. Los árboles se enraizaron a la especie Halobacterium 

piscisalsi, puesto que es una bacteria halófila que no se encuentra relacionada con 

las secuencias problema. 
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Figura 20: Árbol filogenético de las secuencias de los animales C5M.  
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Figura 21: Árbol filogenético de las secuencias de los animales C10M. 
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Figura 22: Árbol filogenético de las secuencias de los animales T5M  



 

75 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

Figura 23: Árbol filogenético de las secuencias de los animales T10M  
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De 109 secuencias obtenidas para el análisis filogenético, 8 fueron de baja calidad 

por lo que se descartaron del análisis, en la Figura 24 se muestra el árbol filogenético 

de todas las secuencias obtenidas contraído por  familia. En este análisis se puede 

observar que la familia predominante en las muestras fue lachnospiraceae con un 

64% de las secuencias, seguida por las familias eubacteriaceae con el 16%, 

akkermansiaceae con el 13% y otros clostridiales con 7% de las secuencias a las 

que no fue posible asignar familia. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Se consideró como límite de corte para la asignación de familia un porcentaje de 

similitud mayor al 90% y para la asignación de género se consideró un porcentaje de 

similitud mayor a 96%. Bajo este criterio, se pudo asignar familia a 65 secuencias 

que se muestran en la Figura 25. Del mismo modo, fue posible asignar género a 32 

secuencias, que se pueden observar en la Figura 26 

Figura 24: Árbol filogenético en el que se representan todas las secuencias 
obtenidas, las ramas se encuentran contraídas a nivel de familia. 
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Se encontraron 4 secuencias con un porcentaje de similitud del 100%, todas 

correspondientes a Akkermansia muciniphila  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 25: Distribución de las familias más abundantes en las muestras. 
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En cuanto a las secuencias catalogadas como otros clostridiales, se compararon 

contra la base de datos RDP 16s rRNA training set 14 mediante la herramienta en 

línea RDP Naive Bayesian RRNA Classifier Version 2.10 (Wang y cols., 2007) con un 

umbral de confianza del 80. Se encontró que 5 secuencias tienen un porcentaje de 

similitud mayor al 95% con la familia lachnospiraceae. Debido al análisis anterior y a 

la buena calidad de las secuencias, podemos considerarlas como bacterias no 

cultivables no reportadas anteriormente en la base de datos de NCBI 

 

Figura 26: Distribución de los géneros más abundantes en las muestras. 
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Tabla 6: Análisis de secuencias asignadas como “Otros clostridiales” por  RDP 

Secuencia Asignación taxonómica por RDP 

E3 
Bacteria;100%;Firmicutes;100%;Clostridia;100%;Clostridiales;100%;Lachnospiraceae;100%;Ruminococcus2;21% 

L2 
Bacteria;100%;Firmicutes;100%;Clostridia;98%;Clostridiales;96%;Lachnospiraceae;95%;Ruminococcus2;19% 

N3 
Bacteria;100%;Firmicutes;100%;Clostridia;100%;Clostridiales;100%;Lachnospiraceae;100%;Ruminococcus2;54% 

O6 
Bacteria;100%;Firmicutes;100%;Clostridia;100%;Clostridiales;100%;Lachnospiraceae;98%;Lactonifactor;17% 

O8 
Bacteria;100%;Firmicutes;99%;Clostridia;98%;Clostridiales;98%;Lachnospiraceae;98%;Anaerostipes;41% 
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Para poder diferenciar cuál de las es causante de las diferencias observadas en la MI 

se utilizó un análisis de componente principal (PCA). En la Figura 27 se muestran los 

resultados del PCA, cada punto representa una muestra, no se observan todas las 

muestras porque el programa discrimina las secuencias no clasificadas. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figura 27: Análisis de coordinada principal. Realizado con las 20 muestras pertenecientes a 
los 4 grupos considerando las secuencias clasificadas a nivel de familia. 
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Al comparar las muestras, se observa que las muestras de los animales control se 

encuentran distribuidas a lo largo de la PC2 mientras que las muestras de los 

animales transgénicos se distribuyen a lo largo de PC1 La PC1 (coordinada principal 

1, que explica el 70.6% de la varianza entre las muestras) y agrupa las muestras de 

los animales control. De igual forma en la parte inferior en los valores más negativos 

del PC2 (coordinada principal 2, que explica el 26.2% de la varianza entre las 

muestras) se encuentran las muestras de los animales transgénicos.  
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Discusión  

Hasta la fecha no existe un modelo animal que permita producir y emular la EA 

esporádica por lo cual se decidió utilizar el modelo 3xTg-AD para comenzar 

caracterizar las posibles diferencias en la MI que pudieran estar asociadas a la 

patología de la EA. 

En primer lugar mediante la genotipificación del modelo fue posible corroborar que 

los animales transgénicos (3xTg-AD) eran efectivamente portadores de los genes 

humanos mutados que desencadenan la EA familiar. 

El modelo animal 3xTg-AD produce una acumulación de βA, como se ha reportado 

en la literatura (Oddoy cols., 2003), desde los 5 meses se comienza a observar una 

acumulación mayor a la encontrada en los animales control de la misma edad. De 

igual forma se encontró que los animales C10M presentan una acumulación de 

agregados difusos que se consideran normales durante el proceso de envejecimiento 

y al ser comparados contra el grupo T5M se observa que son muy similares. Cuando 

la enfermedad progresa se ve un aumento en la acumulación de βA. Aunado a esto 

mediante el laberinto de agua de Morris se documentó una diferencia significativa de 

(P<0.006) el desempeño cognitivo de los animales T10M al compararlos con los T5M 

(P<0.02).De esta forma se confirma que el deterioro cognitivo de los animales T10M 

la cual se asocia a la acumulación neuronal de βA. 

El análisis de la MI trata de evidenciar tres posibles diferencias importantes mediante 

comparaciones independientes: la primera determinada por el envejecimiento de los 

animales (jóvenes 5M vs. Seniles 10M), la segunda determinada por el factor 
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genético [controles (C) vs. Transgénicos (T)] y la tercera determinada por el estadio 

de la EA [pre sintomáticos (T5M) vs. Sintomáticos (T10M)] El análisis de los datos de 

MI ha evidenciado que en este modelo una de las principales causas de la 

modificación de la MI es la edad. Tanto en humanos (Yatsunenko y cols., 2012), 

como en modelos murinos (Langille y cols., 2014) se ha reportado que con la edad 

disminuye la diversidad de la MI, haciéndose más  evidente en la diversidad de los 

phylum Firmicutes, como lo reportan Langille y colaboradores (2014): en ratones 

adultos jóvenes, se encuentra una gran cantidad de especies de la familia 

lachnospiraceae misma que disminuye en animales seniles dando paso a un 

aumento en la familia bacteroidaceae. Nuestro análisis filogenético de las secuencias 

de las muestras provenientes de los animales control corrobora esta información, en 

la Figura 20 se puede observar que todas las secuencias obtenidas de los animales 

C5M se relacionan filogenéticamente con bacterias del phylum firmicutes familia 

lachnospiraceae, al compararlas con la Figura 21 se encuentra las secuencias 

encontradas en los C10M también corresponden al phylum firmicutes pero se 

relacionan filogenéticamente con la familia eubacteriaceae.  

En el caso de los animales transgénicos este cambio es menos drástico pero 

también evidente, como se muestra en las Figuras 23 y 24 no se pierde totalmente la 

familia lachnospiraceae que predomina en los T5M, la microbiota en los animales 

T10M sigue dominada por los clostridiales pero la familia más abundante es la 

eubacteriaceae. Por otro lado el análisis de los perfiles de bandeo al comparar los 

animales transgénicos contra los controles no se presenta una diferencia tan 
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evidente como cuando se comparan los animales jóvenes contra los seniles, sin 

importar si se trata de grupos controles o transgénicos. 

En cuanto a la caracterización de la MI por la condición genética de los ratones, se 

encontró que el análisis de los patrones de bandeo no permite identificar una 

diferencia obvia entre los grupos controles y transgénicos. Sin embargo en el análisis 

filogenético de las secuencias obtenidas se encontró un aumento en la cantidad de 

especies del phylum verrucomicrobia en los animales transgénicos. Las secuencias 

de este phylum son las más representativas en los perfiles de bandeo de las 

muestras de los animales transgénicos como se puede observar en la Figura 18. Las 

secuencias O2, O3, O4, O9, O11, N5, N6, S1, S2, S3 y T3 pertenecen a este 

phylum.  

Las especies de verrucomicrobiales en la microbiota intestinal normal representan 

entre el 1 y 2% de las especies encontradas tanto en humanos como en ratones 

(Rajilić-Stojanović. 2007, Smith y cols., 2012), por lo que es de notar que se observe 

un aumento tanto en el número de secuencias en las muestras provenientes de los 

animales transgénicos como en la cantidad de especies del phylum. En la Figura 18, 

se puede observar el aumento en el número de secuencias correspondientes al 

phylum Verrucomicrobia (Akkermansia) en las muestras de los grupos T5M y T10M. 

En cuanto a las especies provenientes del phylum, se determinó que las secuencias 

N6, O11, O3, O2, O4, O9, N5, S3, S2 y T3 corresponden a la especie Akkermansia 

muciniphila. Esto se realizó mediante la comparación de las secuencias con el 

programa MEGA6, se encontró que tienen un porcentaje de similitud mayor al 95% y 

difieren de la secuencia de referencia en menos de 12nt por lo que puede tratarse de 
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distintas copias del operón 16s ribosomal de la bacteria. Por medio de la herramienta 

en línea rrnDB, Base de datos del número de copias del operón ARN ribosomal por 

sus siglas en inglés (Stoddard y cols., 2014), se encontró que para la especie 

Akkermansia miciniphila se han reportado hasta 3 copias diferentes del operón 

ribosomal 16S. 

En cuanto al cambio en las especies bacterianas, existe muy poca información 

acerca del phylum verrucomicrobia tanto de la funcionalidad de estos 

microorganismos en la MI como sobre su relación en los procesos de salud-

enfermedad (Rajilić-Stojanović y cols., 2014). Por lo tanto no se pueden hacer 

inferencias sobre el significado del aumento de este phylum en los animales 

transgénicos y el grupo C10M.  

Después de realizar un análisis de coordinada principal (PCoA), se encontró que la 

que el PC1 explica en mayor medida los cambios en la MI como se muestra en la 

Figura 27. Es de notar como se forman dos grupos bien definidos, el primero con 

tendencia central correspondiente a los controles y el segundo en los valores 

inferiores del PC2 formado por las muestras de los animales transgénicos 

Aunque en la descripción del modelo 3xTg-AD (Oddoy cols., 2003) se analizó la 

expresión de las proteínas APP y Tau en diferentes tejidos y se reportó una 

expresión específica de las mismas en el SNC no se conoce si la fisiología del 

intestino se encuentra modificada. Por lo tanto también se  desconocen los cambios 

que pudieran haber sufrido los nichos ecológicos de los microorganismos que 

conforman MI normal en el tracto gastrointestinal. En este sentido, nuestros datos 

son pioneros en caracterizar la MI en el modelo 3xTg-AD. 
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En cuanto al cambio de la MiI durante el transcurso de la enfermedad [pre 

sintomáticos (T5M) vs. Sintomáticos (T10M)], no fue posible diferenciarla de los 

cambios producidos por la edad. 

Durante el análisis filogenético de las secuencias se seleccionaron bandas con 

distancia de migración similares para poder correlacionar las especies bacterianas 

encontradas con la distancia de migración en el gel. En este sentido al estudiar la 

Figura 19, se observa claramente que la secuencia de las bandas seleccionadas que 

tiene una distancia de migración similar son diferentes y tienden a agruparse por 

ubicación filogenética. Es te evento se ha descrito con anterioridad y es debido a que 

las secuencias se encuentran muy estrechamente relacionadas (Aguirre-Garrido y 

cols., 2012). 

Adicionalmente, durante esta investigación, se encontró que 5 de las secuencias 

obtenidas corresponden a bacterias no cultivables que no han sido reportadas hasta 

la fecha en la base de datos de NCBI. 
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Conclusiones  

Este trabajo se planteó como una primera aproximación a los posibles cambios de la 

MI que pueden producirse en la EA, y ha cumplido con su objetivo general. Bajo el 

enfoque experimental utilizado en este trabajo, fue posible por primera vez identificar 

y caracterizar los cambios en la MI provocados por el modelo murino 3xTg-AD. Sin 

embargo es de reconocer que el nivel de análisis no es lo suficiente mente robusto y 

profundo para poder diferenciar los cambios producidos por la edad de los 

producidos por el curso de la EA. 

Es importante resaltar que al estudio de la microbiota intestinal como factor 

determinante en la aparición de la EA es un tema de frontera y poco investigado. 

Nuestros datos evidencian el aumento de microorganismos correspondientes al 

género akkermansia en las muestras de los animales transgénicos, lo cual podría 

ayudar a dilucidar la teoría propuesta por Zhao y colaboradores (2015) ya que se 

trata de un microorganismo que se adhiere a la capa de moco intestinal por lo que 

podría regular la permeabilidad de la barrera intestinal.  

Por otra parte en ausencia de un modelo animal que imite el desarrollo de la EA 

esporádica se sugiere que para continuar la investigación y tener un mejor 

acercamiento a las condiciones de la enfermedad humana, lo más conveniente sería 

el análisis de muestras fecales o de MI de la parte distal del colon provenientes de 

humanos.  
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Cabe mencionar que es necesario realizar estudios de la fisiología intestinal del 

modelo ya que desconocemos si la adición de genes humanos puede producir la 

modificación de los nichos normales que ocupa la MI en el tracto gastrointestinal. 

Así mismo es necesario complementar estos estudios de la MI con una aproximación 

funcional, puede ser desde un acercamiento de la genómica funcional que permitiría 

no solo distinguir los genes que se expresan en la MI y si no que a su vez podrían 

analizarse los genes que se expresan por parte del huésped. Está  documentado que 

algunas especies bacterianas pueden modificar la expresión de genes humanos 

(Morgan y cols., 2015). Por lo tanto es deseable que en futuras aproximaciones se 

estudie a este llamado” órgano adicional” en conjunción con el resto del organismo. 

De igual forma el enfoque de la metabolómica resultaría interesante y 

complementario ya que aunque las especies microbianas se encuentren modificadas 

no necesariamente significa que las funciones de la microbiota como ecosistema se 

modifique. Es de mencionarse que por presión evolutiva del huésped a los 

microorganismos, se seleccionan positivamente aquellos que tienen funciones 

metabólicas redundantes en comparación con las otras especies en la bacterianas 

con funciones metabólicas diferentes (Ley y cols., 2006). Por otra parte en la teoría 

microbiana de la EA el estudio de los metabolitos bacterianos absorbidos al torrente 

sanguíneo proveería información importante y novedosa acerca de cómo el aumento 

de la permeabilidad intestinal que se produce durante la senectud podría contribuir 

con una influencia sistémica y al mismo tiempo permitiría identificar los metabolitos 

posiblemente neurotóxicos. 
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Aunque los estudios observacionales descriptivos de la MI en procesos de salud y 

enfermedad como el presente, aporten información acerca del cómo se modifican las 

comunidades bacterianas y la posible función estén realizando las especies 

bacterianas, son incapaces de dilucidar si estos cambios son efecto o etiología de las 

enfermedades estudiadas. Por lo tanto, un enfoque transdiciplinar y multifacético es 

necesario para entender a detalle como la MI puede ser modificada para proveernos 

no solo salud si no también opciones profilácticas. 
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Perspectivas  

 

Debido a que se trata de un tema de frontera, hay mucho trabajo por hacer, me 

parece que los estudios que podrían aportar información útil tanto para la ciencia 

básica como para la aplicada de forma inmediata podrían ser los siguientes:  

 

Estudio  Aporte  

Análisis de la MI de pacientes 

afectados por EA esporádicas 

Conocer la firma bacteriana de la enfermedad. 

Esta podría ser utilizada como una herramienta de 

diagnóstico temprano para la EA 

Comparación de la MI de 

pacientes afectados por EA 

esporádicas contra pacientes 

afectados por EA Familiar  

Permitiría determinar si la EA tiene una firma 

general sin importar la etiología de la enfermedad. 

Esto puede aportar información sobre posibles 

blancos terapéuticos en caso de disbiosis. 

Trasplante de MI del modelo 

3xTg-AD a un modelo murino 

libre de gérmenes. 

Información sobre si la microbiota aumenta la 

permeabilidad de tracto GI. 

Estudio del mecanismo de acción de metabolitos 

posiblemente neurotóxicos. 

Suplementación del modelo 

3xTg-AD con bacterias 

probióticas 

Análisis de la modificación de las interacciones de 

la MI propia del modelo por la adición de cepas 

probióticas. 

Estudio del efecto de cepas probióticas en la 

progresión de la enfermedad y tratamiento 

sintomático  
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1. Objetivo  
1.1. Obtener el intestino completo (desde el duodeno hasta la sección proximal del ano) 

de los ratones que formen parte de los protocolos para el estudio de la microbiota 
intestinal  
 

2. Alcance 
2.1. Este protocolo aplica a todos los investigadores y personal involucrados en los 

protocolos para el estudio de la microbiota intestinal del Departamento de Ciencias 
de la Salud en la UAM Lerma y del Laboratorio de Ecología Molecular en la UAM 
Xochimilco. 
 

3. Responsabilidades 
3.1. Es responsabilidad del personal portar el equipo de seguridad básico para 

laboratorio (Bata, lentes de seguridad y guantes) 
3.2. Este procedimiento debe ser realizado por personal con conocimiento sobre el 

manejo y uso de animales de laboratorio  
3.3. Los animales sujetos a este procedimiento deberán ser manipulados conforme a lo 

establecido en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999. 
 

4. Materiales 
4.1. Tubo cónico de 50mL estéril  
4.2. Etanol 97% 
4.3. 10ml Buffer PBS pH7.4 estéril (Ver material de apoyo 7.2) 
4.4. Pentobarbital sódico 1% 
4.5. Jeringa hipodérmica de 1ml con aguja 
4.6. Ratones sujetos a los protocolos de estudio de microbiota intestinal. 
4.7. Contenedor isotérmico con hielo seco (CO2). 

 
5. Equipo  

5.1. 4 Pinzas hemostáticas   
5.2. Tijeras de acero inoxidable  
5.3. Congelador operando a -20°C 

 
6. Procedimiento  

6.1. Sanitizar el material quirúrgico con una torunda empapada en etanol 97% y permitir 
que se seque. 

6.2. Tomar el animal deseado y colocarlo en posición para inyección intraperitoneal. 
6.3. Administrar de forma intraperitoneal una sobredosis de anestésico (0.1ml de 

solución de pentobarbital sódico 1%). 
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6.4. Sujetar al animal mientras “cae” en sedación. 
6.5. Verificar el estado de sedación con un estímulo doloroso (punción en la cola) 

Cuando este confirmado el estado de sedación pasar al siguiente punto, de no ser 
así esperar 10min, verificar el estado de sedación nuevamente, de ser necesario 
regresar al punto 6.2. 

6.6. Sujetar al animal a un área de disección por los miembros anteriores y posteriores 
dejando la parte ventral de la caja torácica expuesta. 

6.7. Mojar con etanol 97% y ayuda de una gasa el vientre del animal 
6.8. Sujetar la piel que cubre la cavidad abdominal a la altura de la última costilla y 

levantarla en un Angulo de 45° 
6.9. Hacer una incisión con las tijeras, en dirección al esternón; esta incisión deberá 

permitir la visualización de las vísceras y la caja torácica. 
6.10. Extender la incisión por los márgenes del esternón y a través de la caja 

torácica sin lacerar los órganos. 
6.11. Colocar pinzas en los pliegues de piel a ambos lados de la cavidad 

abdominal para evitar la contaminación de los órganos con pelo del animal. 
6.12. Identificar el duodeno, se encuentra en la parte más baja de la caja torácica 

(debajo del hígado), colocar una pinza hemostática para proteger el contenido 
intestinal de contaminación y seccionarlo con unas tijeras. Ver la figura 1 en el 
punto 7.1. 

6.13. Identificar la porción más proximal al ano del intestino grueso, se encuentra 
en la parte inferior del animal, debajo de las gónadas y la vejiga, tener especial 
cuidado de no rasgar la vejiga cuando se encuentra llena. Colocar una pinza 
hemostática para proteger el contenido intestinal de contaminación y seccionarlo 
con unas tijeras. Ver la figura 1 en el punto 7.1. 

6.14. Tomar ambas pinzas y retirar el intestino, se debe ser cuidadoso con el 
mesenterio adherido al intestino, es necesario seccionarlo de lado derecho en la 
porción media del animal para evitar desgarrar el intestino. Ver la figura 1 en el 
punto 7.1. 

6.15. Colocar el tejido seccionado en un tubo cónico de 50mL que contenga 10mL 
de buffer PBS estéril y cerrarlo perfectamente de inmediato. 

6.16. En caso de ser necesario el transporte de las muestras a otra ubicación, 
colocar el tubo cónico en un contenedor isotérmico con hielo seco, en caso 
contrario colocar el tuvo en un congelador a -20°C. 

6.17. Repetir el procedimiento con todos los animales previstos para la sesión y 
colocar los tubos cónicos en el congelador o contenedor isotérmico según sea 
necesario. 

6.18. Mantener en congelación a -20°C durante 24h hasta su procesamiento. (Ver 
SOP 2: Preparación de muestra proveniente de tejido intestinal). 
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7. Material de apoyo  

7.1. Figura 1: Localización de los puntos de corte para la disección del intestino de 
modelos murinos para el análisis de la microbiota intestinal.  

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 

 
 
7.2. Preparación de buffer PBS: 

a) Pesar las sales necesarias descritas en la tabla 1. 

Porción distal del 
intestino grueso 

Mesenterio 

Duodeno 
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b) Disolver las sales en el 80% del volumen de agua destilada total. 
c) Mezclar hasta obtener una solución homogénea. 
d) Medir y ajustar pH a 7.4, usar NaOH 10M o HCl 1M según sea necesario. 
e) Aforar a volumen final  
f) Filtrar la solución con una membrana de 0.45µm. 
g) Esterilizar en autoclave 

 
Tabla 1: Tabla de preparación para buffer salino de fosfatos (PBS) 

1X [] final 250mL 500mL 1000mL 

NaCl 138mM 2.015g 4.03g 8.06g 

KCl 3mM 0.055g 0.11g 0.22G 

Na2HPO4 8.1mM 0.2875g 0.575 1.15g 

KH2PO4 1.5Mm 0.05g 0.10g 0.20g 

dH2O - cbp 250mL cbp 500mL cbp 1000mL 

 
 
 

8. Bibliografía  
8.1. Caricilli A.M., Picardi P.K., Abreu L.L., Ueno M., Prada P.O., Ropelle E.R., Massao Hirabara S., 

Castoldi A., Vieira P., Camara N.O.S., Curi R., Carvalheira J.B., Saad M.J.A. (2011)  Gut microbiota 
is a key modulator of insulin resistance in RLR2 knockour mice. PLoS Biology. 9;11:e1001212 

8.2. Costa E., Puhl N.J., Selinger B.L., Inglis D.G. (2009) Characterization of mucosa-associated 
bacterial communities of the mouse intestines by terminal restriction fragment length polymorphism: 
Utility of sampling strategies and methods to reduce single-strained DNA artifacts. Journal of 
Microbilogical Methods. 78:175-180. 
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1. Objetivo  
1.1. Obtener el contenido del tejido intestinal par obtener una muestra homogénea del 

mismo. 
 

2. Alcance 
Este protocolo aplica a todos los investigadores y personal involucrados en los 
protocolos para el estudio de la microbiota intestinal del Departamento de Ciencias 
de la Salud en la UAM Lerma y en el Laboratorio de Ecología Molecular en la UAM 
Xochimilco. 

 
3. Responsabilidades 

3.1. Es responsabilidad del personal portar el equipo de seguridad básico para 
laboratorio (Bata, lentes de seguridad y guantes) 
 

4. Materiales 
4.1. Tejido intestinal seccionado de animales para análisis de microbiota intestinal en 

tubos cónicos de 50mL.  
4.2. Etanol 97% 
4.3. Solución de cloruro de benzalconio al 1% 
4.4. Buffer PBS pH7.4 estéril (Ver punto 7.4) 
4.5. Jeringa hipodérmica de 3ml con aguja 
4.6. Toallas de papel desechables 
4.7. Caja Petri de 90X15mm desechable estéril (una por cada muestra) 
4.8. Puntas para pipeta volumétrica automática de 100-1000µL estériles. 
4.9. Puntas para pipeta volumétrica automática de 100-1000µL recortadas estériles. 

(Ver en punto 7.1) 
4.10. Hielo granizado 
4.11. Tubos para centrifuga de 25mL 
4.12. Tubos para microcentrífuga de 1.7mL 

 
5. Equipo  

5.1. Campana de flujo laminar 
5.2. Ultra congelador operando a -80°C 
5.3. Mezclador de vórtice (vortex) 
5.4. Centrifuga refrigerada de piso con capacidad para operar a 5000rpm, 4°C y rotor 

para tubos de 25mL 
5.5. Pipeta volumétrica automática de 100-1000µL 

 
6. Procedimiento  
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6.1. Descongelar las muestras de tejido que se desee procesar, una vez 
descongeladas deberán permanecer en hielo. 

6.2. Sanitizar los tubos para centrifuga con etanol 97% y permitir que se seque. 
6.3. Sanitizar la campana de flujo laminar (primero con la solución de cloruro de 

benzalconio y después con etanol al 97%)  
6.4. Llevar a la campana de flujo laminar las muestras de tejido a procesar 

descongeladas con un número igual de cajas de Petri desechables y jeringas 
hipodérmicas. 

6.5. Tomar una muestra de tejido y decantarlo en la base de la caja de Petri con todo el 
contenido del tubo cónico de 50mL. 

6.6. Estirar el intestino eliminando el mesenterio. Colocar el tejido desechado en el 
interior de la tapa de la caja de Petri. 

6.7. Separar el intestino delgado del grueso por el íleon Ver punto 7.3. Colocar el tejido 
en un cuadrante de la caja de Petri.  

6.8. Vaciar el contenido del intestino delgado (mucosidad de color rosa o rojo), 
presionando desde un extremo hasta el otro como si se exprimiera un tubo de 
pasta o crema. Colocar la mucosidad en el cuadrante opuesto al tejido del intestino 
grueso ver punto 7.2. En esta mucosidad se encuentra la microbiota intestinal, es 
importante evitar producir excesiva fuerza mecánica sobre ella para prevenir la lisis 
celular hasta la extracción de ADN. 

6.9. Llenar la jeringa con el buffer que se encuentra en la caja de Petri, intentando no 
succionar mucosidad.  

6.10. Colocar la jeringa dentro del intestino delgado vacío, se sugiere hacer una 
punción en uno de los extremos para llenar el tejido de solución y así producir un 
lavado para desprender las bacterias que se adhieren al lumen intestinal. Tener 
cuidado con la aguja, utilizar el bisel de la aguja en dirección del investigador para 
tener visibilidad y control total sobre el movimiento del mismo. 

6.11. Llenar la jeringa de nuevo y realizar un segundo lavado del tejido. 
6.12. Sacar el exceso de solución del tejido de la misma forma que se obtuvo el 

contenido, presionando desde un extremo hasta el otro como si se exprimiera un 
tubo de pasta o crema. 

6.13. Colocar el tejido en la tapa de la caja de Petri. 
6.14. Vaciar el contenido del intestino grueso (mucosidad de color café y pellets 

fecales), presionando desde un extremo hasta el otro como si se exprimiera un 
tubo de pasta o crema. Vaciar primero los pellets y después el resto del contenido, 
de otra forma se puede rasgar el intestino, dificultando el lavado. 

6.15. Llenar la jeringa con el buffer que se encuentra en la caja de Petri, intentando 
no succionar mucosidad.  
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6.16. Colocar la jeringa dentro del intestino grueso vacío, se sugiere hacer una 
punción en uno de los extremos para llenar el tejido de solución y así producir un 
lavado. Poner especial atención al lavado del ciego ya que por su forma es 
necesario voltearlo para que salga todo el contenido. 

6.17. Llenar la jeringa de nuevo y realizar un segundo lavado del tejido. 
6.18. Sacar el exceso de solución del tejido de la misma forma que se obtuvo el 

contenido, presionando desde un extremo hasta el otro como si se exprimiera un 
tubo de pasta o crema. 

6.19. Colocar el tejido en la tapa de la caja de Petri. Y desecharla de forma 
adecuada. 

6.20. Homogeneizar el contenido solido con ayuda de la jeringa. 
6.21. Retirar la aguja de la jeringa y desecharla adecuadamente 
6.22. Vaciar todo el contenido de la caja Petri (homogenado intestinal) en un tubo 

para centrifuga de 25ml previamente rotulado con ayuda de la jeringa. 
6.23. Mantener en hielo el tubo para centrifuga con el contenido intestinal hasta 

que todas las muestras previstas para la sesión hayan sido procesadas. 
6.24. Cambiar los guantes por un par nuevo antes de procesar cada una de las 

muestras 
6.25. Una vez que todas las muestras se encuentren en tubos para centrifuga, 

proceder al tarado de los tubos, en caso de necesitar adicionar peso a algún tubo, 
utilizar buffer PBS estéril, agregarlo con la Pipeta volumétrica automática de 100-
1000µL 

6.26. Centrifugar a 5000rpm a 4°C por 5min  
6.27. Desechar el sobrenadante. 
6.28. Agregar 3mL de buffer PBS estéril a los botones celulares. 
6.29. Mezclar en el vortex hasta homogeneizar. (Mantener en hielo) 
6.30. Alicuotar con ayuda de las puntas para pipeta volumétrica automática de 

100-1000µL recortadas el contenido del tubo de centrifuga de 25mL a 4 tubos para 
microcentrífuga de 1.7mL. 

6.31. Congelar las muestras a -80°C y mantener a esta temperatura hasta la 
extracción de ADN (Ver SOP 3: Extracción de ADN de muestra de contenido 
intestinal) 
 
 

 
 
7. Material de apoyo  

7.1. Puntas recortadas. Se corta la parte que se encuentra en el círculo rojo para 
permitir el paso de solidos 
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7.2. Ejemplo de caja Petri. En el cuadrante 1 se coloca el tejido y en el cuadrante 3 se 
coloca el contenido intestinal. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

1 2 

3

 

4 
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7.3. Localización del íleon, punto de corte para separar el intestino grueso del delgado 

para la extracción de contenido intestinal. 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

7.4. Preparación de buffer PBS: 
h) Pesar las sales necesarias descritas en la tabla 1. 
i) Disolver las sales en el 80% del volumen de agua destilada total. 
j) Mezclar hasta obtener una solución homogénea. 
k) Medir y ajustar pH a 7.4, usar NaOH 10M o HCl 1M según sea necesario. 
l) Aforar a volumen final  
m) Filtrar la solución con una membrana de 0.45µm. 
n) Esterilizar en autoclave 

 
 
Tabla 1: Tabla de preparación para buffer salino de fosfatos (PBS) 

1X [] final 250mL 500mL 1000mL 

NaCl 138mM 2.015g 4.03g 8.06g 

KCl 3mM 0.055g 0.11g 0.22G 

Na2HPO4 8.1mM 0.2875g 0.575 1.15g 

KH2PO4 1.5Mm 0.05g 0.10g 0.20g 

dH2O - cbp 250mL cbp 500mL cbp 1000mL 

 
 
8. Bibliografía  

8.1. Bravo-Ruiseco G., 2014 Preparación de muestra de contenido intestinal. 
Laboratorio de Ecología Molecular (Técnicas). UAM Xochimilco 
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1. Objetivo  
1.1. Obtener ADN de muestras de contenido intestinal para posterior análisis 

 
2. Alcance 

2.1. Este procedimiento aplica a todas las muestras de contenido intestinal que requiera 
extracción de ADN 

 
3. Responsabilidades 

3.1. Es responsabilidad del personal portar el equipo de seguridad básico para 
laboratorio (Bata, lentes de seguridad y guantes) 

 
4. Materiales 

4.1. Kit de extracción de ADN QIAmp DNA Stool Mini Kit (Ver punto 7.1) 
4.2. Etanol 97% 
4.3. Tubos para microcentrífuga 2mL 
4.4. Puntas para pipeta volumétrica automática de100-1000μl cortadas estériles.(Ver 

punto 7.3) 
4.5. Puntas para pipeta volumétrica automática de100-1000μl estériles. 
4.6. Puntas para pipeta volumétrica automática de20-200μl estériles 
4.7. Hielo o rack frio (4-0ºC) 

 
5. Equipo  

5.1. Pipeta volumétrica automática de 100-1000μl 
5.2. Pipeta volumétrica automática de 20-200μl 
5.3. Microcentrifuga capaz de operar a 14000rpm 
5.4. Baño de agua o seco capaz de operar a 70ºC 
5.5. Mezclador de vórtice (vortex) 

 
6. Procedimiento  

6.1. El kit consiste de lo siguiente: 
6.1.1. Buffer ASL 
6.1.2. Buffer AL 
6.1.3. Buffer AW1 (requiere adicción de etanol 97%) 
6.1.4. Buffer AW2 (requiere adicción de etanol 97%) 
6.1.5. Buffer AE 
6.1.6. Solución de proteinasa K  
6.1.7. Tabletas inhibidoras  
6.1.8. Columnas mini spin. 
6.1.9. Tubos colectores 
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6.2. Descongelar muestras. Siempre mantener en hielo después de descongeladas. 
Después de usar congelar a -80ºC 

6.3. Homogeneizar la muestra en vortex (30sec) 
6.4. Con ayuda de una puna cortada tomar 200μl de muestra en un tubo para 

microcentrífuga de 2mL 
6.5. Adicionar 1.6mL de buffer ASL. 
6.6. Homogenizar por vortex (1min) 
6.7. Incubar a 70ºC por 5 min. 
6.8. Centrifugar a 14000rpm (1min). Descartar el pellet. 
6.9. Transferir 1.4mL de sobrenadante a otro tubo para microcentrífuga de 2mL 
6.10. Adicionar una tableta inhibidora por tubo. 
6.11. Homogeneizar por vortex (tiempo necesario para lograr una mezcla 

homogénea) 
6.12. Incubar la solución por 1min a temperatura ambiente. 
6.13. Centrifugar a 14000rpm (6 min). Descartar el pellet. 
6.14. Transferir 600μl de sobrenadante a otro tubo para microcentrífuga de 2mL. El 

pellet es muy suave, es necesario ser rápido con la transferencia para evitar los 
sólidos. 
Adicionar al mismo tubo a donde se transfirió el sobrenadante: 

6.14.1. 600μl de buffer AL 
6.14.2. 25μl de solución de proteinasa K 

6.15. Incubar a 70ºC por 10min 
6.16. Remover del calor y adicionar 600μl de etanol 97% 
6.17. Centrifugar a 14000rpm por 30seg para homogeneizar. A esta solución se le 

da el nombre de Lisado. 
6.18. Tomar 600μl de lisado en una columna minispin. Tener cuidado de no 

derramar el lisado por las paredes exteriores de la columna para prevenir la 
contaminación de la muestra. 

6.19. Centrifugar a 14000rpm (1min). Descartar el tubo colector con la solución. 
6.20. Clocar la columna en otro tubo colector y adicionar 600μl de lisado. 
6.21. Centrifugar a 14000rpm (1min). Descartar el tubo colector con la solución. 
6.22. Clocar la columna en otro tubo colector y adicionar la porción restante de 

lisado (±600μl). 
6.23. Centrifugar a 14000rpm (1min). Descartar el tubo colector con la solución. 
6.24. Clocar la columna en otro tubo colector y adicionar 500μl de buffer AW1. 
6.25. Centrifugar a 14000rpm (1min). Descartar el tubo colector con la solución. 
6.26. Clocar la columna en otro tubo colector y adicionar 500μl de buffer AW2. Esta 

solución puede causar interferencia en aplicaciones subsecuentes. 
6.27. Centrifugar a 14000rpm (1min). Descartar el tubo colector con la solución. 
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6.28. Colocar un nuevo tubo colector y centrifugar a 14000rpm (3min). Descartar el 
tubo colector con la solución. 

6.29. Colocar la columna en un tubo para microcentrífuga de 1.7mL y adicionar 
150μl de buffer AE. Cerrar la tapa e incubar por una hora a temperatura ambiente. 

6.30. Centrifugar a 14000rpm (1min). Descartar la columna. 
6.31. Transferir alícuotas de 50μl de AND a un tubos de microcentrífuga de 1.7mL 

y almacenar a -80ºC. 
6.32. Se recomienda almacenar dos alícuotas a -80ºC y utilizar una para el trabajo 

de rutina. 
6.33. Verificar la extracción de ADN en un gel de agarosa al 1% (ver punto 7.2) 

 
7. Material de apoyo  

7.1. Kit Para extracción de ADN 
En la siguiente dirección se puede encontrar la información completa del producto: 

 http://www.qiagen.com/products/catalog/sample-technologies/dna-sample-
technologies/genomic-dna/qiaamp-dna-stool-mini-kit 
 

7.2. Gel de agarosa al 1% 
En la imagen se muestra un ejemplo de la extracción de ADN con el kit QUAmp 
DNA  
Stool Mini Kit.  
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7.3. Puntas recortadas. Se corta la parte que se encuentra en el círculo rojo para 
permitir el paso de solidos 
 
 

 
8. Bibliografía 

8.1. QIAGEN, 2001 QIAamp DNA Stoll Mini Kit Handbook  
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1. Objetivo  
1.1. Preparar amplicones por PCR de la región V6-V8 del gen16s rARN que puedan ser 

utilizadas para su análisis por DGGE. 
 

2. Alcance 
2.1. Este protocolo aplica a todos los investigadores y personal involucrados en los 

protocolos para el estudio de la microbiota intestinal del Departamento de Ciencias 
de la Salud en la UAM Lerma y del Laboratorio de Ecología Molecular en la UAM 
Xochimilco. 

 
3. Responsabilidades 

3.1. Es responsabilidad del personal portar el equipo de seguridad básico para 
laboratorio (Bata y guantes) 

 
4. Materiales 

4.1. Tubos de microcentrífuga de 0.2mL 
4.2. Tubos de microcentrífuga de1.5mL 
4.3. Puntas para pipeta volumétrica automática de100-1000μl estériles. 
4.4. Puntas para pipeta volumétrica automática de20-200μl estériles. 
4.5. Puntas para pipeta volumétrica automática de 1-10μl estériles.  
4.6. Taq polimerasa Axygen  
4.7. Buffer para taq polimerasa 10X Axygen 
4.8. Solución de cloruro de magnesio 25mM Axygen 
4.9. dNTP’s 100mM 
4.10. Alícuota de 2ml de agua ultrapura estéril  
4.11. Primer 1401r 
4.12. Primer 968GCf 
4.13. Hielo o rack para tubos de 0.2ml frio (4-0ºC) 

 
5. Equipo  

5.1. Pipeta volumétrica automática de 100-1000μl 
5.2. Pipeta volumétrica automática de 20-200μl 
5.3. Pipeta volumétrica automática de 1-10μl 
5.4. Microcentrífuga con cabezal para tubos de microcentrífuga de 0.2ml 
5.5. Termociclador punto final  
5.6. Campana para PCR 

 
 

6. Procedimiento  
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6.1. Colocar las cajas de puntas, los tubos de microcentrífuga de 0.2ml y las pipetas 
automáticas dentro de la campana para PCR y prender la luz UV  por 15min para 
sanitizar el material. 

6.2. Descongelar los reactivos para PCR. 
6.2.1. Buffer para taq polimerasa 10X 
6.2.2. Solución de cloruro de magnesio 25mM 
6.2.3. dNTP’s 100mM 
6.2.4. Agua ultrapura  
6.2.5. Primer 1401r 
6.2.6. Primer 968GCf 
6.2.7. Muestras  

6.3. Mantener las muestras y los reactivos para PCR a una temperatura de 4 a 0°C en 
todo momento. 

6.4. Preparación de la mezcla  de reacción.  
6.4.1. En la tabla 1 se describe la cantidad de reactivos necesaria para una 

reacción de PCR, es necesario multiplicarla por el total de reacciones a 
preparar. De la misma forma es necesario agregar 2 reacciones a cada corrida 
de PCR, una para el control positivo a la que se le agregaran 50ng de DNA 
genómico de la bacteria E. coli y una para el control negativo al que se le 
agregara 1μl de agua ultrapura . 

6.4.2. Adicionar a un tubo de microcentrífuga de 1.5ml los reactivos para la mezcla 
de reacción en orden consecutivo. 

 
Tabla 1: Mezcla de reacción para la PCR de la región V6-V8 para DGGE 

Reactivo Concentración final Cantidad (μl) 

Agua ultrapura  N.A. 16.75 

Buffer 1X 2.5 

Cloruro de magnesio 2mM 2 

dNTP’s 50mM 0.5 

Primer 968GCf 1pM 1 

Primer 1401r 1pM 1 

Taq polimerasa 1 U 0.2 

ADN molde 100ng 1 

Volumen final   25 

 
6.5. Homogeneizar la mezcla de reacción por inversión del tubo. 
6.6. Centrifugar por 10 segundos a 1000rpm para mover el contenido del tubo al fondo 

del mismo. 
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6.7. Colocar el total de tubos de microcentrífuga de 0.2ml a usar en una gradilla y 
adicionar a cada uno 24μl de la mezcla de reacción. 

6.8. Rotular los tubos para microcentrífuga de 0.2ml. 
6.9. Colocar 1μl de muestra a cada tubo. 
6.10. Centrifugar 10 segundos a 1000rpm para mover el contenido del tubo al 

fondo del mismo.  
6.11. Colocar en el termociclador y utilizar las condiciones de PCR que se muestra 

en la tabla 2. 
6.12. Una vez terminada la PCR, realizar un gel de agarosa al 1% para verificar la 

amplificación de la muestra. (Ver punto 7.1) 
6.13. Almacenar los amplicones de 4-0°C hasta su uso para DGGE. 

 
 

 
Tabla 2: Condiciones de PCR para obtener los amplicones V6-V8 para DGGE  

Paso Tiempo (min:seg) Temperatura (°C) 

Desnaturalización 
inicial 

5:00 94 

Desnaturalización 0:30 94 

Alineación 0:30 57 

Elongación 0:40 72 

Elongación final 7:00 72 

 
 
7. Material de apoyo  

7.1. Gel de agarosa al 1% 
En la imagen se muestra un ejemplo de amplicones de la región V6-V8 del gen 16s 
rARN (~450pb), en el carril de extrema izquierda es marcador de peso molecular 
100pb Axygen.  
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

500pb 
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8. Bibliografía 
8.1. http://www.fisherbiotec.com.au/media/axygenbio_nucleotides.pdf  
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1. Objetivo  
1.1. Realizar geles con gradiente de desnaturalizante (DGGE) para el análisis de las 

comunidades microbianas de la microbiota intestinal de modelos murinos. 
 

2. Alcance 
2.1. Este protocolo aplica a todos los investigadores y personal involucrados en los 

protocolos para el estudio de la microbiota intestinal del Departamento de Ciencias 
de la Salud en la UAM Lerma y del Laboratorio de Ecología Molecular en la UAM 
Xochimilco. 

 
3. Responsabilidades 

3.1. Es responsabilidad del personal portar el equipo de seguridad básico para 
laboratorio (Bata y guantes) 

 
4. Materiales 

4.1. Puntas capilares para cargado de geles de 200μl 
4.2. GelBond® (Lonza Group, Basel, Suiza). 
4.3. Soluciones para DGGE 

4.3.1. Solución 0% desnaturalizante (Ver punto 7.1) 
4.3.2. Solución 100% desnaturalizante (Ver punto 7.2) 
4.3.3. Buffer TAE 1X 8 litros (Ver punto 7.3) 

4.3.4. TEMED (N,N,N',N'-tetramethylethylenediamine)  
4.3.5. Persulfato de amonio (APS) 10% (Ver punto 7.4) 

4.4. Buffer de carga (Ver punto 7.5) 
4.5. Soluciones para tinción del gel  

4.5.1. Solución de fijado (Ver punto 7.6) 
4.5.2. Solución de teñido (Ver punto 7.7) 
4.5.3. Solución de revelado (Ver punto 7.8) 
4.5.4. Matraz Erlenmeyer de 1000mL 
4.5.5. 20g de cloruro de sodio.  
 

5. Equipo  
5.1. DCodeTM Universal Mutation Detection System (Bio-Rad® Laboratories, Hercules, 

CA).Ver punto 7.9 
5.1.1. Tanque  
5.1.2. Módulo de control de temperatura  
5.1.3. Núcleo  
5.1.4. Sándwich del gel  
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5.1.4.1. Vidrio de 16x16cm 
5.1.4.2. Vidrio de 16x14cm 
5.1.4.3. 2 Separadores de 1mm 
5.1.4.4. 2 abrazaderas  

5.1.5. Soporte para polimerización del gel  
5.2. Fuente de poder  
5.3. Formador de gradiente  
5.4. Bomba peristáltica con tubería  
5.5. Plato de agitación magnética  
5.6. Agitador Rocker 
5.7. Charolas de acero inoxidable 

 
6. Procedimiento  

6.1. Preparación del gel. 
6.1.1. Calentar la solución 100% desnaturalizante a no más de 50°C hasta que se 

disuelvan los cristales de urea. 
6.1.2. Limpiar con agua destilada y desengrasar con alcohol las partes del 

sándwich del gel. 
6.1.3. Sobre el vidrio de 16x16cm colocar una hoja de Gelbond, con la cara 

hidrofóbica hacia el vidrio y la hidrofílica libre para adherirse al gel. 
6.1.4. Ajustar la separación de los vidrios con la tarjeta separadora y ajustar las 

abrazaderas como se muestra en la figura1. 
 
 
 
 
 

 
 
 
 
 
 

 
 

 
 
 

Figura 1: Preparación del sándwich del gel  
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6.1.5. Poner una capa de vaselina en la almohadilla del soporte de polimerización y 
ajustar el sándwich del gel, de forma que no se produzcan fugas durante el 
vertido del gel. 

6.1.6. Montar el formador de gradiente acoplado a la bomba peristáltica a 10cm del 
soporte de polimerización. 

6.1.7. Preparar la solución alta, baja y cero como se describe en la tabla 1 sin 
adicionar el APS. 

6.1.8. Para el análisis de las comunidades bacterianas de las muestras murinas de 
intestino completo, el gradiente bajo es 30% y el alto es 60% 

6.1.9. Asegurarse de que las válvulas del formador de gradiente se encuentren 
cerradas. Adicionar el APS a la solución baja y alta, mezclar bien y colocar las 
en el formador de gradiente. De lado derecho se colocara la solución alta y de 
lado izquierdo la baja. 

6.1.10. Colocar la manguera proveniente de la bomba peristáltica en el centro 
del sándwich del gel con el bisel de la aguja apuntando hacia el exterior, como 
se muestra en la figura 2. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

6.1.11. Accionar la bomba peristáltica a una velocidad de 30rpm, y abrir la 
válvula de la solución alta. Después de 10 segundos abrir la válvula de la 
solución baja. Permitir que el contenido del formador de gradiente se vierta en 
el sándwich del gel.  

6.1.12. Lavar el formador de gradiente y la tubería de la bomba con dos 
lavados de agua destilada y secar. 

6.1.13. Agregar el APS a la solución cero. Colocarlo en el formador de 
gradiente y abrir la válvula para permitir el paso de la solución. 

Figura 2: Montaje para vertido de gel con bomba peristáltica  
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6.1.14. Una vez vertida toda la solución, colocar el peine en el gel de forma tal 
que no se modifique el gradiente formado y con cuidado de no desprender el 
Gelbond. 

6.1.15. Lavar el formador de gradiente y la tubería de la bomba con dos 
lavados de agua destilada y secar. 

6.1.16. Cubrir el gel del sol con paños limpios y permitir que polimerice. 
Aproximadamente una hora  

6.2. Llenar el tanque con 7 litros de TAE 1X, o hasta la marca de llenado y precalentar 
el buffer a 65°C. Esto tarda aproximadamente 1hora. 

6.3. Una vez que el gel este polimerizado, retirar del soporte de polimerización y 
colocar el gel en el núcleo con el vidrio de 16x14cm hacia adentro del mismo.  

6.4. Colocar como contrapeso en el lado libre del núcleo un par de vidrios sin 
separadores.  

6.5. Colocar el núcleo dentro del tanque de electroforesis. 
6.6. Preparar las muestras con buffer de carga a razón de 1µl de buffer de carga por 

cada 5µl de muestra.  
6.7. Centrifugar a 1000rpm por 10 segundos para permitir que el contenido de los tubos 

se junte en el fondo. 
6.8. Cargar el gel con las puntas capilares para cargado de geles de 200μl. 

6.8.1. Colocar a los flancos y el centro del gel marcador de peso molecular para 
poder estandarizar el gel en caso de ser necesario. 

6.9. Colocar el controlador de temperatura y ajustar la temperatura a 65°C. 
6.10. Conectar el controlador de temperatura a la fuente de poder y correr a 110v 

por 5 minutos. 
6.11. Correr el gel a 85v por 960minutos  
6.12. Sacar del tanque y permitir que el gel se enfríe por 10min antes de retirarlo 

de los vidrios. 
6.13. Tomar siempre el gel por las orillas del Gelbond evitando tocar a matriz del 

gel.  
6.14. Tinción del gel. 

6.14.1. Enjuagar la charola marcada como “fijado” con 30ml de la solución de 
fijado y desechar la solución.  

6.14.2. Colocar la charola en el agitador rocker a 26rpm. 
6.14.3. Sumergir el gel en la solución de fijado por 3 minutos, almacenar la 

solución en un matraz. 
6.14.4. Poner en la charola la solución de teñido y sumergir el gel por 10 

minutos. 
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6.14.5. Desechar la solución de tinción en un matraz con 20g de cloruro de 
sodio (matraz de desechos). 

6.14.6. Lavar el gel 3 veces con 120ml de agua ultrapura por 2minutos  
6.14.7. Enjuagar la charola marcada como “revelado” con 30ml de la solución 

de revelado y desechar la. 
6.14.8. Poner en la charola la solución de teñido y sumergir el gel por no más 

de 45 minutos. En este paso hay que vigilar el gel hasta obtener la resolución 
de las bandas deseadas para detener el proceso de revelado.  

6.14.9. Desechar la solución de revelado  
6.14.10. Lavar el gel 2 veces con 120ml de agua ultrapura por 2minutos 
6.14.11. Sumergir el gel en la solución de fijado por 5 minutos 
6.14.12. Lavar el gel con 120ml de agua ultrapura por 2minutos 
6.14.13.  

6.15. Colocar papel celofán sobre el gel y digitalizar la imagen del mismo con u 
escáner de doble haz. 

6.16. Cortar las bandas deseadas del gel y colocarlas en tubos de microcentrífuga 
de 1.5ml. 

6.17. Mantener las bandas en refrigeración hasta su procesamiento. 
 

7. Material de apoyo  
7.1. Solución 0% desnaturalizante (250mL) 

7.1.1. 50mL de solución de acrilamida-bisacrilamida (37.5:1) al 40% 
7.1.2. 2.5mL de TAE 50X 
7.1.3. 5mL de glicerol 
7.1.4. Aforar a volumen con agua ultrapura  

7.2. Solución 100% desnaturalizante (250mL) 
7.2.1. 50mL de solución de acrilamida-bisacrilamida (37.5:1) al 40% 
7.2.2. 2.5mL de TAE 50X 
7.2.3. 5mL de glicerol 
7.2.4. 105.4g de urea 
7.2.5. 100mL de formamida 
7.2.6. Aforar a volumen con agua ultrapura  

7.3. Buffer TAE 1X  
7.3.1. Para un litro de TAE 50X: 242g Tris base, 57.1mL de ácido acético glacial, 

100mL de EDTA 0.5M (pH8), ajustar a volumen con agua destilada. 
7.3.2. Para un litro de TAE 1X, medir 20mL de TAE 50X y llevar a volumen con 

agua destilada.  
7.4. Persulfato de amonio (APS) 10% 
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7.4.1. Preparar una solución al 10% de persulfato de amonio en agua ultrapura, 
hacer alícuotas de 500µl. 

7.5. Buffer de carga  
7.5.1. 0.05% azul de bromofenol, 40% sucrosa, 0.5% SDS, preparar en solución de 

EDTA 0.1M (pH8). 
7.6. Solución de fijado. 

7.6.1. Solución de Carlos 8X (250mL): 200mL de etanol 96%, 10mL de ácido 
acético, llevar a volumen con agua ultrapura. 

7.6.2. La solución de fijado 1X se prepara con 25mL de solución de Carlos 8X, 
llevar a volumen de 200ml con agua ultrapura.  

7.7. Solución de teñido. 
7.7.1. 0.4g de nitrato de plata diluido en 25mL de solución de Carlos 8X, llevar a 

volumen de 200ml con agua ultrapura 
7.8. Solución de revelado 

7.8.1. 10mg de borohidruro de sodio (NaBH4) diluido en una solución de hidróxido 
de sodio al 1.5%. 

7.8.2. Agregar 750µl de formaldehido. 
7.9. Tabla 1: Gradientes para DGGE 

 
Tabla 1: Gradientes para DGGE 

Gradiente 
% 

Solución 
0% (ml) 

Solución 
100% (ml) 

Volumen 
final (ml) 

TEMED 
(µl) 

APS 10% 
(µl) 

0 6 - 6 6 24 

30 8.40 3.60 12 12 38 

32 8.16 3.84 12 12 38 

34 7.92 4.08 12 12 38 

36 7.68 4.32 12 12 38 

38 7.44 4.56 12 12 38 

40 7.20 4.80 12 12 38 

42 6.96 5.04 12 12 38 

44 6.72 5.28 12 12 38 

46 6.48 5.52 12 12 38 

48 6.24 5.76 12 12 38 

50 6.00 6.00 12 12 38 

52 5.76 6.24 12 12 38 

54 5.52 6.48 12 12 38 

56 5.28 6.72 12 12 38 

58 5.04 6.96 12 12 38 
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60 4.80 7.20 12 12 38 

 
 

8. Bibliografía 
8.1. Muyzer, G. and K. Smalla. 1998. Application of denaturing gradient gel 

electrophoresis (DGGE) and temperature gradient gel electrophoresis (TGGE) in 
microbial ecology. Antonie van Leeuwenhoek 73:127-141. 

8.2. Aguirre-Garrido, J. F. (2005). Seguimiento de la comunidad bacteriana en suelos 
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1. Objetivo  
1.1. Recuperar el ADN de las bandas escindidas de los geles de DGGE para su 

posterior análisis.  
 

2. Alcance 
2.1. Este protocolo aplica a todos los investigadores y personal involucrados en los 

protocolos para el estudio de la microbiota intestinal del Departamento de Ciencias 
de la Salud en la UAM Lerma y del Laboratorio de Ecología Molecular en la UAM 
Xochimilco. 
 
 

3. Responsabilidades 
3.1. Es responsabilidad del personal portar el equipo de seguridad básico para 

laboratorio (Bata y guantes) 
 
 
 

4. Materiales 
4.1. Tubo de microcentrífuga con las bandas cortadas de los geles de DGGE. 
4.2. Buffer de elusión (Ver puto 7.1) 
4.3. Puntas para pipeta volumétrica automática de 20-200μl estériles. 

 
 

5. Equipo  
5.1. 4 Baño seco con capacidad de operar a 94°C 
5.2. Refrigerador 
5.3. Pipeta volumétrica automática de 20-200μl 
5.4.  

 
 

6. Procedimiento  
6.1. Adicionar a cada banda 50μl de buffer de elución. 
6.2. Calentar a 95°C en un baño seco por 15 minutos, cerciorarse de que las tapas 

están bien aseguradas para evitar la evaporación de la muestra. 
6.3. Tomar el sobrenadante y pasarlo a otro tubo de microcentrífuga de 1.5ml. 
6.4. Utilizar esta solución como ADN molde para la amplificación de la muestra. 
6.5. Mantener las muestras en refrigeración. 
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7. Material de apoyo  
7.1. Buffer de elusión.  

   10mM   Tris-HCL 
50mM   Cloruro de potasio  
1.5mM  Cloruro de magnesio  
0.1%    Triton X 100 

 
 
8. Bibliografía  

8.1. Kušar, D. y G. Avguštin (2012). "Optimization of the DGGE band identification 
method." Folia Microbiologica 57(4): 301-306. 
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1. Objetivo  
1.1. Obtener amplicones de las secuencias obtenidas de las bandas cortadas de DGGE 

para su posterior secuenciación.  
 

2. Alcance 
2.1. Este protocolo aplica a todos los investigadores y personal involucrados en los 

protocolos para el estudio de la microbiota intestinal del Departamento de Ciencias 
de la Salud en la UAM Lerma y del Laboratorio de Ecología Molecular en la UAM 
Xochimilco. 
 

3. Responsabilidades 
3.1. Es responsabilidad del personal portar el equipo de seguridad básico para 

laboratorio (Bata y guantes) 
 

4. Materiales 
4.1. Tubos de microcentrífuga de 0.2mL 
4.2. Tubos de microcentrífuga de1.5mL 
4.3. Puntas para pipeta volumétrica automática de100-1000μl estériles. 
4.4. Puntas para pipeta volumétrica automática de20-200μl estériles. 
4.5. Puntas para pipeta volumétrica automática de 1-10μl estériles.  
4.6. Taq polimerasa Axygen  
4.7. Buffer para taq polimerasa 10X Axygen 
4.8. Solución de cloruro de magnesio 25mM Axygen 
4.9. dNTP’s 100mM 
4.10. Alícuota de 2ml de agua ultrapura estéril  
4.11. Primer 1401r 
4.12. Primer 968f 
4.13. Hielo o rack para tubos de 0.2ml frio (4-0ºC) 
4.14.  

 
5. Equipo  

5.1. Pipeta volumétrica automática de 100-1000μl 
5.2. Pipeta volumétrica automática de 20-200μl 
5.3. Pipeta volumétrica automática de 1-10μl 
5.4. Microcentrífuga con cabezal para tubos de microcentrífuga de 0.2ml 
5.5. Termociclador punto final  
5.6. Campana para PCR 
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6. Procedimiento  
6.1. S Colocar las cajas de puntas, los tubos de microcentrífuga de 0.2ml y las pipetas 

automáticas dentro de la campana para PCR y prender la luz UV  por 15min para 
sanitizar el material. 

6.2. Descongelar los reactivos para PCR. 
6.2.1. Buffer para taq polimerasa 10X 
6.2.2. Solución de cloruro de magnesio 25mM 
6.2.3. dNTP’s 100mM 
6.2.4. Agua ultrapura  
6.2.5. Primer 1401r 
6.2.6. Primer 968f 
6.2.7. Muestras  

6.3. Mantener las muestras y los reactivos para PCR a una temperatura de 4 a 0°C en 
todo momento. 

6.4. Preparación de la mezcla  de reacción.  
6.4.1. En la tabla 1 se describe la cantidad de reactivos necesaria para una 

reacción de PCR, es necesario multiplicarla por el total de reacciones a 
preparar. De la misma forma es necesario agregar 2 reacciones a cada corrida 
de PCR, una para el control positivo a la que se le agregaran 50ng de DNA 
genómico de la bacteria E. coli y una para el control negativo al que se le 
agregara 1μl de agua ultrapura . 

6.4.2. Adicionar a un tubo de microcentrífuga de 1.5ml los reactivos para la mezcla 
de reacción en orden consecutivo. 

 
Tabla 1: Mezcla de reacción para la PCR de la región V6-V8 para DGGE 

Reactivo Concentración final Cantidad (μl) 

Agua ultrapura  N.A. 34.8 

Buffer 1X 5 

Cloruro de magnesio 2mM 4 

dNTP’s 50mM 1 

Primer 968GCf 1pM 2 

Primer 1401r 1pM 2 

Taq polimerasa 1 U 0.2 

ADN molde 100ng 1 

Volumen final   50 

 
6.5. Homogeneizar la mezcla de reacción por inversión del tubo. 
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6.6. Centrifugar por 10 segundos a 1000rpm para mover el contenido del tubo al fondo 
del mismo. 

6.7. Colocar el total de tubos de microcentrífuga de 0.2ml a usar en una gradilla y 
adicionar a cada uno 49μl de la mezcla de reacción. 

6.8. Rotular los tubos para microcentrífuga de 0.2ml. 
6.9. Colocar 1μl de muestra a cada tubo. 
6.10. Centrifugar 10 segundos a 1000rpm para mover el contenido del tubo al 

fondo del mismo.  
6.11. Colocar en el termociclador y utilizar las condiciones de PCR que se muestra 

en la tabla 2. 
6.12. Una vez terminada la PCR, realizar un gel de agarosa al 1% para verificar la 

amplificación de la muestra. (Ver punto 7.1) 
6.13. Realizar 3 reacciones de PCR de 50μl por cada muestra para tener la 

cantidad suficiente de AND para realizar la secuenciación. 
6.14. Almacenar los amplicones de 4-0°C hasta su uso para DGGE. 

 
 
 
 

Tabla 2: Condiciones de PCR para obtener los amplicones V6-V8 para DGGE  

Paso Tiempo (min:seg) Temperatura (°C) 

Desnaturalización 
inicial 

5:00 94 

Desnaturalización 0:60 94 

Alineación 0:60 57 

Elongación 0:70 72 

Elongación final 7:00 72 

 
 
7. Material de apoyo  

7.1. Gel de agarosa al 1% 
En la imagen se muestra un ejemplo de amplicones de la región V6-V8 del gen 16s 
rARN (~450pb), en el carril de extrema izquierda es marcador de peso molecular 
100pb axygen.  
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8. Bibliografía 
8.1. http://www.fisherbiotec.com.au/media/axygenbio_nucleotides.pdf  
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Anexo 8
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1. Objetivo  
1.1. Preparar las muestras para el proceso de secuenciación por el método de Sanger. 

 
2. Alcance 

2.1. Este protocolo aplica a todos los investigadores y personal involucrados en los 
protocolos para el estudio de la microbiota intestinal del Departamento de Ciencias 
de la Salud en la UAM Lerma y del Laboratorio de Ecología Molecular en la UAM 
Xochimilco. 
 

3. Responsabilidades 
3.1. Es responsabilidad del personal portar el equipo de seguridad básico para 

laboratorio (Bata y guantes) 
 

4. Materiales 
4.1. Tubo de microcentrífuga de 1.5ml 
4.2. Kit Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System 

4.2.1. Mini columnas  
4.2.2. Tubos de recolección  
4.2.3. Solución de lavado de membrana 
4.2.4. Solución de unión a membrana  
4.2.5. Agua libre de nucleasas 

4.3. Puntas para pipeta volumétrica automática de 100-1000μl   
4.4. Puntas para pipeta volumétrica automática de 20-200μl 

 
5. Equipo  

5.1. Pipeta volumétrica automática de 100-1000μl 
5.2. Pipeta volumétrica automática de 20-200μl 
5.3. Microcentrífuga capaz de operar a 14000rpm 

 
6. Procedimiento  

6.1. En un tubo de microcentrífuga de 1.5ml hacer un pul de las tres reacciones de PCR 
de 50μl de cada una de las muestras.  

6.2. Agregar un volumen igual al de la muestra de solución de unión a membrana (si 
son 150μl de muestra, agregar 150μl de solución para un volumen final de 300μl). 

6.3. Colocar una mini columna en un tubo de recolección. 
6.4. Poner la muestra en la mini columna e incubar por 10minutos. 
6.5. Centrifugar por 1 minuto a 14 000rpm. 
6.6. Descartar el líquido del tubo de recolección y colocar de nuevo la mini columna  
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6.7. Adicionar 700μl de solución de lavado de membrana 
6.8. Centrifugar por 1 minuto a 14 000rpm. 
6.9. Descartar el líquido del tubo de recolección y colocar de nuevo la mini columna  
6.10. Adicionar 500μl de solución de lavado de membrana 
6.11. Centrifugar por 1 minuto a 14 000rpm. 
6.12. Descartar el líquido del tubo de recolección y colocar de nuevo 
6.13. Centrifugar por 2 minutos a 14 000rpm para retirar el líquido restante. 
6.14. Transferir la mini columna a un tubo de microcentrífuga de 1.5ml limpio. 
6.15. Dejar secar la mini columna  temperatura ambiente por 10 minutos para 

permitir que el etanol se evapore. 
6.16. Agregar a la membrana 50μl de agua libre de nucleasas y dejar incubar por 

10 minutos.  
6.17. Centrifugar por 1 minuto a 14 000rpm. 
6.18. Desechar la mini columna. 
6.19. Realizar un gel de agarosa al 1.5% para la cuantificación del ADN. (ver punto 

7.1) 
6.20. Almacenar el ADN en congelación hasta su secuenciación. 

 
 

7. Material de apoyo  
7.1. Gel de agarosa al 1.5% para la cuantificación del producto de PCR purificado. En 

el poso de extrema izquierda se muestra el marcador de peso molecular 100pb de 
Promega. 
 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
8. Bibliografía  

8.1. Technical Bulletin, Wizard® SV Gel and PCR Clean-Up System. Promega 
Corporation · 2800 Woods Hollow Road, Madison, WI 53711-5399 USA 
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1. Objetivo  
1.1. Entrenar a los ratones para realizar la prueba del laberinto de agua de Morris. 

 
2. Alcance 

2.1. Este protocolo aplica a todos los investigadores y personal involucrados en los 
protocolos para el estudio de la microbiota intestinal del Departamento de Ciencias 
de la Salud en la UAM Lerma y del Laboratorio de Ecología Molecular en la UAM 
Xochimilco. 
 

3. Responsabilidades 
3.1. Este procedimiento debe ser realizado por personal con conocimiento sobre el 

manejo y uso de animales de laboratorio  
3.2. Los animales sujetos a este procedimiento deberán ser manipulados conforme a lo 

establecido en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999. 
3.3. Es responsabilidad del personal portar el equipo de seguridad básico para 

laboratorio (Bata, lentes de seguridad y guantes) 
 

4. Materiales 
4.1. Ratones sujetos a la prueba de laberinto de agua de Morris. 
4.2. Toallas de papel secante. 
4.3. Bitácora y pluma.  
4.4. Colorante blanco soluble en agua.  

 
5. Equipo  

5.1. Laberinto de agua de Morris  
5.2. Calentadores de agua eléctricos. 
5.3. Cronometro. 

 
6. Procedimiento  

6.1. Llenar de agua el laberinto, el agua debe cubrir la plataforma 1cm (32cm de 
profundidad aproximadamente) 

6.2. Teñir el agua con el colorante blanco para disimular la plataforma  
6.3. Calentar el agua a 31°C 
6.4. Traer a los ratones al área del laberinto y cerrar la puerta para evitar que el 

ambiente sea contaminado con ruidos, luces u otra interferencia. 
6.5. Colocar la plataforma en el laberinto. 
6.6. El entrenamiento se llevará a cabo de la siguiente forma: 

6.6.1. Tomar al ratón de su caja  
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6.6.2. Colocarlo en el cuadrante correspondiente del laberinto (Ver punto 7.1) 
6.6.3. Cronometrar el tiempo que tarda en subir a la plataforma. 

6.6.3.1. En caso de no encontrar la plataforma, guiarlo a la misma y 
mantenerlo en ella 20seg. 

6.6.3.2. En caso de que el animal encuentre la plataforma antes de que 
concluyan los 60 segundos, permitir que el ratón permanezca en la 
plataforma por 20seg. 

6.6.4. Retirar al ratón del laberinto y secarlo gentilmente con una toalla de papel. 
6.6.5. Permitir que descanse por 20seg en una caja con material absorbente. 
6.6.6. Repetir desde el paso 6.5.1 hasta completar las 4 repeticiones por día. 

6.7. El entrenamiento se realiza por cinco días antes de la prueba que se considerará 
para las mediciones finales. 

6.8. Anotar en la bitácora una tabla similar a la tabla 1 para registrar el tiempo que le 
toma al animal encontrar la plataforma. 

6.8.1. El tiempo se registrará de la siguiente forma: si el animal no encuentra la 
plataforma se asignará el tiempo máximo (60sec). En caso de que el animal 
encuentre la plataforma se registrara el tiempo en el que logró la tarea. 
 
Tabla1: Como registrar el entrenamiento en el laberinto de agua. 

Fecha  Día de entrenamiento:  

Animal  Grupo  E1 E2 E3 E4 

      

 
7. Material de apoyo  

7.1. Esquema del laberinto de Morris y su uso durante el entrenamiento. 
7.1.1. Por día se realizaran 4 entrenamientos  

7.1.1.1. En el entrenamiento 1 (E1): el animal se colocará en donde se 
encuentra la letra A. 

7.1.1.2. En el entrenamiento 2 (E2): el animal se colocará en donde se 
encuentra la letra B. 

7.1.1.3. En el entrenamiento 3 (E3): el animal se colocará en donde se 
encuentra la letra C. 

7.1.1.4. En el entrenamiento 4 (E4): el animal se colocará en donde se 
encuentra la letra D. 
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8. Bibliografía  

8.1. Vorhees, C. V. y M. T. Williams (2006). "Morris water maze: procedures for 
assessing spatial and related forms of learning and memory." Nat. Protocols 1(2): 
848-858 
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1. Objetivo  
1.1. Obtener información sobre el desempeño de la memoria viso-espacial de los 

ratones sujetos al estudio de microbiota intestinal 
 

2. Alcance 
2.1. Este protocolo aplica a todos los investigadores y personal involucrados en los 

protocolos para el estudio de la microbiota intestinal del Departamento de Ciencias 
de la Salud en la UAM Lerma y del Laboratorio de Ecología Molecular en la UAM 
Xochimilco. 
 

3. Responsabilidades 
3.1. Es responsabilidad del personal portar el equipo de seguridad básico para 

laboratorio (Bata, lentes de seguridad y guantes) 
3.2. Este procedimiento debe ser realizado por personal con conocimiento sobre el 

manejo y uso de animales de laboratorio  
3.3. Los animales sujetos a este procedimiento deberán ser manipulados conforme a lo 

establecido en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999. 
 

4. Materiales 
4.1. Ratones sujetos a la prueba de laberinto de agua de Morris. 
4.2. Toallas de papel secante. 
4.3. Bitácora y pluma.  

Colorante blanco soluble en agua 
5. Equipo  

5.1. Laberinto de agua de Morris  
5.2. Calentadores de agua eléctricos. 
5.3. Cronometro. 
5.4. Cámara de video  

 
6. Procedimiento  

6.1. Llenar de agua el laberinto, el agua debe cubrir la plataforma 1cm (32cm de 
profundidad aproximadamente) 

6.2. Teñir el agua con el colorante blanco para disimular la plataforma  
6.3. Calentar el agua a 21°C 
6.4. Colocar la cámara sobre el laberinto para grabar el desempeño de los ratones. 
6.5. Traer a los ratones al área del laberinto y cerrar la puerta para evitar que el 

ambiente sea contaminado con ruidos, luces u otra interferencia. 
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6.6. Antes de colocar el primer ratón en el laberinto accionar la cámara para que 
comience a registrar el experimento.  

6.7. Retirar la plataforma en el laberinto. 
6.8. La prueba se realizara de la siguiente forma: 

6.8.1. Tomar al ratón de su caja 
6.8.2. Colocarlo en el cuadrante opuesto a la plataforma (ver punto 7.1) 
6.8.3. Cronometrar 60 segundos. 
6.8.4. Retirar el ratón del laberinto, secarlo gentilmente con una toalla de papel y 

dejarlo en su caja. 
6.8.5. Después de realizar todos los experimentos del día, analizar el video y 

mediante una tabla similar a la tabla 1 registrar los siguientes datos: 
6.8.5.1. Latencia de escape: El tiempo que tarda el ratón en llegar al área 

donde debería encontrarse la plataforma. 
6.8.5.2. Tiempo en el cuadrante blanco: tiempo que pasa el animal nadando en 

el cuadrante donde debería encontrarse la plataforma 
6.8.5.3. Numero de cruces: el número de veces que el animal pasa su cuerpo 

completo por el área de la plataforma. 
 

Tabla1: Como registrar el desempeño en el laberinto de agua. 

Animal Grupo Latencia Tiempo en 
cuadrante 

Cruces 

     

 
  

7. Material de apoyo  
7.1. Esquema del laberinto de Morris y su uso durante la prueba de memoria viso-

espacial. Durante la prueba se colocará al ratón en el lugar donde se encuentra la 
letra A. 
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8. Bibliografía  

8.1. Vorhees, C. V. y M. T. Williams (2006). "Morris water maze: procedures for 
assessing spatial and related forms of learning and memory." Nat. Protocols 1(2): 
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1. Objetivo  
1.1. Identificar a los animales transgénicos por la adición de genes humanos. 

 
2. Alcance 

2.1. Este protocolo aplica a todos los investigadores y personal involucrados en los 
protocolos para el estudio de la microbiota intestinal del Departamento de Ciencias 
de la Salud en la UAM Lerma y del Laboratorio de Ecología Molecular en la UAM 
Xochimilco. 
 

3. Responsabilidades 
3.1. Es responsabilidad del personal portar el equipo de seguridad básico para 

laboratorio (Bata y guantes) 
 

4. Materiales 
4.1. Tubos de microcentrífuga de 0.2mL 
4.2. Tubos de microcentrífuga de1.5mL 
4.3. Puntas para pipeta volumétrica automática de100-1000μl estériles. 
4.4. Puntas para pipeta volumétrica automática de20-200μl estériles. 
4.5. Puntas para pipeta volumétrica automática de 1-10μl estériles.  
4.6. Taq polimerasa Axygen  
4.7. Buffer para taq polimerasa 10X Axygen 
4.8. Solución de cloruro de magnesio 25mM Axygen 
4.9. dNTP’s 100mM 
4.10. Alícuota de 2ml de agua ultrapura estéril  
4.11. Pool de primers para genotipificación (ver punto 7.1) 
4.12. Hielo o rack para tubos de 0.2ml frio (4-0ºC) 
4.13.  

 
5. Equipo  

5.1. Pipeta volumétrica automática de 100-1000μl 
5.2. Pipeta volumétrica automática de 20-200μl 
5.3. Pipeta volumétrica automática de 1-10μl 
5.4. Microcentrífuga con cabezal para tubos de microcentrífuga de 0.2ml 
5.5. Termociclador punto final  
5.6. Campana para PCR 

 
6. Procedimiento  
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6.1. S Colocar las cajas de puntas, los tubos de microcentrífuga de 0.2ml y las pipetas 
automáticas dentro de la campana para PCR y prender la luz UV  por 15min para 
sanitizar el material. 

6.2. Descongelar los reactivos para PCR. 
6.2.1. Buffer para taq polimerasa 10X 
6.2.2. Solución de cloruro de magnesio 25mM 
6.2.3. dNTP’s 100mM 
6.2.4. Agua ultrapura  
6.2.5. Primer 1401r 
6.2.6. Primer 968f 
6.2.7. Muestras  

6.3. Mantener las muestras y los reactivos para PCR a una temperatura de 4 a 0°C en 
todo momento. 

6.4. Preparación de la mezcla  de reacción.  
6.4.1. En la tabla 1 se describe la cantidad de reactivos necesaria para una 

reacción de PCR, es necesario multiplicarla por el total de reacciones a 
preparar. De la misma forma es necesario agregar 2 reacciones a cada corrida 
de PCR, una para el control positivo a la que se le agregaran 50ng de DNA 
genómico de la bacteria E. coli y una para el control negativo al que se le 
agregara 1μl de agua ultrapura . 

6.4.2. Adicionar a un tubo de microcentrífuga de 1.5ml los reactivos para la mezcla 
de reacción en orden consecutivo. 

 
Tabla 1: Mezcla de reacción para la PCR de la región V6-V8 para DGGE 

Reactivo Concentración final Cantidad (μl) 

Agua ultrapura  N.A. 14.3 

Buffer 1X 2.5 

Cloruro de magnesio 2mM 2 

dNTP’s 50mM 1 

Pool de primers 1pM 3 

Taq polimerasa 1 U 0.2 

ADN molde 100ng 1 

Volumen final   25 

 
6.5. Homogeneizar la mezcla de reacción por inversión del tubo. 
6.6. Centrifugar por 10 segundos a 1000rpm para mover el contenido del tubo al fondo 

del mismo. 
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6.7. Colocar el total de tubos de microcentrífuga de 0.2ml a usar en una gradilla y 
adicionar a cada uno 24μl de la mezcla de reacción. 

6.8. Rotular los tubos para microcentrífuga de 0.2ml. 
6.9. Colocar 1μl de muestra a cada tubo. 
6.10. Centrifugar 10 segundos a 1000rpm para mover el contenido del tubo al 

fondo del mismo.  
6.11. Colocar en el termociclador y utilizar las condiciones de PCR que se muestra 

en la tabla 2. 
6.12. Una vez terminada la PCR, realizar un gel de agarosa al 1.5% para verificar 

la amplificación de la muestra. (Ver punto 7.2) 
6.13. Almacenar los amplicones de 4-0°C. 

 
 

Tabla 2: Condiciones de PCR para obtener los amplicones V6-V8 para DGGE  

Paso Tiempo (min:seg) Temperatura (°C) 

Desnaturalización 
inicial 

5:00 94 

Desnaturalización 0:30 94 

Alineación 0:30 53 

Elongación 1:00 72 

Elongación final 3:00 72 

 
 
7. Material de apoyo  

7.1. Pool de primers para genotipificación 
7.1.1. Mezclar los siguientes primers a concentración 1pM en cantidades iguales. 

7.1.1.1. 5taurev 
7.1.1.2. APPinternal  
7.1.1.3. Thy12.4 

7.2. Gel de agarosa al 1.5% 
En la imagen se muestra un ejemplo de amplicones de los genes Tau (~350pb) y 
APP (~500pb), en el carril del centro se presenta el marcador de peso molecular 
100pb axygen.  
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8. Bibliografía 
8.1. http://www.fisherbiotec.com.au/media/axygenbio_nucleotides.pdf  
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1. Objetivo  
1.1. Fijar los tejidos para el posterior estudio de las estructuras cerebrales por 

inmunohistoquímica  
 

2. Alcance 
2.1. Este protocolo aplica a todos los investigadores y personal involucrados en los 

protocolos para el estudio de la microbiota intestinal del Departamento de Ciencias 
de la Salud en la UAM Lerma y del Laboratorio de Ecología Molecular en la UAM 
Xochimilco. 
 

3. Responsabilidades 
3.1. Es responsabilidad del personal portar el equipo de seguridad básico para 

laboratorio (Bata, lentes de seguridad y guantes) 
3.2. Este procedimiento debe ser realizado por personal con conocimiento sobre el 

manejo y uso de animales de laboratorio  
3.3. Los animales sujetos a este procedimiento deberán ser manipulados conforme a lo 

establecido en la Norma Oficial Mexicana NOM-062-ZOO-1999. 
 

4. Materiales 
4.1. Ratones sujetos a protocolo de estudio de microbiota intestinal de un modelo 

murino para la enfermedad de Alzheimer  
4.2. Jeringa de 50mL sin aguja  
4.3. Manguera de PCV para venoclisis con una aguja de 0.8X40mm. 
4.4. Solución salina fisiológica (ver punto 7.1) 
4.5. Solución de fijado (ver punto 7.2) 
4.6. Agitador magnético.  
4.7. Material de vidrio para la preparación de soluciones. 

 
 

5. Equipo  
5.1. 4 Campana de extracción de humos  
5.2. Plato de agitación y calentamiento  
5.3. Charola de disección  

 
 

6. Procedimiento  
6.1. Una vez que los animales de estudio han sido sujetos al PEO 1: Disección de 

intestino de ratón para muestra de microbiota intestinal. 
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6.2. Llevar todo el proceso dentro de la campana de extracción de humos ya que el  
6.3. Llenar la jeringa con solución salina fisiológica, conectar la manguera a la punta de 

la jeringa y eliminar el aire de la misma. 
6.4. Cortar las costillas a ambos lados de la cavidad torácica y levantarlo hacia el rostro 

del animal para permitir la visualización del corazón.  
6.5. Colocar la jeringa en el ventrículo derecho del corazón y fijarlo con una pinza como 

se muestra en la figura 1. 
 

 
 
 

6.6. Cortar la aurícula derecha y comenzar a pasar la solución isotónica a través del 
cuerpo del animal.  

6.7. Verificar la coloración del hígado, cuando este se encuentre de color blanquecino 
está listo para la solución de fijado (esto toma aproximadamente 2 minutos y 20mL 
de solución salina). 

6.8. Retirar la jeringa de la manguera y llenarla con solución de fijado.  
6.9. Acoplar la jeringa nuevamente a la manguera evitando provocar burbujas de aire y 

comenzar a pasar la solución a través del cuerpo del animal.  
6.10. Casi inmediatamente se comenzaran a observar temblores en el cuerpo del 

animal, esta es una señal del correcto fijado de los tejidos. 
6.11. Pasar 30mL de solución de fijado por el animal 
6.12. Continuar inmediatamente con el procedimiento PEO 12: Disección de 

cerebro y almacenamiento. 
 

  
7. Material de apoyo  

7.1. Solución salina fisiológica  

Figura 1: Fijación de la aguja al ventrículo derecho 
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7.1.1. Solución de hidróxido de sodio al 0.9% en agua destilada  
7.2. Solución de fijado  

7.2.1. Solución A. 40g de paraformaldehídodiluido en 500mL de agua destilada 
caliente (65°C), agregar 3.2g de hidróxido de sodio y con un gotero agregar 
una solución de hidróxido de sodio 1M hasta que la solución se aclare. 

7.2.2. Solución B:  27.8g de fosfato monobásico de sodio en un litro de agua 
destilada y 28.4g de fosfato dibásico de sodio en un litro de agua destilada, 
mesclar 810 mL de la solución monobásica y 190mL de la solución dibásica. 

7.2.3. Mezclar a partes iguales la solución A y la solución B. 
7.2.4. Esta solución debe ser preparada con no más de 72 horas de anterioridad al 

procedimiento. 
 
8. Bibliografía  

8.1. Gage, G. J., Kipke, D. R., Shain, W. Whole Animal Perfusion Fixation for 
Rodents. J. Vis. Exp. (65), e3564, doi:10.3791/3564 (2012) 
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1. Objetivo  
1.1. Obtener el tejido cerebral para realizar los cortes histológicos. 

 
2. Alcance 

2.1. Este protocolo aplica a todos los investigadores y personal involucrados en los 
protocolos para el estudio de la microbiota intestinal del Departamento de Ciencias 
de la Salud en la UAM Lerma y del Laboratorio de Ecología Molecular en la UAM 
Xochimilco. 
 

3. Responsabilidades 
3.1. Es responsabilidad del personal portar el equipo de seguridad básico para 

laboratorio (Bata y guantes) 
 

4. Materiales 
4.1. Frasco de vidrio de 15mL con tapa (uno por cada muestra) 
4.2. Tijeras para puntos  
4.3. Alicates 
4.4. Buffer de fosfatos 0.2M conteniendo 0.4% formaldehído 

 
 

5. Equipo  
5.1. Refrigerador  

 
6. Procedimiento  

6.1. Con los alicates, seccionar la cabeza del cuerpo del animal. 
6.2. Hacer una incisión en la piel a lo largo de la línea media desde el cuello hasta la 

nariz y exponer el cráneo. (Ver punto 7.1 A). 
6.3. Cortar el musculo del cuello restante para que la base del cráneo quede expuesto 

(Ver punto 7.1 B). 
6.4. Sostener la cabeza de forma que el foramen magnum (la abertura grande en la 

superficie del cráneo) sea accesible. 
6.5. Insertar la punta de las tejeras en el foramen magnum y hacer un corte en el 

centro.  
6.6. Con ayuda de los alicates o los dedos romper el cráneo a ambos lados del 

cerebelo. (Ver punto 7.1 C). 
6.7. Deslizar cuidadosamente las tijeras a lo largo de la superficie interna del cráneo, 

levantar la punta para evitar daños en el cerebro, comenzar a remover el cráneo. 
(Ver punto 7.1 D). 
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6.8. Utilizar la espátula para cortar los bulbos olfatorios y las conexiones nerviosas en la 
zona anterior de cerebro. (Ver punto 7.1 D). 

6.9. Verificar que no queden restos de la dura madre que puedan sujetar el cerebro. 
6.10. Tomar con la espátula el cerebro desde la parte posterior inferior y colocarlo 

en un frasco de vidrio 10 ml de buffer de fosfatos 0.2M conteniendo 0.4% 
paraformaldehído 

6.11. Refrigerar a 4°C por 24h 
 

7. Material de apoyo  
7.1. Figura 1: Disección del cerebro de ratón.  
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8. Bibliografía  
8.1. Gage, G. J., Kipke, D. R., Shain, W. Whole Animal Perfusion Fixation for 

Rodents. J. Vis. Exp. (65), e3564, doi:10.3791/3564 (2012) 
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1. Objetivo  
1.1. Obtener cortes de cerebro de los animales sujetos a los protocolos de la 

enfermedad de Alzheimer para determinar las agregaciones de β-amiloide.  
 

2. Alcance 
2.1. Este protocolo aplica a todos los investigadores y personal involucrados en los 

protocolos para el estudio de la microbiota intestinal del Departamento de Ciencias 
de la Salud en la UAM Lerma y del Laboratorio de Ecología Molecular en la UAM 
Xochimilco. 
 

3. Responsabilidades 
3.1. Es responsabilidad del personal portar el equipo de seguridad básico para 

laboratorio (Bata y guantes) 
 

4. Materiales 
4.1. Cerebros disecados y fijados  
4.2. Portaobjetos  
4.3. Crio protector (ver punto 7.1) 
4.4. Compuesto O.C.T.  
4.5. Moldes de incrustación desechables. 
4.6. Brochas  
4.7. Nitrógeno líquido en un contenedor especial  

 
5. Equipo  

5.1. 4 Criotomo   
5.2. Refrigerador  
5.3. Ultra congelador  

 
6. Procedimiento  

6.1. Preparación de la muestra  
6.1.1. Retirar el tejido de la solución de para formaldehídoy sumergir en 10ml de 

crio protector. 
6.1.2. Refrigerar a 4°C por 24h 
6.1.3. Llenar un molde de incrustación con O.C.T.  
6.1.4. Retirar el tejido del crio protector y colocar en el molde de incrustación, evitar 

la incorporación de burbujas. 
6.1.5. Marcar el molde y direccionar el tejido dentro del mismo de forma que al 

fijarlo a la matriz de montaje permita hacer cortes coronales. 
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6.1.6. Congelar rápidamente el molde en nitrógeno líquido para asegurar que la 
disposición del tejido permanezca como se desea. 

6.1.7. Almacenar el molde a -80°C hasta su procesamiento 
 

6.2. Corte del tejido. 
6.2.1. Enfriar la escena de montaje del criotomo a -35°C y esperar de 10 a 15 

minutos. 
6.2.2. Desmoldar el tejido preparado anteriormente y colocar en la escena de 

montaje. 
6.2.3. Colocar una pequeña cantidad de compuesto O.C.T. en la matriz de montaje, 

aplanar y permitir que se enfríe para formar una plataforma. 
6.2.4. Añadir más compuesto O.C.T. a la plataforma para pegar el cubo de tejido 

preparado y permitir que se congele (5min). 
6.2.5. Colocar la matriz en el micrótomo y esperar a que la muestra alcance -15°C 

(5min). 
6.2.6. Comenzar a cortar el bloque de O.C.T. hasta llegar al tejido. 
6.2.7. A partir de este momento, realizar cortes de 40µm. 
6.2.8. Verificar cuando el tejido presente características correspondientes a los 

niveles de corte del 64 al 93 en el atlas de cortes coronales de referencia de 
Allen para inmunohistoquímica. 

6.2.9. Ajustar la placa anti enrollamiento pulsando directamente contra la cara de la 
cuchilla y ligeramente bajo el margen de la misma. 

6.2.10. Rotular una portaobjetos y colocar de 6 a 8 cortes 
6.2.11. Dejar el portaobjetos a temperatura ambiente por 30 minutos. 
6.2.12. Almacenar a -80°C. 

 
7. Material de apoyo  

7.1. Crio protector. 
7.1.1. Preparar una solución de sacarosa al 30% en buffer de fosfato 0.1M pH7.2 

 
8. Bibliografía  

8.1.  Allen Institute for Brain Science. Allen Mouse Brain Atlas [Internet]. Available 
from: http://mouse.brain-map.org. 
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1. Objetivo  
1.1. Realizar la inmunohistoquímica para identificar los agregados de β-amiloide en los 

cerebros de los animales sujetos de estudio. 
 

2. Alcance 
2.1. Este protocolo aplica a todos los investigadores y personal involucrados en los 

protocolos para el estudio de la microbiota intestinal del Departamento de Ciencias 
de la Salud en la UAM Lerma y del Laboratorio de Ecología Molecular en la UAM 
Xochimilco. 
 

3. Responsabilidades 
3.1. Es responsabilidad del personal portar el equipo de seguridad básico para 

laboratorio (Bata y guantes) 
 

4. Materiales 
4.1. Portaobjetos con los cortes de cerebro. 
4.2. Solución de fijado (ver punto 7.1) 
4.3. Buffer TBS (ver punto 7.2) 
4.4. Buffer TBS-Tritón 0.1% 
4.5. Peróxido de hidrogeno al 0.6% 
4.6. Ácido fórmico 88% 
4.7. BSA 2% (ver punto 7.3) 
4.8. Complejo ABC (kit de Diaminobencidina) 
4.9. Anticuerpo primario: Beta Amyloid, rodent specific monoclinal antibody 1:250 
4.10. Anticuerpo secundario: Anti mouse IgG del Vectastain ABC Kit 1:250 
4.11. Diaminobencidina (ver punto 7.4) 

 
5. Equipo  

5.1. Cámara para inmunohistoquímica 
5.2. Campana de extracción de humos   

 
6. Procedimiento  

6.1. Atemperar los portaobjetos a temperatura ambiente por 10 minutos. 
6.2. Sumergir los portaobjetos en solución de fijado por 30 minutos. 
6.3. Realizar 3 lavados de 5 minutos con TBS. 
6.4. Secar los portaobjetos (10-20minutos) 
6.5. Rehidratar con TBS por 10 minutos. 
6.6. Adicionar peróxido de hidrogeno por 30 minutos  
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6.7. Realizar 3 lavados de 5 minutos con TBS-tritón. 
6.8. Realizar 3 lavados de 5 minutos con TBS. 
6.9. Adicionar ácido fórmico por 5 minutos (dentro de la campana de extracción de 

humos). 
6.10. Realizar 3 lavados de 5 minutos con TBS-tritón. 
6.11. Realizar 3 lavados de 5 minutos con TBS. 
6.12. Bloquear con BSA por 30 minutos. 
6.13. Incubar anticuerpo primario por 12h. 
6.14. Realizar 3 lavados de 5 minutos con TBS-tritón. 
6.15. Incubar anticuerpo secundario por 2 horas. 
6.16. Adicionar complejo ABC por dos horas. 
6.17. Realizar 3 lavados de 5 minutos con TBS. 
6.18. Adicionar Diaminobencidina por 5 minutos o hasta obtener el color deseado.  
6.19. Detener la reacción con agua destilada. 
6.20. Realizar 3 lavados de 5 minutos con TBS 
6.21. Secar toda la noche. 
6.22. Fijado de portaobjetos 

6.22.1. Agregar agua destilada por un minuto  
6.22.2. Agregar etanol al 50% por un minuto  
6.22.3. Agregar etanol al 70% por un minuto  
6.22.4. Agregar etanol al 96% por un minuto  
6.22.5. Dejar secar por cinco minutos. 
6.22.6. Agregar xilol 
6.22.7. Agregar permount y cubrir con cubreobjetos  
 
 

7. Material de apoyo  
7.1. Solución de fijado 

7.1.1. Solución de paraformaldehído4% en buffer de fosfatos 0.1M 
7.2. Buffer TBS  

7.2.1. Tris-HCL 50nM, cloruro de sodio 150mM, ajustar a pH 7.5 
7.3. BSA 2%  

7.3.1. Solución al 2% de albúmina sérica bovina en buffer TBS-tritón 
7.4. Diaminobencidina  

7.4.1. 6mg de Diaminobencidina, 750µl de ácido clorhídrico 0.1N, 5mL de buffer 
TBS 2X, 4.2ml de agua destilada, 100µl de peróxido de hidrogeno 3%. 
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8. Bibliografía  
8.1. https://vectorlabs.com/data/protocols/SK-4100.pdf 
8.2. http://vectorlabs.com/data/protocols/PK-6200.pdf 
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