23
7?65.

VERIFICACION DE LA ISOHISTOGENICIDAD EN SEIS CEPAS
SINGENICAS DE RATON DE LABORATORIO POR EL
METODO DE TRASPLANTE DE PIEL

T E S | S

QUE PARA OBTENER EL TITULO DE
MEDICO VETERINARIO ZOOTECNISTA

P R E S E N T A

BARRERA CARMONA ISABEL

ASESOR: M. V. Z. CIRO LOMELl Y FLORES

Mexico, D. F. 1995

EALLA DE ORIGEN




pr—

%‘g Universidad Nacional
:‘\-A

2%  Auténoma de México
UNAM

UNAM — Direccién General de Bibliotecas Tesis
Digitales Restricciones de uso

DERECHOS RESERVADOS © PROHIBIDA
SU REPRODUCCION TOTAL O PARCIAL

Todo el material contenido en esta tesis esta
protegido por la Ley Federal del Derecho de
Autor (LFDA) de los Estados Unidos
Mexicanos (México).

El uso de imégenes, fragmentos de videos, y
demas material que sea objeto de proteccion
de los derechos de autor, sera exclusivamente
para fines educativos e informativos y debera
citar la fuente donde la obtuvo mencionando el
autor o autores. Cualquier uso distinto como el
lucro, reproduccién, edicion o modificacion,
sera perseguido y sancionado por el respectivo
titular de los Derechos de Autor.



VERIFICACION DE LA ISOHISTOGENICIDAD EN SEIS CEPAS
SINGENICAS DE RATON DE LABORATORIO POR EL
METODO DE TRASPLANTE DE PIEL

Tesis presentada ante la
Division de Estudios Profesionales de la
Facultad de Medicina Veterinaria y Zootecnia
de la
Universidad Naclonal Auténoma de México

para la obtencion del titulo de

Médico Vetrinario Zooctenista

por

Barrera Carmona Isabel
Asesor : M.V.Z. Ciro Lomeli y Flores

México, D.F.
1995



Con mucho carifio dedico este trabajo a mis PADRES que con su
apoyo Incondicional y sus consejos me han formado como Mujer y

A, A €, d

Profi Na que solo trabaj y

se pueden Jograr las metas propuestas en esta vida. Y que la
mefor herencia que se puede dar es el estudio. A mis hermanos,
para que no se detengan en ¢l camino que se han trazado y lleven

a buen término todos sus estudios.



Mi mis sincero agradecimiento a mi asesor MVZ Ciro Lomeli y
Flores, por su apoyo y ayuda tncondicional para la realizacién de

este trabajo,

A mis amigos del Bioterio del Instituto de Investigaclones
Blomédicas de la U.N.A.M., pero muy en especial a mi tio Victor

por su cooperaciéon y apoyo en este trabajo.

A una persona muy especial Arturo por su apoyo y compaiiia.



Pigina

INTRODUCCION ............. earerinns . O RO 2

MATERIAL Y METODOS ................. reressirieneniees

RESULTADOS Y DISCUSION ........
CONCLUSIONES ..........covcoerrrererreeror A
LITERATURACITADA ................... comesonniiioeii

CUADROS ...........cccovvrmmnnriinirenenennns Cerveeiaeiibbieiseesen

FIGURAS «..........oooovevevecerieron



Plgina

INTRODUCCION ....... veerereens rerenernererst st orstsesasrieterenansinsessaneseresasere 2

MATERIAL Y METODOB ..........oeoooienerrrrenrinssissins
RESULTADOS Y DISCUSION .......

CONCLUSIONES .......... Gereeeenn "



1
RESUMEN

BARRERA CARMONA ISABEL. Verifl 6n de la Isohistogenicidad en seis cepas
singénicas de ratén de Laboratorio por el método de trasplante de piel (Bajo la direccién

de : MVZ Ciro Lomeli y Flores). Se llevd a'cabo la vertficacién de 1a 1sohistog dad de

sels cepas singénicas de ratén de laboratorio mediante el método de traspl de ptel
stgulendo la técnica descrita por Blllingham y Medawer {5), Se utilizaron un total de 36

ratones hembras con una edad promedio de 10.8 semanas y un rango de variacién de 6 a

13 pert fentes a las subli AnN, byJ y J de la cepa BALB/c, dos lineas
congénicas resistentes de la cepa BALB/c cuyos loci diferenciales son H-2b y H-2k
provenlentes de las cepas C57BL/6 y C3H respectivamente, y la cepa endogamica A/J.

v, Atviel

Se reallzaron un total de scls isotrasplantes, es decir trasp entre os

pert esala cepa y sels autotrasplantes dentro del individuo, como

controles posiuvos, para cada una de las cepas verificadas; el pertodo de observacién se
extendlé a 100 dias, Se aceptaron el 100% de los isotrasplantes lo cual es Indicativo de
qu'c los Individuos verificados son isohistogénicos entre si, dentro de cada una de las

cepas probadas. Ninguno dec los autotrasplantes fue rechazado, lo cual corrobora la

éncacln‘v_de la (ﬁchlca quirargica aplicada. El trasplante de plel es el método
lnmunogcnéucb de verificacién genética indicado para verificar la pureza de las cepas
endog:imlcas ya que su resultado depende del efecto de decenas de loci y clentos de
'gencs Sln :mbarbo. lo unlco que indica en este caso es que los individuos que aceptaron
los u-usplanles son lsohlslogémcos entre si. Para aflmmar categoricamente la autenticidad
de cada una dc las cepas son necesarias otras prucbas complementarias que corroboren
la presencia de los marcadons caracteristicas del perfll genético de cada una de las

cepas,



INTRODUCCION

Los domié (Mus lus) se emplearon por primera ves en estudios

experimentales en el siglo XVI1. Esta época fue escenario de una tmportante transicién en

1a historia de la biologia, desde Aristteles hasta este su princip ]

habia sido la descripcitn y clastficacién de los fenémenos naturales. La nueva btologia es

una clencia experimental, basada en la capacidad del hombre para plantear preguntas

acerca del estado vivo y después idear formas de responder a tales preguntas 130),

Este bio fund 1 en el énf: de la blologia fue proclamado por los brillantes

estudios de Willlam Harvey (1578-1657) sobre 1a reproduccién animal y la circulacién

sanguinea. Puesto que los rat fi pleados repetid te en los de
estudios de anatomia comparada entre animales vertebrados e invertebrados, que son el
clmiento del trabajo de Harvey, los ratones han formado parte integral del método

experimental desde su principio a2,

El principal problema y cualidad de la experimentacién es el control; el cual debe
ejercerse de manera rigurosa de modo que permita al experimentador estar seguro de que
la vartable dependiente es funci6n unica y exclusiva de la vartable independiente y no de

otros eventos (variables extraias) que acontecen al azar, es decir, sin control por parte

dos del exper invalidandol

del experimentador y que pued fe los
013},



Esto plantea un problema singular do ¢! sujeto de estudio es un ! y su
puest b l6gica al p di experimental es la expreaién de maultiples factores
gené y medio amb les y de sus cul:nplejas interacciones en todo momento, desde

la concepcién hasta la muerte (5), Esta problemaitica fue reconocida por los cientificos

enfocando sus esfuerzos hacla la constr 6n de pobl les con una

constitucién genética definida (cepas endogdmicas), la eliminacién y/o controf de los

&

factores fisicos y quimicos del medto amt (tncluida la al én) y la el

de los microorganismos capaces de causar enfermedad (28),

La tmportancia de la "raza” como un factor que gobiema la susceptibilidad a los tumores
trasplantables y la sugerencia de que tal susceptibilidad puede heredarse fue identificada
por primera vez a principlos de siglo en los trabajos de Jensen, quien propagé
exitosamente un carcinoma alveolar espontineo a través de 19 generaclones, empleando
una sola estirpe a la que describe como “ratones blancos” y que seguramente eran
relativamente consanguincos debldo a que se habian mantenido como una colonia
cerrada durante muchosvanos. cuando Intenté trasplantar ese tumor a otras estrpes de

ratones fracasd. Leo Loeb realizd hallazgos stmilares cuando trasplanté un tumor

originado en los ratones japoneses Waltzing a otros r de la estirpe, estos

ratones habian sido criados en el IejJano orienie (por r religy

endocruzas durante muchas generaciones ya que sabian empiricamente que las

sndal (N 1

caracteristicas Waltzing (sordera congénita) era a, condi p

a una alta consanguinidad (20),
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Estos hallazgos pusieron en evidencia la necesidad de contar con cepas endogdmicas de
ratones para estudiar la genética del cAncer, o cual condujo a Clarence Cook Little en

1909 a niclar ¢l proceso de ¢ guinidad en r portadores de los genes del color

del pelaje "dilute” (d). "brown" (b) y "non-agouti” (a) o de 1a actual cepa DBA,
ampliamente uttlzada en investigacién cientifica en la actualidad en sus dos sublineas

principales de descendencia, DBA/1 y DBA/2 (9,

Para 1914 C.C. Little habia desarrollado una explicacién de ia base genética del rechazo
de tumores, mostrando que el patrén de susceptibilidad podia ser entendido con base en
que 1a aceptacién era dependiente de un clerto nimero de genes que actiian de un modo
domtnante de heredabllidad. Esta teoria fracasé en definir la naturaleza de los
hipotéticos genes de susceptibilidad, en ese tlempo se creyd que las células neoplisicas
diferian de las células normales y que esto evocaba una respuesta tnmune dirigida
contra esta diferencla. Sin 'cmbér'gu. esto no explicaba porque los tumores no se

rechazaban cuando eran trasplantados dentro de la misma cepa (24),

En 1933 Haldane postulé que la tnmunidad estaba dirigida contra aloantigenos en vez de
antigenos especificos contra el tumor, predijo que en otros tejidos existian diferenclas
antigénicas semejantes a las diferencias de grupos sanguineos y que cl tumor que crecia
en un tejido conservaba las caracteristicas aloantigénicas de ese tejido y posteriormente
especuld que los aloantigenos del tumor inducen una respuesta inmune en los antmales
receptores carentes de ellos. El trasplante dentro de una cepa endogimica no induce tal

puesta, porque el donador y receptor del tumor comparten los mismos antigenos (21),




En 1936 Peter Gorer publica dos articulos clisicos en los cuales dem: que los genes

de susceptibilidad al trasplante de tumores eran idénticos a los genes que codifican para

aloantigenos y también @ 5 1a base ir 15gica del rechazo de t forjando
asi la base del conocimiento del loci mds ampliamente estudtado en el ratén : El
Complejo Principal de Histocompatibilidad 6 Complejo H-2 (22),

George D, Snell y Jack H. Stimpfling 1s) estos tos en las

llamadas 5 leyes 0 mixtmas del trasplante de tejidos que son :

1.- Los, trasplantes entre individuos de cepas endog fi pl ) se

aceptan, -

2- Véin'&e“lndlvlduos de diferentes cepas endogamicas

: (alotraépldﬂtég) se rechazan

3.- Los Crasplmlles de tndividuos progenitores hacia la prole hibrida (F1) se

aceptan, pero los trasplantes en sentido inverso se rechazan. Los individuos hibridos F1
12)

sonelr

do del apar entre 2 cepas alt [ 1gui

4.- Los trasplantes de individuos pertenecientes a la generacton fillal 2 (F2) o

subsecuentes hacta Individuos de la generacidn filial 1 {F1) se aceptan.

5.- En los trasplantes de las cepas parentales hacla los individuos de la

generacién Ailal 2 (F2), los rechazos son mas frecuentes que las aceptaciones.



Estas leyes con sus excepciones son vigentes y su comprensién ha permitido enormes
ices médicos y blologh en la actualidad son rutinarios los trasplantes ortotépicos

y heterotépicos de corazén y tifién, y se en etapas muy das de

desarrollo los trasplantes de muchas otros érganos y tejidos e 1 los traspl

entre individuos de diferentes especies llamados xenotrasplantes (29),

Ademéis de las aplicacl ya d el trasplante de tejidos se utiliza

ruttnariamente para verificar la isohistogenicidad de las cepas endogamicas, ya que
cuando los individuos difleren en los genes del Complejo Principal de
Histocompatibilidad (CPH) el trasplante se rechaza en menos de 21 dias y cuando los
individuos difieren en los genes del Complejo Menor de Histocompatibilidad (CMH) el

rechazo ocurre después de los pr 21 dias, dep do del numero de alelos en

que difieran, de su comblnacién particular y del sentido de la direccién del trasplante. Es
por esta razén que el trasplante de tejidos es considerada la "reina de las pruebas de

veriflcacién genética” de las cepas endogimicas, porque corroboran decenas de loci y

clentos de genes, ! distribuidos en todo el gené del ratén (27,

En el Instituto de Investigaciones Biomédicas de la U.N.A M. se inicié en el afio de 1982
un proyecto para mantener y desarrollar cepas de ratén de laboratorto genéticamente

definidas, desde entonces el nimero de cepas, estirpes y colonias que se mantienen se

han do const como se muestra en la figura 1 (18),
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En la actualidad es reconockio que la descripeitn correcta del antmal usado en un
experimento es esenclal para que los resuliados de este sean reproducibles 27); muches
trabajos se (nterpretan a la luz de la informaci6n conocida de las caracteristicas de las

cepas empleadas.

Sin embargo, con clerta frecuencia se reporta que al analizar el conjunto de
caracteristicas que mejor revele una muestra al azar del genoma (perfil genético), esta no
corresponden a las esperadas en la cepa en cuestion (2.10.11,14,16,19.23) ycasionando
considerables pérdidas en téminos econémicos, de productividad clentifica y de validez
de los resultados expertmentales, Las diferenclas reportadas pueden encontrar sus
origenes en la mutacién, la heterocigosts residual y la contaminacion genética o
miscegenacion ‘32': los efectos de esta ultima exceden con mucho en sus alcances a las
divergencias que resultan de las dos primeras causas. Por las razones anterformente
expuestas periodicamente se verifica la autenticldad de las cepas endogamicas que se
mantienen en el LLB. de la UN.AM,, los resultados se han publicado en algunos

trabajos (1.6.8),



HIPOTESIS
Al Devar a cabo el trasplante de piel para verificar la autenticidad de las cepas

endoghmicas de ratones de laboratorio se espera :

e Si los trasplantes se rechazan dentro del lapso de 21 dias posterfores a la

tntervencién quirusgica serd indicativo de dife genéticas en ¢! CPH; st el

rechazo ocurre después de los 21 dias posteriores al t 1 las probabl
diferencias seran en ¢l CMH, En ambos casos la autenticidad de la estirpe esti en tela

de juicio deblido a las causas ya mencionadas (32),

o Stel trasplante es aceptado y no se observan evid de rechazo d el periodo

de observacién de 100 dias serd indicativo que los as les son isohistogé y
segiin el criterlo propuesto por Snell y Sumpfling (15} deben considerarse

pertenecientes a una cepa singénica.

OBJETIVOS
En el presente trabajo se lleva a cabo la verificacién de la condicion isohistogénica de las

seis ccpas endogamicas de ratén que se describen en el cuadro 1 mediante el trasplante

de plel entre individuos pert ala cepa (isotrasplantes). Es decir, se
comprobard st los individuos representantes de cada una de las sublineas de
descendencia de cada una de las cepas endogimicas enlistadas son singénicas. Como

control positivo se rcalizardn autotraspl (traspl. de piel de la superficie dorso-

lateral derecha a la superficie dorso-lateral izquierda del mismo antmal), en cada uno de
los antmales verificados.



MATERIAL Y METODOS

A. MATERIAL
Se utilizardn un total de 36 ratones hembras cuya edad promedio serd de 10.8 semanas,

con un rango de varlacitn de 6 a 13 pert a tres subli de la cepa
endogémica BALB/c, y a dos lineas congénicas resistentes cuya primera parental es la
cepa BALB/c y las cepas donadoras son C57BL/6 y C3H, respectivamente y por Gllimo

1a cepa endogérnica A/J.

Las cepas y subcepas a v'e'rlﬂ‘crar. la generacién flial y el nimero de individuos empleados

se muestran cn el cuadro Los animales se alojaron en jaulas de policarbonato tipo caja

de mpalo que orr:ccn una superﬂcle de 364 cm?2 y protegidos con flitros de poliéster tipo

aron con una dieta espectal para roedores (++) y agua ad Ubitum

1 '51116515 reversible y acidificada hasta ajustar ¢l pH a 2.5
24,8,17,25.26).

Los anlm:dcs e’ manUencn en msla]aciones convcnclonal:s ventlladas mediante la
cxtracclén l'orzada del nlre en donde la !cmpcmtura varia entre 18y 260 C (29’ Los ciclos

de luz obscundad se 'an de 19‘ i2 hrs

(¢)  Allentown C;'sglng Equipment Co, Inc.; Allentown, N.J.
(¢4) Hnrlfln T:klad :lfaboralory Diets. Madison W.1,

(+++) Millipore S.A. de C.V., México, D.F.
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B. METODO

1. SELECCION DE LOS ANIMALES VERJHCADOS
Se sel seis hembras de cada una de las cepas por vertficar, de entre 6 y 13

semanas de edad, todas per tes a las col fundad ynlamlsma(

generacién filla) de tal forma que haya representantes de cada una de las sublineas de |
I
descendencia a partr de anceslros comunes, en no méis de cinco generaclones }

ancestrales,
2, ANESTESIA
Los animales se ar on con Pentobarbital Sédico {*) admintstrado en dosts de 62

mg/Kg. por via intraperitoneal I7)_ para lo cual se prepara una dilucién 1:10 del

medicamento con una soluclén amortiguadora de fosfatos (31, y sc ajustael pHa 7.3,

3. TECNICA QUIRURGICA
Los antmales anesteslados, con e) area toracico dorsal de plel rasurada y antiséptica se
col_ocan en posicién decibito ventral sobre una plataforma de poliestireno, recublerta de
papel aluminio estéril; el 4rea que se intervendrd se cubre con un campo quinirgico
desechable estéril.

E! drea de plel seleccionada se eleva con unas pinzas de diseccién hasta formar un cono.‘

el cual se con un Ipel lizande un solo mo 1a porcién de ptel

P

seccionada se coloca sobre una gasa estértl empapada en solucién amortiguadora de
fosfatos 31 también estéril, raspando gentilmente la superflcie interna de la misma para

(+) Anestesal Laboratorio Smith Kline Beecham.
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eliminar todo vestigio de paniculo adiposo; se realiza la misma operacién en la regién

dorso-lateral zquierda del térax. La ptel rettrada del lado derecho se col sobre la
herida del lado tzquierdo del 1y la piel da del lado derecho se coloca

sobre la herida del lado Lzquierdo del sigutente ratén y asi sucesivamente hasta

pletar los seis de cada una de las cepas. Este procedimiento se lusira en la

figura 2.

La piel trasplantada se sutura con seda del No. 6 "O" medl punt parados, se

aplica un anttséptico topico y se cubre con gasa estértl, La herida permanece cuberta

durante la primera después de la inter 16 en el cual se retira la
gasa; al décimo dia se rettran los puntos y ¢l trasplante se observa dlariamente durante
un periodo de 100 dias desde la Intervencién quirirgica, lenando la informacién

requerida en las hojas de control correspondientes.

4. EVALUACION
El tlempo de sobrevivencia de los trasplantes se hace de acuerdo al método propuesto
por Jan Kletn 12 llamado Tiempo Medio de Sobrevivencia y que representa el tiempo
I 10 para el h de la mitad de los isotrasplantes (tres). Todos los

autotrasplantes se deben aceptar, cualquier rechazo serd indicativo de un procedimiento

quinirgico deficiente y todo el grupo se deberd repetir,



RESULTADOS Y DISCUBION
Las cepas vertficadas se manticnen en el L1B.: siguiendo un sistema de consangutnidad
estrecha en lineas paralelas modificado segin Hedrich en 1981 (12), para 1o cual los
animales se perpetuan mediante endocruzas sigutendo el Método de Apareamiento BSI
(entre hermanos carnales). Se aigue el criterio de que todos los tndividuos de cualquier
generacién filtal pueden encontrar una parefa ascendiente comin en un miximo de
cinco generaciones, para evitar diferenctas en los sujetos expertmentales atribugbles al

efecto medio de los genes.

La org; 6n de las col de crianza es de acuerdo al "Sistema de Seiales de
Transito" propuesto por Lane - Petter {9 que se muestra en la Figura 3, de esta manera el
namero méximo de generaclones que pueden transcurrir entre los tndividuos
pertenecientes a la colonta fundadora descendientes de una sola pareja y los tndividuos
empleados en el laboratorio es de diez generaciones, evitindose asi diferenclas genéticas

ocasfonadas por la dertva génica, la aparicién de genes cripticos o la mutacién.

Para vertficar la (sohistogenicidad de las cepas enlistadas en el Cuadro I, se tomaron al

azar 6 individuos hembras pertenecientes a las generaciones flllales indicadas, y que

fuesen representantes de las diferent bli de descend: como se muestra en
las tablas genealdgicas de las Figuras 5,6.7.8, 9 y 10. Cada uno de los ratones
pert a las col fundad es ientificado mediante perforaciones del

pabellén auricular que corresponden a los nu s de un cddigo preestablecido,

u do nu de registro principal; los apareos monogimicos (un macho:una hembra)



se identifican con numeros consecutivos, los numeros de rvegistro principal de los
antmales verificados y el numero del apareo de sus progeniiores s¢ muestran en el

Cuadro 2.

E] Complejo Principal de H patibiiidad (CPH) (Figura 4), es un conjunto de genes
que en el ratén se ran localizados en el 17 y se designa Complejo H-
2; ttene diversas fi lacionadas con el 1 de 1o propio y lo extrafto y
la respuesta inmune tanto humoral como celular. Este sep 6 se divide

en 7 regiones que se clasifican de acuerdo a la homologia estructural y funcional de sus

productos fenotipicos en tres clases destgnadas con los nu 08 T TallL

Los antigenos Clase 1 son heterodimeros de naturaleza glicoprotéica anclados a la
superficie celular, la cadena mas larga pesa 45 KD y presenta 3 dominios
extramembranales designado a I, a 2 y a 3, la cadena corta pesa 12 KD es llamada $2
microgiobulina y solo presenta un dominio extramembranal; estas moléculas se expresan

pricticamente en todas las células del organismo y le confleren a este la identidad de lo

propio ya que el reconocimiento antigénico se hace en el de estas

C d ten dife: L loantigé como en el trasplante de piel entre individuos

de diferente cepa (alotrasplante) se evoca una resp 1 dtada por infocitos T

citotéxicos que tiene como fa el h del tejido trasplantado. Los

haplotipos H-2 y los alelos Qa-9 de las cepas verificadas se muestran en el Cuadro 3.
Estos antigenos son codificados por los genes de las regiones K, D/L. Qa y Tla.
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Para realizar los trasp) se sel 6 ¢] método descrito por RE. Billingham y P.B,

Medawer 5) debido a que habia sido empleado previamente para medir el grado de
homocigosis en cepas endogdmicas (10) o que 1a pie! es el Gnico tejido que ficlimente se
puede trasplantar en forma ortotéplca, a que su destino se puede observar dlartamente y

a que su evalucion se puede corroborar mediante el eximen histolégico de biopsias

repetidas sin perjudicarel b tar del animal pt

Los trasplantes ortotépicos se realizaron utilizando la ple! dorso-lateral del térax, de
acuerdo al esquema reciproco ciclico descrito por Balley y Usama en 1960 3, con una

modificacién consistente en llevar a cabo un autotrasp que funciond como control

posltlvo de Ia eﬂcacla de la técnica quirurgica, los individuos donadores y receptores de

Ios t 0 y au trasplames. asi como de la direccién de los mismos de cada una de las
ccms vcrlﬂcadns se mucstmn el los Cuadros 4,5,6,7.8y 9.
Se rchllzé{dn n total 6 'lsoir"n:splantcs. de los cuales se aceptaron 34 y no se rechazd

nmgﬁﬁd, ]5 dife; : 1 a que 2 ratones, 1 de la cepa BALB/cJ y otro

de la cepa C.CB6- H-2b/11B murieron a la induccién ancstésica, por Io tanto, el 100%

de los lsotraspl' ados y ’ri'uigtimd fue rechazado, lo cual indica que los

fqpﬁédom de las cepas verificadas son

lndlvlduos pcn

!sohl;logénlcos entre si, como se muestra en el Cuadro 10 .



La autenticidad de las cepas endogis de de laboratorio se real! d
1a corroboracién del conjunto de genes que mejor revele su perfll genético, las prucbas de
laboratorio que se utllizan para esto son de diferente indole y se agrupan en :

morfolégicas, inmunogenéticas, bioquimi étricas, y

fannacogenélicas, ninguna es excluyente de 1a otra, todas son complementarias. En este

trabajo se presentan los resullados del método in genético del traspl, de plel,

una de las técnd mas ampl usadas y mas sensibles, de singular utilidad para

la verificacion de las cepas endogimicas, hasta el momento trremplazable por otras
técnicas, ya que con ella se verifican varios cientos de genes del Complejo Princtpal de

Histocompatbilidad y del Complejo Menor de Histocompatibilidad.

Las desventajas encontradas en la aplicacion de este mélodo son el largo periodo de
observacidn (100 dias), la utlizacién de una gran cantidad de jaulas ya que no es
recomendable colocar mis de dos ratones por jaula, un intenso periodo de capacitacién
qulrurgica y desde luego que la isohistogenicidad no implica que la cepa sea portadora de
los loci aloantigénicos correctos por lo tanto son necesarias prucbas complementarias
tales como : las pruebas de progenie, las prucbas serolégicas y/o el cultivo mixto de

linfocltos, prolijamente descritas por Klein en 1975 (20),

La técnica quirvrgica realizada cn este trabajo tiene la ventaja de que el trasplante es
ficlimente identificable y fAcilmente verificable su desenlace. sin embargo, su correcta
ejecucién requiere del desarrollo de la habilidad quirurgica y de los cuidados pre, trans y

postoperatorios, por estas razones se decidié modificar el lamado Sistema Reciproco Ci-



clico (1) y realizar un asplante, col do el colgajo de piel dorso-lateral tzquierdo
en el lado derecho del mismo animal (Figura 2).

Como se observa en el Cuadro 11, todos los autotrasplantes fueron aceptados y ninguno

" Y

fue rechazado, como se fond anterformente dos ala

anestésica. El 100% de los rat P de plantes aceptaron el tejido

trasplantado durante ¢l periodo de observacion que se extendid a 100 dias, ningin ratén

rechazé antes o después de los 21 dias indicativos de dife; gentticasen el CPHo el

CMH, como se muestra en el Cuadro 12. Por lo tanto, los ratones de las cepas vertficadas
resultaron ser isohistogénicas ntracepa, para afumar categoricamente la autenticidad de

cada una de las cepas, son nccesarias otras pruebas complementarias.

Como se observa en el Cuadro 11, todos los autotraspl fi aceptados y ning
fue rechazado, como se 6 anterformente dos ratones murieron a la induccién
anestésica. El 100% de los rat ptores de tsotraspl P el tejido

trasplantado durante el pertodo de observacién que se extendié a 100 dias, ningun ratén
rechazd antes o después de los 21 dias indicativos de diferencias genéticas en el CPH o el
CMH, como se muestra en el Cuadro 12. Por lo tanto, los ratones de las cepas vertficadas
resultaron ser isohistogénicos intracepa, para aflrmar categéricamente 1a autenticidad de

cada una de las cepas, son necesarias otras pruebas complementasias.
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CONCLUSIONES

El trasplante de piel es el método de eleccién para 1a vertficacion genética de las cepas
endoghmicas, debido a que se comprueba la tsogenicidad del Complejo Principal de
Histocompatibilidad (CPH) localizado en el 17 y del Complejo Menor de

Histocompatibilidad (CMH) ampliamente distribuido en todo el genoma del ratén.

La técnica quirirgica aplicada {5 en el presente trabajo ofrece las siguientes ventajas :

el trasplante se puede realizar en forma ortotép ea factl observable, y su

A a histolégico de b d Tiene

(g

el

evolucién se puede segulr
la desventaja de requertr un gran numero de jaulas para alojar a los ratones

trasp). dos, y de d dar una considerable destreza quirurgica ademis del

prolongado pertodo de observacién (100 dias).

Se realizaron un total de 36 isotrasplantes, sels por cada una de las ccpas

Vo et gk

son g

verificadas, lo cual permite aflrmar que los individuos p

fue hazado, lo que demuestra la

intracepa. Ninguno de los autots

pacidad para real 1a interv: én quirargica.

Los resultados comprueban en forma tndublitable la condicién singénica de las cepas
vertficadas y la condicién tsohistogénica de los individuos probados. Sin embargo,
para afinmar categoricamente la autenticidad de estas cepas se suglere la realizacién
de otras pruebas de verificacién genética que incluyan los marcadores que mejor

revelen el perfll genélico caracteristico de cada una de las cepas.



E! mantenimiento de las cepas genéticamente definidas de animales de laboratorio es

un trabajo altamente esp lizado que d da la P de p 1]
profesional capacitado no solo en los métodos y técnicas de genética aplicada a la

crianza, ‘sino bién en la real 6n de las pruebas de laboratorio indispensables

para verificar su calidad genética y asi evitar las pérdidas econdmicas, de
producttvidad clentifica y de validéz de los resultados experimentales que ocurren

debido a la variacion genética de estos animales.



19

LITERATURA CITADA
1.- Acosta, Al : Control de calidad genética en ratones singénicos y congénicos por un
método morfométrico, Tests de Licenclatura. LLB. Liniversidad Nacional Autdnoma de
Méxica, México, D.F., (1989).

2.- Acton, RT., Blankerhom, E.P., Douglas, T.C. ans Owen, RD. : Variation among sub
lines of inbred AKR mice. Nat. New. BioL, 245 : 8-10 (1973),

3.- Bailey, D.W. and Usama B (1960) : A rapid method of grafung skin on tails of mice,
Reconstr. Surg. Transplant. Bull 25 : 424-425,

4.- Baker, J.H., Russell, LJ., Weisbroth, S.H, : The Laboratory Rat., Vol. Il, Academic
Press Inc,, (1980).

5.- Billtngham, R.E., Medawer, P.B, : The Technique of Free, Skin Grafting in Mammals.,

Joumal of Experimental Blolagy, 3. 28., (1951),

6.- Cagrefio J.J., Lomeli, C. : Verificacién genética de la cepa singénica C57BL/10y y la
linea congénica resistente BIO.BR H-2 de ratén de laboratorio por métodos
tnmunogenéticos, Tésts de Licenctatura. LLB. lniversidad Nactonal Auténoma de

Méxica. México D.F. (1991).



7.- Commission of Life Sciences : Use of laboratory antmals in b dical and beh \
research / Committee on the Use of Laboratory Animals in Biomedical and Behavioral
Research., Nationa! Research Council, Institute of Medictne. Washington, D.C., National
Academy. (1988).

8.- Ferndndz, R.H. : Definicién del perfll genético por métodos serolfigicos de las cepas de
ratones mantenidos en el Instituto de investigaciones Blomédicas de la Universidad
Nacional Auté de Mé Tésts de Licenclatura. LLB. Universidad Naclona
Auténoma de Méxica, México, D.F. (1985),

9.- Festing, M.F.W. : Inbred Strains in Biomedical Research, Oxford University Press N.Y.

(1979).

10.- Festing.M. : Mouse Strain Identification. Nature., 238 : 351-352. (1972).

11.- Foster, H.L. and Balk, M.W., : Hist patibility and 1 yme diffe in

Commercially Supplied Balb /C mice reply. Sc. 217 : 381 (1982).

12.- Foster, H.L., Small, J.D. and Fox, J.G. : The mouse in Biomedical Research. 1th, Vol.
1. Academic Press INC., U.S.A. (1981).

13.- Gémnez, RJ. : El Método Expertmental, ed. Harper & Row Lationoamericana, (1983).



7.- Commission of Life S ¢+ Use of lab Yy Is in b dical and beha
research / Committee on the Use of Laboratory Animals in Biomedical and Behavioral
Research., National Research Counctl, Institute of Medicine. Washington, D.C., Nationat

Academy. (1688).

8.- Fernandz, R H. : DefiniciSn del perfll genético por métodos serolégicos de las cepas de

ratones mantenidos en el Instituto de Investigaciones Blomédicas de la Universidad
N ] Auté de Mé Tésis de Licenctatura. LLB. Universidad Naclona

Auténoma de Méxica, México, D.F. (1985),

9.- Festing, M.F.W. : Inbred Stratns in Bjomedical Research, Oxford University Preas N.Y.

(1979).

10.- Festing M. : Mouse Strain Identificatton. Nature., 238 : 351-352, {1972).

11.- Foster, H.L. and Balk, M.W. : Hist patibility and I yme ddTerences in

Commercially Supplied Balb /C mice reply. Sc.217 : 381 (1982).

12.- Foster, H.L., Small, J.D. and Fox, J.G. : The mouse in Biomedical Research. 1th, Vol.
1, Academic Press INC.. U.S.A. (1981).

13.- Gémez, RJ. : El Método Experimental, ed. Harper & Row Lationoamericana, (1983).



21

ek

14,- Graff, R, Valertate, F., and Medofl, G. : Brief ton
His patibility b and within Sub lines of AKR mice used in syngenic leukemia

mode). J.of The Nat. Cancer Inat.. 55 : 1015-1016 (1975),

15.- Green, E.L. : Biology of the Laboratory M . Dover Publications LN., (1975).

16.- Groen, A. : Identification and genetic ing of bred strains using
biochemically polymorphisms., Lah. Anim., 11 : 209-214 (1977).

17.- Hall, EH., White, W.J. and Lang C.M. : Acidification of drinkinf water : its effects on
lected biologic ph in male mice., Lab. Anttn. Sc.. 30 : 643-651 (1980),

18.- Jiménez, H.V,, Lomeli, C. : Provisién de roedores de laboratorio a la Comunidad
Clentifica del LLB. de la UNAM., Anailisis retrospectivo de 1982 a 1992., Tésis de
Licenciatura. LLB, Untversidad Nactonal Autdnama de Méxiea (1994).

19.- Kahan, B., Averbach, R, Alter, BJ. and Bach, F.H. : Histocompatbility and
tsoenzyme differences in commercially supplied Balb/C mice. Sc.. 217 : 379-381 (1982).

20.- Klein, J. : Biology of the M, Hist patibility-2 Comp Springer Verlang
Berlin (1975).

21.- Klein, J. : Natural History of the Major Hist patibility Complex., John Wiley and

Sons, N.Y. (1986).



22.- Klein, J. : Seeds of teine : Sifty years aco Peter Gorel discovered the h-2 Complex
Immunogenetics 24 : 331-338 (1986).

23.- Krog, H.H. and Moutter, R : 1dentfication of inbred strains of mice. J[. Hered.. 69 :
66-70 {1978).

24.- Little, C.C. : A possible Mendeltan Explanation for a type of inheritance apparently

non-Mendellan in nature. Science, 40 : 904-906 (1914).

25,- Lomeli, F.C. : Temperatura microambiental no controlada en (nstalaciones no
com les para ankmales de laboratorio, Memorias IV Congreso Nacional de AMEAL

A.C. Queretarg, Qro, (1987).

26.- Mapherson, C.W. : Reduction of Pseudomona. acruginasa and colifor bactefia in
mouse drinking water following treatment with hydrochloric acid of chiorine. Lah. Anim.

Care., )3 : 737-744 (1863),

27.- Melby, Jr. E. and Balk, M.W. : The tmportance of laboratory anfmal genetics. helath
and the environment in biomedical research. Academic Press.. INC. (1983).

28.- Pérez, T.R. : Existe ¢l Método Clentifico, Historta y Realidad. ed. Fouda de Cultusa
Econgmica. Méxicg (1990).



23

29.- Rhoads. J.E.. Garrott, J.A. : Principios y Prictica de Ctrugia., ed. luteramericans, 4a.
Edicién (1970).

30.- Romero, LA., Lomeli, C. : Establ de una col de ratas (Rattus

narvegicus alhinual Cepa Consanguinea COBS SHR/NCrl. Br., Tésis de Licenciatura
EMVZ Viniversidad Nacional Auténoma de Méxica, (1978).

31.- Rondont, P. : Compendio de Bloquimica., 5a. ed., Ed.. Labar, (1983).

32.- Sptegel, S. and Erichsen, S. and Solleveld. : Antmmal Quality and Models in
Blochemlcal Research,, Elsher Stuttgan., (1981),



24

CUADRO 1 : CEPA, SUBCEPA, GENBRACION FILIAL Y

NUMERO DE INDIVIDUOS VERIFICADOS

CEPA

SUBCEPA GENERACION FILIAL No. INDIVIOUOS

BALB/c

AnN 2 ]

BALB/c

BALB/c

C.B6-H-2>

C.C3-H-2k

A




CUADRO 3 « CEPA, No. REGISTRO PRINCIPAL, 8310, BDAD,
IDENTIPICACION DEL APARBO DE LOS PADARS

. TXT

EDAD IDENTIFICACION DEL
CEPA No. REGISTRO PRINCIPAL SEXO (Semenas ) APAREO DE LOS PAORES

4800 H 7 i)

s N 139 n

] H ] 2

BALB/cAnN 0 H " 2%
“n H 10 n

“n N ° 238

3413 " 7 an

3414 H 17 an

U420 H 14 in

BALB / cby 3421 H K14 n
3427 H 1" s

3420 [ " 2

138 1

140 18

o 181 21
BALB/cd 18 - 19

- C.BEH-2MIB

EXIXIIXx

CC3H-2m18

IIIXIIX

Al

IXTXIIXIX

M« Homira
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CUADRO 3 : ALELOS DEL CPH EN LAS

CEPAS VERIFICADAS

CEPA H-2 Qa-9
BALB/cAnN a ;
BALB / cbyJ

BALB/cJ

C.B86-H-20/11B.
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CUADRO 4 ¢« CEPA, TIPO DE TRASPLANTE, INDIVIDUO DOMADOR ¥ RECBPTOR

PIEL PEL
CEPA DONADOR | DORSO-LATERAL | DORSO-LATERAL | RECEPTOR TIFO OF TRASPLANTE
3169 1 o wn ISOTRASPLANTE
183 [ h ne AUTOTRASPLANTE
nn ' [ e 1SOTRASPLANTE
377 D ' nn AUTOTRASPLANTE
3103 1 [ 2186 ISOTRASPLANTE
C.88-H-2m1B 3103 D i e AUTOTRASPLANTE
3186 S PR 31 ISOTRASPLANTE
3186 RSN - RN & ' : 3186 AUTOTRASPLANTE
2109 N Covpe ] aes 1SOTRASPLANTE
s 1) T e AUTOTRASPLANTE
195 1 [ T ISOTRASPLANTE
3198 [ 1 ares AUTOTRASPLANTE

1« lzquisrda
+ = Individuo musrto & ls induccidn anesileica



CUADRO § « CRPA, TIPO DB TRASPLANTE, INDIVIDUO DOMADOR Y RECEPTOR

CEPA RECEPTOR TIPO DE TRASPLANTE
140 ISOTRASPLANTE
135 AUTOTRASPLANTE
148 ISOTRASPLANTE
160 AUTOTRASPLANTE
L 16t ISOTRASPLANTE
BALB/cY 160 AUTOTRASPLANTE
153 ISOTRASPLANTE
B L1] AUTOTRASPLANTE
155 ISOTRASPLANTE
153 AUTOTRASPLANTE
135 ISOTRASPLANTE
185 AUTOTRASPLANTE
1« lzquierda
O « Derwcha

+ = Individuo musrto & la induccién aneswsica




CUADRO S « CEBPA, TIPO DE TRASPLANTE, INDIVIDUO DONADOR ¥ RECEPTOR

mEL PEL
CEPA DONADOR | DORSO-LATERAL | DORSOLATERAL | RECEPTOR TIPO DE TRASPLANTE
138 ' [ 140 ISOTRASPLANTE
18 ° ' 13 AUTOTRASPLANTE
" o [ m ISOTRASPLANTE
160 0 h 140 AUTOTRASPLANTE
: 1 151 ISOTRASPLANTE
BALwey | e 10 AUTOTRASPLANTE
5 183 ISOTRASPLANTE
181 151 AUTOTRASPLANTE
s 155 ISOTRASPLANTE
8 183 AUTGTRASPLANTE
. 1ss 1 125 ISOTRASPLANTE
s 155 AUTOTRASPLANTE

| = lzquierds
D « Derecha .
+ = Individuo musrto a Ia induccidn snesusica
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CUADRO € « CEPA, TIPO DR TRASPLANTE, INDIVIDUO DONADOR Y RERCEPTOR

PIEL PIEL
CEPA DONADOR | DORSO-LATERAL | DORSO-LATERAL |  RECEPTOR |  TIPO DE TRASPLANTE
203 ! [ 2004 ISOTRASPLANTE
2903 o h 20 AUTOTRASPLANTE
2904 ! o - 2040 ISOTRASPLANTE
2008 D I 2904 AUTOTRASPLANTE
240 N R 2054 ISOTRASPLANTE
ccaHamiB 2440 Y] RO 0 AUTOTRASPLANTE
2054 ) Apt 2093 ISOTRASPLANTE
2084 o R 2084 AUTOTRASPLANTE
2003 | ) 200 ISOTRASPLANTE
2003 D ' 29 AUTOTRASPLANTE
2008 ' ) 203 (SOTRASPLANTE
20 o 1 200 AUTOTRASPLANTE
1« lzquierde
0 - Corecha



CUADRO 7 1 CEPA,

TIPO DE TAASPLANTE.

INDIVIDUO DOMADOR ¥ RECEPTOR

PIEL PEL
CEPA DONADOR | DORSOLATERAL | DORSO-LATERAL |  RECEPTOR TIPO DE TRASPLANTE
@09 I o ast ISOTRASPLANTE
4300 [4 ] 09 AUTOTRASPLANTE
451 ' ] 868 ISOTRASPLANTE
a5 D ! a5y AUTOTRASPLANTE
: 3 4869 ISOTRASPLANTE
BALB/CANN | " - ases AUTOTRASPLANTE
-b @72 ISOTRASPLANTE
= @ AUTOTRASPLANTE
0 489 ISOTRASPLANTE
| @ AUTOTRASPLANTE
D 0% ISOTRASPLANTE
o ans9 AUTOTRASPLANTE
1= lzquierds

D =« Derecha




CUADRO @ 1 CEPA,

TIPO DB TMASPLANTS,

INDIVIDUO DOMADOR Y RECEPTOR

CEPA

PIEL
DORSO-LATERAL

RECEPTOR

TIPO DE TRASPLANTE

BALA/cbyJ -

U
13

414
3

ISOTRASPLANTE
AUTOTRASPLANTE

ISOTRASPLANTE
AUTOTRASPLANTE

ISOTRASPLANTE
AUTOTRASPLANTE

ISOTRASPLANTE
AUTOTRASPLANTE

ISOTRASPLANTE
AUTOTRASPLANTE

ISOTRASPLANTE
AUTOTRASPLANTE

2quisrde
O = Derocha




CUADRO # « CEPA, TIFO DR TRASPLANTE, INDIVIDUO DOMADCAR ¥ RECEPTOR

PIEL
DORSO-LATERAL

MEL
CEPA DONADOR DORSOLATERAL | ARCEPTOR TIRO DE TRASPLANTE
122 t [ 1228 ISOTRASPLANTE
22 0 ) 222 AUTGTRASPLANTE
1228 ' D 1228 ISOTRASPLANTE
1228 ) t 1228 AUTOTRASPLANTE
1226 1 [ 233 ISOTRASPLANTE
Y] 124 o ( i AUTOTRASPLANTE
129 1 o 1234 ISOTRASPLANTE
129 o V 123 AUTOTRASPLANTE
12347 128 ISOTRASPLANTE
1234 1234 AUTOTRASPLANTE
el 1222 ISOTRASPLANTE
12" 123 AUTGTRASPLANTE
| = 12quierda

D = Derecha




CUADRO 10 1 RESULTADO DR LOS ISOTRASPLANTRS

: ISOTAASPLANTES
CEPA ToTAL ACEPTADOS ]~ RECHAZADOS | COMENTARIOS
No. % No. -
BALBCAN . ] 100 ° °
BALBKbYS ] . 100 ° °
R TITVX R R ] s 100 ° 0| Un rastn murid & la induccidn eneswisica

Un ratdn murid & s induccién anesideica

c.caHaMB

a .




CUADRO 11 1 RESULTADO DR LOS AUTOTRASPLANTERS

AUTOTRASPLANTES

CEPA — YOTAL PTADOS | — NECHAZADOS | COMENTARIOS
No. % No. *
BALB/CANN . (] 100) ° °
BALB/Oby) . . 100 ° °
BALR/CY [} s 100) 0 .| 0 | Unrattn murid e la induccitn ensstlsica
C.Be-H-20M8 L] ihvimmnmm
CCIHAB - [

L2




CUADRO 11 : RESULTADO DR LOS AUTOTRASPLANTES

AUTOTRASPLANTES
CEPA AL P [ NECHAZADOS | COMENTARIOS
. [ % Ne. %
BALBVCANN [} [} 100 [ 0
BALBVobyS [} . 100 ° [
BALBVCY [ s 100} ¢ [ 0 | Unretdn murid e la induccidn anestdeica

C.B&-H- 218 0 | Unratin murid  la induocidn enesieica

CCa-H-218

<]




CUADRO 12 : CEPAS,

35

TRASPLANTES ACEPTADOS Y RECHAZADOS

ANTES Y DESPUES DE LOS 21 DIAS

TRASPLANTES (EN 100 DIAS DE OBSERVACION)

CEPA ACEPTADOS| RECHAZADOS(%)
% <21 DIAS 21 DIAS

BALB/cANN 100 0 0

BALB/cbyJ 100 ) 0

BALB/CJ

C.C3-H-2K1IB

A

100
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26 —

20 ~

16

NUMERO DE CEPAS

Y T T T T T T T
1082 1984 1986 1968 1990 1092

Figura. 1 TENDENCIA EN EL NUMERO DE CEPAS DE RATON
EN EL L I. B. UNAM. DE 1982 A 1992



Figura. 2 DIAGRAMA DEL PROCEDMENTO SEGUIDO PARA REALIZAR LOS
ISOTRASPLANTES (@) Y LOS AUTOTRASPLANTES ( -~ )



CF = COLONIA
FUNDADORA

CE = COLONIA DE
T EXPANCION
CP = COLOMA DE
COLOM

PRODUCCION
,2v23

FIGURA 3 ORGANIZACION DE LAS COLONIAS DE CRIANZA ENEL I. I. B; U. N. A. M.
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Figsa 4 COMPLEJO PRNCIPAL DE HISTOCOMPATIBILIDAD DEL RATON (COMPLEJO H-2) LOGALIZADO
EN EL CROMOSOMA 17. LAS LETRAS INDICAN LAS REGIONES



GENERACION
FILIAL ‘

F 27 4646)4650 | @ aeszl
F 28 (4732 4737' @ 4739 @ 4730’ 4744]a742 @ nze'

F 29 ‘RATONAS VERIFICADAS No. 4809 4851 4865 4869 4872 48893

ACOTACIONES: OHEMBRA DMACHO No. NUMERO DE
REGISTRO INDIVIDUAL

FIGURA 5 TABLA GENEALOGICA - CEPA BALB/cANnN



GENERACION
FILIAL -

¥cuNooNonNonlonlon
XonNctRcnlicnNonon

F 2;"@0Ngs,yeammms; No. 135 140 151 13 155 163 )

- acotaciones: () HemeRa DMACHO No. Nimero de
S G registro individual

'FIGURA 6 TABLA GENEALOGICA CEPA BALB/cJ



GENERACION
FILIAL

= @F @8 e
-+ = € e e e e e g

F 28 @ATONAS VERIFICADAS: Lo 3413 3420 3421 3427 3430 )

‘ D MACHO  No. Numero de registro
o Individual

FIGURA 7 TABLA GENEALOGICA' CEPA BALB/cbyd



GENERACION
FILIAL

G - - R =

1 I

F 29 |RATONAS VERIFICADAS: No. 3177 3183 3163 3195 3186 3189 J

ACOTACIONES: OHEMBRA DMACHO No. NUMERO DE REGISTRO
PRINCIPAL

FIGURA 8 TABLA GENEALOGICA CEPA C. B6-H-20/ B



GENERACION

FILIAL
“F2s .
F.26 @‘2005

F 29{RATONAS VERIFICADAS: N». 2903 2904 2893 2898 2640 2854 )

acomaciones: ()HEMBRA '“_MACHO No Numero de registro
T el individual

FIGURA 9 TABLA GENEALOGICA CEF”A}'(II.VV‘C‘.Ci—FI-2k / l‘il. B.



GENERACION
FILIAL

m

10”;, , - 947] sas

Fr Geelee] o (e (ouee

@)= @
1234 1238 J

. AGOTACION F MACHO  No. Nomero de registro
e Syl Individual

Figura 10 TABLA GENEALOGICA CEPA A/J
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