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Resumen.

La proteina Qa-2, es una proteina clase Ib, codificada por cuatro genes Q6,
Q7, Q8 y Q9, localizados en el extremo telomérico del complejo principal de
histocompatibilidad del raton ( MHC ), en embriones es codificada solo por los
genes Q7/Q9. Al gen Q9 se le ha denominado gen Ped ( premplantation embryo
development ), por los hatlazgos de que influencia la velocidad de desarrollo de los
embriones preimplantados, asi mismo se le ha relacionado con aumentar el
tamano de la camada, el peso al hacer y el peso al destete de los ratones.

El presente trabajo tuvo como objetivo evaluar las funciones asociadas a la
proteina Qa-2 sobre el desarrollo embrionario y la reproduccioén, para lo cual se
evalué el desarrollo preimplantatorio in vitro y los parametros reproductivos:
tamarno de la camada, ntiimero de partos por hembra y crias destetadas en cuatro
cepas de ratones, C57BL/6J y BALB/cJ ( Qa-2 positivas ); B6.K1 y BALB/cAnN (
Qa-2 negativas ) pertenecientes al bioterio del Instituto de Investigaciones
Biomédicas, UNAM.

Los resultados muestran que las cepas Qa-2° presentan una mayor
velocidad de desarrollo in vitro y mayor viabilidad; sin embargo en el parametro
tamafo de la camada, que esta relacionado con la expresion de Qa-2 no se
encontré diferencia entre las cepas Qa-2 positivas y negativas.

Por otra parte se presentan evidencias que sugieren la participacién de
otros factores diferentes a Qa-2 que influencian la velocidad de desarrollo, al no
existir diferencias entre una cepa Qa-2* BALB/cJ y una cepa Qa-2° B6.K1. La
identificacion de estos factores podria ser de gran importancia para ahondar en los
mecanismos que regulan los procesos reproductivos, que permitan en un futuro el

mejoramiento de la reproduccion animal.
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Summary

The Qa-2 protein, is a class Ib protein encoded by four genes Q6, Q7, Q8
and Q9, iocated at the telomeric end of the major histocompatibility complex
(MHC), in embryos is encoded by Q7 and Q9 genes. Q9 is called Ped gen
(preimplantation embryo deveiopment) since it has influence over mouse embryo
cleavage, also it has been related with increasing mouse litter size, birth weight
and weaning weight.

The aim of this research was the evaluation of the functions associated to
Qa-2 protein on the mouse embryo development and into mouse reproduction.
Therefore the in vitro preimplantation embryo development and reproductive
parameters such as litter size, parturition number by female, and pups weaned
were evaluated in four mouse strains. C57BL/6J, BALB/cJ ( Qa-2 positive ), B6.K1
and BALB/cAnN ( Qa-2 negative) which belonged to the facilities of Institute of
Biomedical Research, UNAM.

The resuits show that Qa-2" strains have a faster embryo development, in
vitro, than Qa-2" strains. However, the litter size parameter related to Qa-2
expression was not different among Qa-2* and Qa-2"strains.

On the other hand results show evidences that suggest the participation of
the others factors that influence preimplantation embryo development, considering
that not differences among BALB/cJ, Qa-2" and B6.K1, Qa-2~ were found . The
identification of these factors could be important in order to understand the
mechanisms that regulate reproductive process, which will lead to improve the

animal reproduction.
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1. INTRODUCCION

1.1. Antecedentes.

El desarrollo cientifico ha estado ligado a obtener un mejoramiento en las
condiciones de vida de la poblacion humana, una parte importante es la obtencion
de fuentes alimenticias a partir de la crianza, produccién y mejoramiento de los
animales domeésticos. En un principio el obtener animales con las mejores
caracteristicas productivas fue un proceso lento, ya que se realizaba a través de la
seleccion de los mejores ejemplares. Hoy en dia el desarrollo de tecnologia, como
la micromanipulacién de gametos, desde la maduracion de ovocitos, fertilizacién,
cultivo y seleccion de embriones in vitro para su posterior transferencia aunado a
las técnicas de transgenesis y clonaciéon ha llevado a un gran avance en
relativamente poco tiempo.

Para el mejoramiento de las especies domésticas un interés especial se ha
centrado sobre el complejo principal de histocompatibilidad, MHC ( de las siglas en
inglés: major histocompatibility complex ); la importancia del MHC radica en su
participacion en fenomenos inmunes y no inmunes ( Edidin, 1983 ). De entre los
fendmenos no inmunes destaca su relacion con la reproduccion ( Warner, 1986 ;
Le Bouteiller, 1994; Jurisicova et al.,, 1996; Choudhury and Knapp 2001 ).

1.2. MHC

El MHC es un grupo de genes que codifican para proteinas, involucradas
en la respuesta inmune ( Yan, 2003 ). Estas proteinas se localizan en la superficie
de las células de cada individuo y participan activamente en la respuesta inmune a
antigenos proteicos; los linfocitos T reconocen segmentos de antigenos proteicos,
como son péptidos, unidos a moléculas codificadas por los genes del MHC
(Bouvier, 2003).

El modelo biologico en el cual el MHC ha sido mejor estudiado es el ratéon, y
se localiza en el cromosoma 17. Los genes del MHC se dividen en tres clases:
clase |, clase Il, y clase lll, los productos de estos genes son proteinas, que se
clasifican al igual que los genes en clase |, clase |l y clase Ill, respectivamente.
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Las proteinas clase | y Il son glicoproteinas de membrana; mientras que las de
clase lll corresponden principalmente a componentes del complemento y a
algunas moléculas solubles como el factor de necrosis tumorait ( Fahrner et al.,
1987; Cai et al., 1996 ).

Los genes del MHC clase | estan constituidos por ocho exones y siete
intrones. El exén 1 codifica para el péptido sefial, el exdn 2 para el dominio alfa 1,
el exon 3 para el dominio alfa 2, el exén 4 para el dominio alfa 3, el exén 5 para
el dominio transmembranal y los exones 6, 7 y 8 para el dominio citoplasmatico
(Flaherty et al., 1990; Stroynowski, 1990).

Las moléculas de clase | del raton, a su vez, se subdividen en moléculas
clasicas o clase 1a y no clasicas o clase 1b. Las moléculas clasicas son
codificadas en las subregiones K y D del MHC, se caracterizan por ser altamente
polimérficas; se expresan en la mayoria de los tejidos, su funcién es la de
presentar péptidos, de 8 a 10 aminoacidos, a los linfocitos T CD8+, los cuales son
capaces de destruir a células infectadas ( Bouvier, 2003 ).

Las moléculas no clasicas o clase Ib son codificadas por genes localizados
en las regiones Q y TL ( Flaherty et al.,, 1990 ), aunque la funcion de éstas
moléculas se desconoce se les ha relacionado con procesos inmunolégicos y

reproductivos (Warner et al .,1991; Braud et al.,1999).

1.3. Complejo Principal de Histocompatibilidad y su relacion con la
reproduccion.

Estudios serolégicos han demostrado que existen al menos 5 productos
distintos, de genes no clasicos o genes 1b en el raton, designados como Qa-1,
Qa-2, Q10, Tlay H-2 M (Flaherty, 1990).

En células somaticas, la expresion de algunas proteinas del MHC
requieren la coexpresién de varias moléculas, como la calreticulina, tapasina,
Beta; — microglobulina ( Bz-m ) y las moléculas transportadoras TAP1 y TAP2

(Ke et al., 2000).
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La importancia en el area reproductiva de algunas de estas moléculas, ha
sido comprobada en diferentes estudios. Asi, los ratones knockout fB,-m,
presentan problemas severos de fertilidad, aunque se reproducen. Ratones con
niveles bajos de B2-m, obtenidos al cruzar un ratén knockout f2-m con una cepa
silvestre, presentan fertiidad baja, comparados con la cepa silvestre, por lo se
propone que f32-m es necesaria para un desempeno optimo de la reproduccion y el
desarrollo de los embriones en etapas preimplantatorias ( Fernandez et al 1996 ).

Por otro lado, ademas de [32-m, se han encontrado proteinas del MHC
clase 1a presentes en ovocitos y en embriones en 2 células y estadios
posteriores. Se ha observado que los mMRNAs que codifican para proteinas clase
la, clase Ib y f32-m son sintetizados después de la etapa de cigoto. Esto sugiere
que las proteinas de origen materno son degradadas pero nuevas proteinas del
MHC clase 1a son sintetizadas por parte del embrién en 2 células ( Fernandez et
al.,1999).

La presencia de genes asociados con la velocidad de desarrollo en
embriones de raton fue descrita por Goldbard et al., ( 1982 ) y posteriormente
Warner et al., ( 1986, 1987 ) los relacionaron al MHC.

La proteina Qa-2 codificada por los genes Q6, Q7, Q8 y Q9 del MHC ha
sido relacionada directamente con la reproduccion y en especial con el desarrolio
de embriones preimplantados. ( Warner et al., 1991 ). En estudios posteriores la
proteina Qa-2 fue descrita como el producto del gene Ped, Q9 ( Preimplantation
embryo development ) que influencia la velocidad de desarrollo de los embriones
de ratdn en etapa preimplantacional, y es ademas una proteina clase 1b o no
clasica ( Warner et al., 1999 ).

Los mMRNAs para el par Q7/Q9 han sido detectados en ovocitos y en
embriones preimplantatorios y su producto Qa-2 parece estar involucrado en la
regulacion de la diferenciacion celular y en la velocidad de segmentacion ( Cai et
al.,, 1996; Fernandez et al., 1999 ). Se ha propuesto que el MHC y el gen Ped
contribuyen o estan asociados con la longevidad de los ratones, por un acelerado
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desarrollo de los embriones,asi los ratones Qa-2 positivos tendran un promedio de
vida menor que aquellos con un desarrollo lento ( Tarin, 1997 ).

En otras especies también existen genes ligados al MHC, que controlan el
crecimiento, la reproduccion y la susceptibilidad al cancer y a infecciones. En la
rata existe la regidén grc, region que ha sido localizada entre los genes clase |
RT1.E ( un locus homologo al H-2K y H2-D en el raton y al HLA-A y HLA-B en el
humano) y RT1.G el que es considerado homodlogo a la regién TL del raton.
Dentro de esta region se han identificado 3 loci; ft ( fertility ) asociado con la
capacidad reproductiva; dw-3 ( dwarf-3 ) asociado con el tamafio corporal y rcc
(resistance to chemical carcinogens). También se ha reportado que ratas
homocigotas para una delecién de 70 kb en la region grc ( grc- ) tienen un tamano
pequefio, presentan una elevada mortalidad perinatal e infertiidad parcial en
hembras o completa en machos; junto con una elevada susceptibilidad a
carcinégenos ( Gill et al., 1999 ). En humanos también se ha propuesto que el HLA
(human leukocyte antigens, MHC en otras especies), influencia el desarrollo de
los gametos, la segmentacion de los embriones, la formacidn de blastocistos y del
trofoblasto, la implantacion, el desarrollo fetal y la sobrevivencia del producto
(Jurisicova et al., 1996; Choudhury et al., 2001).

Todo lo anterior sustenta evidencias importantes que soportan la relacion
entre el MHC vy la reproduccion en mamiferos, aunque los mecanismos de accion
no estan bien comprendidos es claro que el papel del MHC involucra mas que la
regulacidn de la respuesta inmune a través de la presentacién de antigenos y que
la expresion de genes del MHC en embriones durante la etapa preimplantacional,
es parte esencial de un buen funcionamiento reproductivo.

Una de las proteinas del MHC del ratén no clasicas mas estudiadas ha sido
la proteina Qa-2 por su asociacion con el sistema inmunolégico ( Das et al., 2000),
su capacidad de mediar resistencia a la cisticercosis murina ( Fragoso et al., 1998)

y por sus funciones en la reproducciéon ( Warner et al., 1999 ).




1.4. Proteina Qa-2

El locus Qa-2 fue descubierto por Flaherty en 1976 como una region
localizada entre el H-2D y el loci Tla. Este loci difiere entre las cepas congénicas
de ratones B6.K1 y B6.K2, siendo el antigeno Qa-2 expresado en células
hematopoyéticas de B6.K2 pero no en B6.K1 ( Stroynowski, 1990).

Qa-2 es codificada por cuatro genes Q6, Q7, Q8 y Q9, pertenecientes a la
region Q del MHC del raton ( Flaherty, 1990 ). Q6 es similar a Q8; y Q7 es similar
a Q9.

Aungue cada uno de los genes pueden codificar la proteina Qa-2, en la
gran mayoria de las células que expresan la proteina, los genes que la codifican
es el par Q7/Q9 (Mellor et al., 1985; Stroynowski et al., 1990; Stroynowski, 1995),
y en embriones solo se han detectado mRNAs para el par Q7/Q9 (Cai et al.,
1996).

La proteina Qa-2 estd wunida a Ila membrana celular por
glicofosfatidilinositol, tiene un peso de 40 KDa y como todos los antigenos del
MHC clase | esta unida a Bz microglobulina. Existe ademas una forma soluble de
la proteina Qa-2 con un peso de 39 KDa. Ambas formas presentan tres dominios
al, a2, y a3, éste uUltimo unido por interacciones no covalentes a la proteina 2-
microglobulina la cual le da estabilidad ( Figura 1 ).

La forma soluble de 39 KDa es detectable en el sobrenadante de cultivo de
espleho‘civtjds y se ha comprobado que es producida a través de un “splicing”
alternativo del exon 5 ( SQa-2 ) ( Ulker et al., 1990; Tabaczewski 1994). Existe
otra: ;flélr’r‘na soluble que es derivada de la proteina unida a membrana (MDQa-2)
la" cual es liberada de la membrana por la enzima fosfolipasa C (Tian et al.,1992 ).
Las:'dds formas solubles han sido detectadas después de la estimulacion de los
linfocitos T con substancias mitogénicas como concavalina A y se ha sugerido
que las formas solubles pudiera tener un papel inmunoregulatorio ( Tabaczewski
et al.,1994 ).

La expresion de Qa-2 es detectada en diferentes tejidos, esta presente en
linfocitos T( Cai et al.,, 1996 ), en la camara anterior del ojo ( Niederkorn et al,,
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1999 ) en foliculos pilosos, en placenta ( Fahrner et al., 1987 ), en blastocistos ( Xu
et al., 1994 ) en espermatozoides y testiculo ( Ungchusri et al., 2001 ), en otros
tejidos como pulmodn, higado y rifidn se han detectado mRNAs de Q7/Q9
(Fahrner et al., 1987). Mientras que en corazén, higado, intestino, pulmoén, rindn
y piel se han detectado mRNAs para Q6/Q8 ( Wang et al., 1996 ).

Fig.1 Modelo tridimensional de la estructura de Qa-2, formando complejo con el
péptido L19 ( He X. et al2001 ). Se observan los dominios « 1,2 y 3, unidos a 2

microglobulina.
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1.5. Qa.2 y desarrollo embrionario.

Qa-2 es expresada en la superficie de los embriones preimplantados ( 0-3
dias post-coito ) se ha demostrado que el fenotipo Ped fast ( division rapida ) se
correlaciona en forma directa con la presencia o ausencia de Qa-2 en la
membrana celular de los embriones ( Warner et al., 1987a).

Al gen Q9 se le ha denominado gen Ped, y la proteina Qa-2, producto de
éste gen, ha sido relacionada con influenciar el desarrollo embrionario. La Figura 2
muestra la ubicacién que se le ha asignado al gene Ped en el MHC del ratén. Las
cepas de ratones que expresan a la proteina Qa-2 se desarrollan mas rapido que
aquellas cepas que no la expresan; asi cuando se adiciona el transgene Q9, a
cepas de ratones Ped slow ( division lenta ), se convierte el fenotipo en Ped fast
( division rapida ) (Xu Y et al., 1994).

Utilizando a las cepas congénicas B6.K1 y B6.K2, que sdlo se diferencian
en la regiéon Q del MHC, se observo que durante la etapa preimplantatoria los
embriones de la cepa B6.K2, Qa-2 positivo ( divisién rapida ), presentan una
division celular mas rapida, con respecto a los embriones Qa-2 negativos ( division
lenta ), de la cepa B6.K1 ( Warner et al.,, 1991 ).

La importancia biolégica del gen Ped, toma especial interés en la
transferencia de embriones; en diversos estudios, con embriones de ratén,
aquellos que manifiestan el gen division rapida sobreviven mejor a la transferencia
e,mrbr’ionaria y en mayor numero; mientras que los embriones con el gen division
Ienté, el porcentaje de sobrevivencia es menor ( Warner et al., 1993 ).

En otras especies y en el caso especifico de los cerdos, los embriones que
tienen una menor velocidad de divisidn, son menos capaces de sobrevivir
comparados con los embriones de mayor division celular. Esta incapacidad esta
determinada por el lento desarrollo embrionario y las condiciones uterinas de la
madre. El efecto de asincronia entre las condiciones uterinas y el desarrolio
embrionario afecta de manera directa a los embriones de menor desarrollo. Tal
efecto se ha observado en cuitivos in vitro de embriones de cerdo, algunos

embriones se presentan en estado de blastocisto y otros en morula o bien exhiben



un menor desarrollo, después de la transferencia de embriones; los embriones
mas desarrollados sobreviven mejor ( Wilson et al., 2001 ).

En el cultivo in vitro de embriones preimplantados se han observado
diferencias en la velocidad de desarrollo, éstas diferencias se han relacionado con
varios factores, los cuales pueden ser clasificados en dos grupos: geneticos y
ambientales; dentro de los genéticos esta la especie, raza y sexo del embrién y en
los ambientales esta el medio o medios de cultivo utilizados (Ho et al.,1995;
Biggers et al.,, 2000), volumen del medio, nimero de embriones cultivados por
grupo (Lane et al.,1992) y condiciones de cuitivo como el CO; y la temperatura.

En varias especies de mamiferos se han observado diferencias en la
velocidad de desarrollo embrionario y en algunas de ellas una mayor velocidad de
desarrollo se ha ligado con el sexo, asi en ovejas, humanos y ratones, se han
observado diferencias en el desarrolio embrionario entre machos y hembras en
estudios in vitro, estas diferencias se han ligado al cromosoma Y ( Mittwoch 1993;
Kochhar et al.,, 2001 ) Sin embargo se demostrado que la delecion del gen SRY
no afecta la velocidad de desarrolio de los embriones murinos. ( Pergament et al.,
1994 ).

En contraste se ha mencionado que morfoldgicamente no se presentan
diferencias en los embriones, pero al realizar el conteo de nlcleos se ha
observado que los machos tienen mas células que las hembras, aunque estas se
compactan antes, esto ha sido asociado con el medio de cultivo. ( Peipo et
al.,1995 ).

Solamente en el ratén se ha identificado al gen Ped y a su producto la
proteina Qa-2, que influencian la velocidad de desarrollo embrionario, y aunque en
otras especies se han observado diferencias en la velocidad del desarrollo
embrionario no se ha identificado el gen o los genes que controlen estos procesos,

ni tampoco si estan relacionados con el MHC.



1.6. Gen Ped ( Preimplantation Embryo Development).

Dentro de las propiedades que han sido asignadas al gen Ped figuran:

La Presencia de dos alelos para el control de la velocidad de segmentacion:
uno de velocidad rapida ( fast ) y el otro de velocidad lenta ( slow ). El alelo fast es
dominante ( Warner et al., 1988 ) no afecta el tiempo de ovulacion ( Goldbard et
al., 1982 ); el fenotipo se manifiesta durante la primera division del embrion
(Warner et al., 1988), el cual es independiente del ambiente uterino ( Brownel! et al
1988 ). El gen Ped esta ligado a la region Q del MHC del raton ( Warner et al.,
1987 ), es codificado por dos genes, Q7 y Q9, el alelo slow es una delecién de
ambos ( Wu et al., 1999 ). Las cepas de ratones con el fenotipo fast tienen los dos
genes, Q7 y Q9, sin embargo, algunas cepas sodlo transcriben Q7 y otras Q9 vy
algunas mas transcriben ambos ( Cai et al.,1996; Wu et al.,1998 ). El uso de
oligonucledtidos antisentido para el par Q7/Q9 inhiben la expresion del gen Ped y
dan el fenotipo division lenta. ( Xu et al., 1993 ) y la introduccion del transgen Q9
en una cepa con el alelo slow la convierte del fenotipo slow al fenotipo fast ( Xu et
al., 1994 ); el producto del gene Ped es la proteina Qa-2 ( Warner et al., 1987 ).

La proteina Qa-2 se une a la superficie de los embriones por un enlace de
glicosilfosfatidilinositol ( GPI ) y su remocién altera en forma negativa la velocidad
de desarrollo ( Tian et al.,, 1992 ) y su expresion aumenta la velocidad de
desarrollo ( McElhinny et al., 2000 ). Se han reportado otros efectos del gen Ped
y de la proteina Qa-2 sobre la reproduccién del ratén, entre ellos se encuentra el
aumentar el tamaro de camada, el peso al nacer y el peso al destete. (Warner et
al., 1991y 1993 ).

Los efectos de Qa-2 sobre la reproduccion en el ratén son importantes por
que uno de los principales parametros reproductivos es el tamario de la camada,
la obtencion de hembras con un mayor tamafio de camada tiene importancia
directa sobre la produccion.

Asi en las especies muiltiparas, como los cerdos y conejos, la productividad
de la hembra es medida por el nimero de crias destetadas por parto y esta

directamente relacionada con el tamarfio de camada. En éste parametro se ha
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trabajado con el fin de mejorar la productividad; la seleccion para aumentar el
tamafo de camada y para aumentar el peso de las crias al destete, se traducen en
la obtencion de mas crias con mejor peso que representaran una mayor

produccion de carne para la venta, producida por una hembra.

1.7. Qa-2 y resistencia a la cisticercosis.

La proteina Qa-2 ha sido estudiada ampliamente, sin embargo aun se
desconoce mucho acerca de ésta proteina, asi como también de su mecanismo
de accion. Entre las funciones no inmunes destaca su relacion con el desarrolio
embrionario y en las funciones inmunologicas su relaciéon con la resistencia a la
cisticercosis.

En un estudio sobre la cisticercosis murina, producida por el metacéstodo
de Taenia crassiceps ( céstodo semejante a Taenia solium ) se observdé que
existen diferencias importantes en cuanto a la susceptibilidad del hospedero a la

infeccion, en diferentes cepas de ratones. Utilizando dos sublineas BALB/cJ y
" BALB/cAnNN se comprobo que la primera es resistente, y es Qa-2 positiva,
mientras que la segunda carece de la proteina Qa-2 y es susceptible ( Fragoso et
al., 1996 ). Estudios de ligamiento genético entre la expresion de Qa-2 y la
resistencia a la cisticercosis murina han permitido asociar a la proteina Qa-2 con
funciones implicadas en la resistencia a la cisticercosis. Esta relacion entre la
expresion de la proteina Qa-2 y la resistencia a la cisticercosis fue comprobada
utilizando ratones trangénicos que sobreexpresaban la proteina Qa-2, en un fondo
genético Qa-2 negativo y susceptible a la cisticercosis. Los resultados mostraron
una asociacion entre la alta expresion de ésta proteina, en estos ratones, y una

disminucioén de la susceptibilidad a la cisticercosis murina ( Fragoso et al., 1998 ).

1.8. Expresion de Qa-2.
Las diferentes cepas de ratones existentes, y aun las silvestres expresan o

carecen de la proteina Qa-2 ( O'neill et al., 1986 ). El nivel de expresion de Qa-2

varia entre cepa y cepa, sin embargo aun cuando las cepas positivas a Qa-2
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pueden expresarla en nivel alto o bajo no se presenta ninguna variacion
serolégica detectable. Los fenotipos alto o bajo han sido definidos en base a la
diferencia en el nimero de genes que codifican a Qa-2 ( figura 3 ) (Flaherty et al.,
1990; Water et al., 1991). Diferentes estudios han sugerido que la mayor parte de
la proteina Qa-2 unida a la membrana celular es codificada por los genes Q7 y Q9,
sin embargo el producto de los genes Q6 y Q8 también ha sido detectado en la
membrana celular ( Stroynowski et al., 1995 ).
Genes Qa-2

D®° - N
Qi1® Q2° Q3° Q4° Qs5° as” Q7° Qs® Qg® Q1o0”

cs7BL/I10 -~ --
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Fig. 3 Organizacion de los genes clase lay b del MHC, en el cromosoma 17; de 4 cepas
diferentes de ratones; C57BL/10 presenta 4 genes que codifican para la proteina Qa-2;
mientras que BALB/c presenta una delecién de 7 pares de bases en el gen Q8 y Q9 y una
delecion del gen Q3 ( Stroynowski et al., 1995 ) y B6.K1 presenta deleciones en los 4
genes que codifican a Qa-2, ademas deleciones en Q3 y Q5 ( Ginger et al., 1999 ).

Dentro de las cepas positivas a Qa-2 se encuentran C57BL/6 ( abreviado
B6 ) ; C57BL/10 y C57BL/6Boy, entre otras que presentan una expresion alta por
la presencia de los 4 genes Q6, Q7, Q8 y Q9 ( figura 3 ). La cepa BALB/c presenta
—
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una variacién fenotipica importante en el cromosoma 17, en el locus del MHC; lo
que ha dado por resuitado la presencia de cepas positivas y negativas a Qa-2.
Los ratones BALB/cJ y las sublineas derivadas de ellos son Qa-2?, esto es, que
expresan la proteina Qa-2, por otra parte la cepa BALB/cCAnN vy las sublineas
derivadas de ella son Qa-2° y no expresan la proteina Qa-2 ( Potter et al., 1985 ).

En BALB/cJ el gen Q8/Q9 presenta una delecion de 7 bases en el exén 3 y
por resultado hay un codén de terminacion temprano, asi Q8/Q9 no codifica la
proteina Qa-2 y expresa el fenotipo Qa-2 bajo, el cual esta dado por la expresion
del gen Q7 ( Nakayama et al.,, 1991 ), ya que no se han detectado mRNAs para
Q6 en embriones ( Cai et al., 1996 ). En otras sublineas de BALB/c ( por ejemplo
BALB/cAnNN y BALB/cBy ) se presenta una delecion adicional en los genes Q6 y
Q7, dando el fenotipo nulo para Qa-2 ( Mellor et al., 1985 ).

Otras cepas con fenotipo nulo presentan extensas deleciones en la region
Q, como por ejemplo C3H y B6.K1 ( Fig. 3 ) ( O'neill et al., 1986 ).

Diferencias fenotipicas adicionales, ademas de la presencia de Qa-2, entre
las cepas BALB/cJ con respecto a BALB/cANN, son niveles mas altos de
testosterona en los machos, un mayor nivel de enzimas adrenales involucradas en
la sintesis de catecolaminas que se relacionan con el temperamento mas

agresivo y niveles altos de alfafetoproteina ( Roderick et al., 1985 ).

1.9. Justificacion
La proteina Qa-2 es un antigeno del MHC, no clasico de clase |, que se ha

implicado tanto en la respuesta inmune innata y adaptativa asi como también en el
desarrolio embrionario.

Ademas, se le ha encontrado asociada con la resistencia a la cisticercosis
experimental murina por T. crassiceps. La heterogeneidad de sus funciones
sugiere que podria ser una proteina pleiotropica. Al respecto, de su posible funcién
en el desarrollo embrionario, se le ha relacionado como producto det gen Ped con
base en observaciones que muestran que los ratones Qa-2° presentan, en
estudios in vitro, una velocidad de desarrollo embrionario mayor, lo cual tiene



como consecuencia un mayor numero de crias al nacimiento y con un mayor peso
(Warner et al., 1991 ). Sin embargo, un analisis realizado con los datos del indice
reproductivo de las cepas BALB/cAnN ( Qa-2" ) y C57BL/6J ( Qa-2* ) del bioterio
del Instituto de Investigaciones Biomédicas de la UNAM, se reportan datos que no
parecen confirmar las propiedades Ped ( preimplantation embryo development )
de la proteina Qa-2. Considerando la relevancia que pudiera implicar a nivel
agronomico el identificar una proteina que mejore los indices reproductivos de las
especies animales productivas, es que se justifica reevaluar las propiedades de

Qa-2 en el desarrollo embrionario.
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2.- HIPOTESIS

“ Si Qa-2 es la proteina Ped (preimplantation embryo development) entonces los
ratorjes Qa-2 positivos deberan tener las funciones asignadas a la proteina Ped,
presentando una velocidad de desarrollo embrionario in vitro y un tamario de

camada mayor que las cepas Qa-2 negativas .



3.- OBJETIVOS

Objetivo General

Evaluar las funciones de Qa-2 asociadas con la velocidad de desarrolio

embrionario in vitro y con el tamario de camada, en cepas de raton Qa-2 positivas

y negativas.

Objéti\/os P‘ayi;tic'uiér'e's

1.- Reahzar un estudlo sobre los parametros reproductlvos Numero de partos por
hembra Ta m‘)“ de Ia camada y crias destetadas por parto en ratones
perteneCIentes a Ias cepas Qa-2 positivo; C57BL/6J, BABL/cJ vy en cepas Qa-2
;. "BALB/cANN y B6.K1; pertenecientes al bioterio del instituto de

ilhviés"t}i-'gacmnes Biomédicas, UNAM.

2.- Evaluar jn vitro la velocidad ‘de segmentacion en los embriones de ratdon
pertenecientes a las cepas C57BL/6J, BALB/cJ; Qa-2 positivo y en las cepas
BALB/cANN y B6.K1; Qa-2 negativo, durante el periodo de preimplantacion.

3.- Evaluar la expresion de la proteina Qa-2 durante el periodo de preimplantacion
en los embriones de ratén desarrollados in vitro, de las cepas C57BL/6J, BALB/cJ,

BALB/cAnN y B6.K1



4. Material y Métodos
4.1. Cepas de ratones

Las cepas de ratones utilizadas fueron C57BL/6J, ( abreviada como B6 );
B6.K1 y dos sublineas de BALB/c; BALB/cJ y BALB/cANN.

Los stocks originales de las cepas C57BL/6J, BALB/cJ y BALB/cAnN
provinieron de los laboratorios Jackson; y los de la cepa B6.K1 fueron donados
por el Dr Mark Soloski ( Johns Hopkins University School of Medicine USA ).
Todos los ratones utilizados fueron mantenidos y reproducidos en el bioterio del
‘Instituto de Investigaciones Biomédicas, UNAM.

Los ratones para el estudio del desarrollo in vitro fueron alojados en grupos
de 5 ratones por jaula, con un fotoperiodo de luz: obscuridad de 12 hrs., alimento
y agua ad libitum. EI manejo de los ratones fue de acuerdo a la guia del National

Research Council, establecido ya en el bioterio.

4.2. Registros de produccion

Para el analisis reproductivo de las cepas Qa-2 positivas y negativas, se
utilizaron los registros de produccion de C57BL/6J, BALB/cJ, cepas Qa-2
positivas; B6.K1 y BALB/cAnN cepas Qa-2 negativas; pertenecientes al bioterio
del Instituto de Investigaciones Biomédicas UNAM.

Los registros de produccién comprendieron 2 periodos, el primer periodo de
febr}ejrc';idtl-vég‘_l‘ 999 a diciembre del 2000 y el segundo periodo de enero del 2001 a
" junio del 2003.

‘ Enﬁe'l .p'rimer periodo se evaluaron en forma retrospectiva a las cepas B6 y
BAIV_B/cAn'NV y los datos obtenidos se compararon entre estas dos cepas. EI
manejo reproductivo de estas cepas, durante el primer periodo fue por medio de
un sistema monogamico intensivo, es decir un macho y una hembra juntos durante
toda su vida reproductiva, la cual inicid entre las 9 y 10 semanas de edad y
terminé 25 semanas después, cuando fueron reemplazadas; las crias se

destetaron a los 21 dias de edad.
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Los datos obtenidos en este periodo correspondieron al indice de eficiencia
reproductiva.

El indice de eficiencia reproductiva evaltia el comportamiento reproductivo
de una colonia y se define como: El numero de crias destetadas por semana por
hembra apareada; y se obtiene de la siguiente manera:

IER = numero de animales destetados X7
Vida productiva ( dias )

La vida productiva es el periodo que dura una hembra con un macho, con
fines reproductivos y se obtiene de restar la fecha del primer apareo de la fecha del
ultimo destete ( Poole 1999 ). Si bien éste indice nos permite conocer de manera
objetiva y general datos importantes de reproducciéon; puede verse afectado de
manera importante por la mortalidad de las crias durante la lactancia, por el
numero de hembras que quedan gestantes y por los dias entre parto y parto.

También se evalué el tamafio de la camada (promedio de crias por parto),
parametro que ha sido reportado estar influenciado por la proteina Qa-2. Este
parametro es un dato que el indice de eficiencia reproductiva no permite distinguir,
asi mismo se evaluaron los siguientes parametros reproductivos: promedio de
partos por hembra, promedio de crias destetadas por parto asi como el promedio
de estro post-parto fértil; éstos tres parametros influencian en forma directa el
indice de eficiencia reproductiva.

En el segundo periodo el manejo reproductivo fue a través de un sistema
poligamico intensivo, en trio, un macho y dos hembras, al igual que en el periodo
anterior su vida productiva inicid entre las 9 y 10 semanas de edad y durs 25
semanas; el destete se realizé a los 21 dias. En éste periodo se obtuvo el numero
de partos por hembra, el tamario de la camada, el numero de crias destetadas por
parto y el porcentaje de mortalidad durante la lactancia.

lLos resultados obtenidos se compararon entre las cepas positivas y
negativas con el mismo fondo genético, con lo cual se compararon los resultados
de C57BL/6J con B6.K1 y entre las sublineas BALB/cJ y BALB/cANnN.
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4.3. Cultivo in vitro de los embriones
Para la evaluacidon del desarrollo embrionario, se utilizd un modelo de

fertilizaciéon y cultivo in vitro de embriones durante la etapa preimplantatoria. El
paso inicial fue la preparacién de los medios para la fertilizacion y para el cultivo

in vitro, asi como un medio para el manejo de los embriones.

4.4.- Medios de cultivo
Medio M2, se utilizo para la coleccion y el manejo de los embriones fuera de

la incubadora: NaCl 94.66 mM, KC| 4.78 mM, CaCl; 2H;0 1.71 mM, KH;PO, 1.19
mM, MgSO, 7H20 1.19 mM, NaHCO3; 4.15 mM, HEPES 20.85 mM, piruvato de
sodio 0.33 mM, glucosa 5.56 mM; BSA 4mg/ml, penicilina G.0.060 mg, sulfato de
estreptomicina 0.050 mg.

Medio mKSOM, utilizado para la fertilizacion y el cultivo in vitro de los
embriones: NaCl 95.0 mM, KCI 2.50 mM, KH2P04 0.35 mM, MgSO, 7H.0 0.20
mM, lactato10.0 mM, glucosa 5.56 mM, piruvato de sodio 0.20 mM, NaHCO; 25.0
mM, CaClz; 2HO 1.71 mM, glutamina 1.0 mM; EDTA 0.01 mM, BSA 4 mg/mi,
penicilina G 100 Ul/ml, sulfato de estreptomicina 50 ug/ml .

Medio Tyrode modificado, fue utilizado para inducir la capacitacion de los
espermatozoides: NaCl 99.23 mM, KCI| 2.68 mM, NaHCO; 25 mM_NaH>P0, 2H.0
0.36 mM, MgCl, 6H0 0.49mM, CaCl, 2H,O 1.80mM, Glucosa 5.56 mM,
penicilina 100 Ul/ml, rojo fenol 0.5% 154 mM, NaHCOs; 0.1 mi/100 ml, BSA 4
mg/mi ( Fraser, 1994 ).

Los medios fueron preparados, un dia antes de cada experimento, a partir
de soluciones stock, y para su preparacion se utilizé agua miliQ. El pH del medio
M2 se ajusto entre 7.2 — 7.4; el medio tyrode se ajusté a un pH 7.5 y para
equilibrar el pH del medio mMKSOM, se colocé una noche antes de realizar la
fertilizacion in vitro. Todos los medios una vez preparados fueron filtrados a través
de filtros millipore 0.02 um. Todos los reactivos utilizados para preparar los

medios fueron de Sigma, con calidad probada para cultivo de embriones.



4.5.-Pipetas
Las pipetas para el manejo de los embriones fueron hechas con tubos capilares

de pared gruesa de 1 mm de diametro interno (Clark Electromedical Instruments ).
Los tubos fueron colocados el tubo en la flama de un mechero y estirados hasta
obtener un diametro interno de la pipeta de 200 um para las pipetas de manejo y

de100 um para las pipetas utilizadas en la remocion de la zona pellcida.

4.6.- Fertilizacion in vitro.

Ratones hembras de 9 semanas de edad, pertenecientes a las cepas BALB/cANN,
BALB/cJ, B6.K1 y C57BL/6J se inyectaron intraperitonealmente con 5 Ul de
Folligon R( intervet FSH ) y 48 hrs, mas tarde con 5 Ul de hCG ( Sigma hCG ) las
hembras se sacrificaron por dislocaciéon cervical 15:30 hrs. post hCG, y por medio
de una incision abdominal amplia se obtuvieron los oviductos y se depositaron en
cajas de petri 35 mm de dm., con 3 ml de M2; los complejos cumulos-ovocitos
fueron obtenidos por el rompimiento del ampula en 1 ml de medio MKSOM
contenido en cajas de petri 35 mm de dm y cubierto bajo aceite mineral donde se
realiz6 la fertilizacion in vitro.

Los machos utilizados fueron de 13 a 16 semanas de edad, se sacrificaron
por dislocaciéon cervical y por una incisidn abdominal amplia se obtuvieron las
caudas dé [os epididimos y se colocaron en 500 pul de medio Tyrode cubierto con
acei!t'efmi'he'ral. Con tijeras para microcirugia se hicieron cortes en los epididimos
pakégﬁér.hi'itir la salida de los espermatozoides, después de 10 minutos se retiraron
los éb'ididimos del medio y los espermatozoides de dejaron capacitar por 90
minutos. La inseminacion se realizd a las 16 hrs. post-hCG, ajustando la
concentracién espermatica a 2 x 10°% y 10 complejos cumulus-ovocitos y se
incubaron por un tiempo de 4 hrs.

Posteriormente para retirar los restos de células del cumulus vy
espermatozoides adheridos a la zona pellcida los ovocitos se lavaron en 3 ml de
medio M2 adicionado con 40 pl de hialuronidasa (10 mg/mi) durante 2 minutos,

seguido de otros dos lavados en M2 sin hialuronidasa y finalmente en mKSOM:; los



ovocitos se colocaron en microgotas de mKSOM bajo aceite mineral; de acuerdo a
lo descrito por (Summers 1995). A las 8 hrs. post-inseminacion la fertilizacion fue
evaluada por la presencia de uno o dos cuerpos polares y dos prontcleos. Una
vez que se determind el numero de ovocitos fertilizados, se formaron grupos de 20
cigotos para su cultivo en microgotas de 20 ul de medio mKSOM. La incubacion

fue a 37°C con 5% CO..

4.7. Evaluacion del desarrollo embrionario preimplantatorio

El registro del desarrollo in vitro de los embriones pertenecientes a las
cuatro cepas de ratones en estudio, se realizé cada 12 horas, tomando como hora
cero el momento de la fertilizaciéon in vitro, hasta cumplir las 96 horas de
desarrollo. Para el registro del desarrollo se contd el numero de blastomeros
bajo el microscopio invertido.

Para la etapa de moérula y blastocisto el conteo de los blastobmeros bajo el
microscopio invertido no fue posible, por la cual se registro la morfologia de los
embriones y el conteo del numero de células de manera indirecta a través del uso
de un fluorocromo polinucledtido especifico, (bisbenzimida, Hoechst 33258
Sigma).

A los embriones en etapa de morula o blastocisto se les retiré la zona
pelliicida con 5% de pronasa ( Sigma ) en M2, se incubaron durante 4 minutos y
posteriormente por pipeteo constante se retird la zona pellicida, después se
realizé' un lavado en M2 y se colocaron durante 5 minutos en PVP/PBS ( PVP
polivinilpirrolidona ), finalmente se fijjaron en etanol absoluto conteniendo 100
pug/ml de bisbenzimida durante 24 hrs.

Finalmente los embriones tefiidos fueron montados en portaobjetos y
presionados con un cubreobjetos para permitir la disgregacion de los blastdmeros

y facilitar el conteo de nucleos bajo el microscopio de luz ultravioleta.




4.8. Inmunofluorescencia para la deteccion de la proteina Qa-2

Para la deteccién de la proteina Qa-2 en embriones preimplantados se utilizo
el siguiente protocolo. Como controles negativos se utilizaron embriones Qa-2-
incubados con el anticuerpo primario ( anticuerpo monoclonal anti-Qa2 purificado,
clona 1-1-2 Pharmigen ) y con el anticuerpo secundario ( IgG antimouse (H + L)
conjugado con el fluorocromo rojo Texas. Jackson Immunoresearch Laboratories ).

El protocolo para inmunofluorescencia se describe en el anexo 1.

Analisis Estadistico
Para la estadistica descriptiva de los parametros reproductivos evaluados:

Tamario de Camada ( promedio de crias por parto ), promedio de crias destetadas
por parto, promedio de partos por hembra y estro post-parto fértil se utilizo
medidas de Tendencia central y de dispersion, fueron analizados con la prueba U
de Mann — Whitney.

En el analisis estadistico del desarrolio in vitro se utilizdé: Para el promedio
de células en la etapa de modrula compacta y blastocisto la prueba t de student;
para el analisis del numero de blastocistos y blastocistos eclosionados se utilizé la
prueba Xi2 y para el nimero promedio de células en embriones de las cuatro

cepas se utilizd un analisis de varianza ( ANOVA ) ( Steel 1990 ).

1]
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Resultados
5.1. Parametros reproductivos
Los datos recopilados sobre el comportamiento reproductivo de las cepas de

ratones comprenden dos periodos, el primero realizado en forma retrospectiva, de
febrero de 1999 a diciembre del 2000. En éste periodo se obtuvo el indice de
eficiencia reproductiva para dos cepas: B6, Qa-2" y BALB/cAnN, Qa-2" y se
compararon los datos.

La cepa BALB/cANN presenté un mejor indice de eficiencia reproductiva que
la cepa B6 en 11 de las 12 generaciones filiales que comprendié el periodo de
estudio (grafica 5.1.1), solamente en la generacion filial 36 la cepa B6 tuvo un
mejor indice de eficiencia reproductiva y en la generacién filial 35 el indice fue

semejante para las dos cepas.
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Grafica 5.1.1. Indice de eficiencia reproductiva en dos cepas de ratones, primer periodo, de
febrero de 1999 a diciembre del 2000. GF generacion filial. Se muestra el promedio y la

desviacién estandar.

Para la cepa B6, el numero total de hembras fue de 112, las cuales tuvieron
372 partos en total, presentaron un promedio de partos por hembra de 3.321. En la
cepa BALB/cAnN fueron 97 hembras con un total de 444 partos y un promedio de
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partos por hembra de 4.577 ( cuadro 5.1. ). El promedio de partos por hembra fue
significativamente mayor en BALB/cAnN que en B6 (.P.=.0.0001 ) ( grafica 5.1.2).

— .

numero de partos
O =2 N W & O

B6 BALB/cANN

I

Grafica 5.1.2. Promedio de partos por hembra en las cepas B6 y BALB/cAnN, se
muestra el promedio y el error estandar. P = 0.0001

El parametro tamafio de camada o crias nacidas por parto y el promedio de crias
destetadas por parto, fueron determinados considerando los tres primeros partos
por hembra, para las dos cepas el nimero de hembras fue de 89; la cepa B6 tuvo
un promedio de 6.056 crias por parto, mientras que la cepa BALB/cAnN presentd
un promedio de 6.363, diferencia que no fue significativa P > 0.05 ( grafica

5.1.3.).
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Grafica 5.1.3. Promedio de crias por parto, en Iarsr rcepas B6 y BALB/cAnN. se muestra el
promedio y el error estandar. P > 0.05




Los parametros de crias destetadas por parto y estro post-parto fértil, en la
cepa BALB/cAnN fueron de 5.948 y 2.424 respectivamente, siendo
significativamente mayor ( P= 0.001 ) con respecto a la cepa B6, donde fueron de

4.659 y 1.597 (graficas 56.1.4y 5.1.5).
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Grafica 5.1.4. Proméc‘!“io de crias destétédés por parto en las cepas de raton B6 y
BALB/cANN. Se muestra el promedio y el error estandar. P = 0.001

et e

EPPF
[6)]

B6 BALB/cAnN

i
i
;
|
|
¢
i
3

Grafica 5.1.5. Promedio de estro post-parto fértil ( EPPF ),en las cepas de ratén B6 y
BALB/cANnN. Se muestra el promedio y el error estandar. P = 0.0001

Para evaluar el efecto de Qa-2 sobre los parametros reproductivos, en
fondos genéticos similares, se recopilaron los datos que correspondieron al
segundo periodo, comprendido entre enero del 2001 a junio del 2003. Los
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parametros evaluados fueron promedio de partos por hembra, promedio de crias
nacidas por parto, promedio de crias destetadas por parto (cuadro 5.1.2.) y el
porcentaje de mortalidad durante la lactancia, en las cepas B6, B6.K1, BALB/cJ y
BALB/cAnN.

E! nimero de camadas evaluadas fue de 473 en B6;41 en B6.K1; 1852 en
BALB/cANN y 62 camadas en BALB/cJ.

Se encontraron diferencias estadisticas significativas en el promedio de
partos entre cepas, la cepa B6 presentd un promedio de 3.174 partos y la cepa
B6.K1 de 2.05 ( P= 0.001 ); la cepa BALB/cAnN tuvo el mayor nimero de partos
por hembra con 5.216, mientras que para BALB/cJ fue de 4.133 ( P= 0.0001 )

(grafica 5.1.6.).
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Créafica 5.1.6. Promedio de partos por hembra en 4 cepas de ratones. Se compara B6
con B6.K1 y BALB/cJ con BALB/cANN, se muestra el promedio y el error estandar.
P=0.001
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Para los parametros promedio de crias nacidas por parto ( grafica 5.1.7.) y
promedio de crias destetadas por parto ( grafica 5.1.8.) no se encontraron
diferencias significativas entre las cepas Qa-2 negativas y Qa-2 positivas

Namero de crias
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B6 B6.K1 BALB/cJ BALB/cANN

Grafica 5.1.7. Promedio de crias por parto en 4 cepas de ratén. Se compara B6
con B6.K1 y BALB/cJ con BALB/cANnN, se muestra el promedio y el error estandar. P >
0.05 :
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Grafica 5.1.8. Promedio de crias destetadas por parto en cuatro cepas de ratén.
Se compara B6 con B6.K1 y BALB/cJ con BALB/cANnN, se muestra el promedio y el error

estandar. P > 0.05




Con respecto a la mortalidad en la lactancia, durante todo el periodo de
estudio, las cepas Qa-2* presentaron un mayor porcentaje de mortalidad en
comparacion con las cepas Qa-2°~ durante la primera semana. La cepa B6 tuvo el
mayor porcentaje de mortalidad durante la primera semana, superando a las otras
tres cepas y B6.K1 tuvo el mayor porcentaje durante la segunda semana de la

lactancia ( grafica 56.1.9. ).
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Grafica 51 9. Porcentaje de mortahdad de crias B6, BG K1 BALB/cJ y BALB/cANnN
durante la lactancia, en el periodo comprendido entre enero del 2001 a junio del 2003

Cuadro 5.1.1 Analisis Reproductivo, 1°" periodo1999-2000, de las cepas de raton
B6 y BALB/CANN.

Cepa Promedio de Crias Crias destetadas Estro
partos nacidas por por parto posparto fértil

parto

1.597. 00
(+0.080 )=

2.424
(+0.1414)

cada:

Whltney, enlre parenie :




Cuadro 5.1.2. Analisis Reproductivo, 2% periodo 2001-2003, de las cepas de
raton B6, B6.K1 BALB/cJ y BALB/cAnN.

Cepa Promedio de partos Crias nacidas por Crias destetadas por
parto parto
B6 3.174 ' 5.147 - 3.654

Qa-2" (£0068)** | - (£0103) | (+£0.126)

(+0103)‘

: Se compara B6:conB6.K1: y:BAJ,,B/cAnN con’ BALB/cJ en los tres parametros;’ utlhzando
la prueba U de MannWhl e : emre parentes;s se muestra el error estandar ik

29




5.2 Desarrollo embrionario in vitro.

Para el cultivo in vitro se formaron grupos de veinte y se cultivaron 15
grupos por cepa, lo que dio un total de 300 embriones; excepto para la cepa B6.K1
en la cual sélo se cultivaron 9 grupos de veinte embriones cada uno para tener un
total de 180 embriones que iniciaron su desarrollo ( cuadros 56.2.1 —5.2.4).

Durante las primeras 36 horas el desarrollo de los embriones fue sincrdnico,
el 100 % de los cigotos estuvieron segmentados en dos células a las 24 hrs., y
hasta las 36 horas todos los embriones se mantuvieron en etapa de 2 células. Las
diferencias en la velocidad de desarrollo se presentaron a partir de las 48 hrs., en
las cepas B6 y B6.K1, 86.66% y 64.44% respectivamente ( grafica 5.2.1 ) de los
embriones estuvieron en la etapa de 4 células y sélo algunos de ellos se
encontraron en las etapas de 2, 3, 5 y 6 células. A las 60 hrs. de incubacion el 58%
de los embriones de la cepa B6 alcanzoé la etapa de 8 células, sin embargo hubo
embriones en etapa de 4,5, 6 células y mérula; para la cepa B6.K1 la distribucion
de embriones fue semejante a B6, en las etapas antes mencionadas (grafica 5.2.2).
La evaluacion a las 72 hrs. de incubacion presenté diferencias importantes en el
desarrollo, si bien las etapas en las cuales se encontraron los embriones fueron
semejantes en las cepas evaluadas, la distribucion de los mismos fue diferente. En
la cepa B6 el 86.66% de los embriones estuvo en etapa de moérula compacta y
estuvieron presentes blastocistos iniciales, sin embargo éstos sélo representaron el
1.66 % de los embriones. Con lo que respecta a la distribucion de los embriones
B6.K1, el 43.33 % estuvo en etapa de moérula compacta, 13.88% en etapa de
morula, y en etapa de 8 células el 15.55%, asi mismo se presentaron blastocistos
iniciales con un 2.89% ( grafica 5.2.3 ).

A fas 84 hrs., la cepa B6.K1 tuvo un porcentaje de 37.77% de embriones en
etapa de moérula compacta y B6 del 45 %, las diferencias se encontraron en etapa
de blastocisto cavitario, favorable para la cepa B6 con 20.66% mientras que en
B6.k1 fue de 6.66% y solamente la cepa B6 presentd blastocistos eclosionados
(grafica 5.2.4).




La velocidad de desarrollo mostré diferencias a las 96 hrs., la cepa B6 tuvo
un porcentaje relativo de 35.11% de embriones en la etapa de blastocisto
eclosionado, mientras que B6.K1 tuvo un 22.34% ( cuadro 5.2.6 ), mientras que
para la etapa de morula compacta, B6 tuvo un 8% de embriones y B6.K1 tuvo un
18.88% ( grafica 5.2.5 ). Existi6 una diferencia estadistica significativa (P= 0.0001)
favorable a la cepa B6 (cuadro 5.2.5). Estas diferencias se pueden apreciar en la
morfologia embrionaria ( figuras 1 y 2 ). Otra diferencia importante a las 96 hrs. fue
el porcentaje de embriones viables. La cepa B6 present6 una viabilidad del 95.3
% mientras que B6.K1 tuvo un porcentaje del 72.22 % (cuadros 5.2.1y 5.2.2).

Con lo que respecta a BALB/cAnN y BALB/cJ las diferencias, al igual que
con las cepas anteriores, iniciaron a las 48 hrs. En BALB/cJ se observo un mayor
porcentaje de embriones en 4 células ,58.33%, comparado con BALB/cAnNN
36.33% , en contraste BALB/cAnN tuvo un mayor porcentaje de embriones en 2 y
3 células 31.66% y 22.66% respectivamente ( grafica 5.2.1 ) A las 60 hrs de cultivo,
el desarrollo de BALB/cJ tuvo un 49% de embriones en etapa de 8 células,
mientras que en BALB/cANnN tuvo un 4.66% de embriones en esta etapa ( grafica
5.2.2).

El desarrollo de BALB/cAnN mejord hacia las 72 hrs. con un 46.33% de
embriones en etapa de morula, para BALB/cJ un 56% de los embriones estuvieron
en etapa de morula ( grafica 5.2.3 ) por otra parte el porcentaje de viabilidad fue
diferente, entre estas dos sublineas, BALB/cAnN tuvo un 65.3 % y BALB/cJ
presentd una viabilidad del 78.6% ( cuadros 5.2.1y 5.2.2).

A las 84 hrs. de cultivo, estas dos sublineas, presentaron un desarrollo
similar en la etapa de morula compacta, BALB/cJ presentd un 51.33% de
embriones en ésta etapa y BALB/cAnN tuvo un porcentaje de 48.33%. ( grafica
5.2.4). En esta etapa el porcentaje de viabilidad fue diferente, para BALB/cJ fue
igual que a las 72 hrs., 78.6%, y en BALB/cANnN fue del 63.3 % ( cuadros 5.2.1 y
522).

Hacia las 96 hrs. el desarrollo in vitro de BALB/cJ mejoré notablemente,

distribuyéndose el mayor numero de embriones en etapa de blastocisto, con 180 y




para BALB/cAnN fue de 78; ( P= 0.0001 ) ( cuadro 5.2.5 ),y dentro de ellos los
blastocistos expandidos fueron el mayor porcentaje con 30.33%; en contraste
BALB/cAnN presenté un desarrollo menor y aun habiendo blastocistos el mayor
numero de embriones,105, estuvo en etapa de mérula compacta ( cuadro §.2.5) y
representaron el 35% de los embriones ( grafica 5.2.5 ). La morfologia se aprecia
en la figura 5, BALB/cJ presento mas blastocistos y BALB/cAnN, figura 6,
presento mas embriones en estadio de méadrula compacta.

Para el analisis estadistico de la velocidad de desarrollo in vitro, se
consideré a los blastocistos como los embriones que completaron el desarrolio
preimplantatorio, se contabilizo el total de blastocistos iniciales, cavitarios,
expandidos y eclosionados, y se compard con el niimero de moérulas compactas a
las 96 horas de cultivo in vitro, se obtuvo una diferencia significativa ( P=0.0001 ),
utilizando una razén de momios: En lo que se refiere al analisis de los blastocistos,
los blastocistos eclosionados, en las cuatro cepas, se encontro una diferencia
altamente significativa ( P= 0.00001 ), en B6, utilizando la prueba de X; 2 ( cuadro
5.26).

El analisis anterior sélo consideré la morfologia embrionaria, sin embargo
otro aspecto que ha sido considerado como un indicador importante del desarrollo
embrionario, lo constituye el nimero de células que presentan los embriones en
etapa de moérula y blastocisto ( Warner et al., 1998; Bolton et al., 1998 Montag et

: al;; 2000 ); es por ello que se determiné el namero de células promedio en etapa de
"‘ménfilfa compacta y blastocisto, a las 96 horas de desarrollo in vitro en cada una de
las cepas evaluadas ( cuadros 5.2.7 y 5.2.8 ). Los resultados mostraron que para
la etapa de moérula compacta hubo una diferencia significativa de P= 0.005, para
B6 — B6.K1 y de P< 0.0001 para las sublineas BALB/c. En la etapa de blastocisto
también hubo diferencias significativas en el numero promedio de células y fue de
P= 0.001 para B6 — B6.K1 y de P< 0.0001 entre BALB/c, a favor de BALB/cJ,
utilizando la prueba de t de student.

Asi mismo se evaluo el desarrollo preimplantacional embrionario, utilizando

el numero promedio de células de las 48 a las 96 hrs. de cultivo in vitro en las
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cuatro cepas, (el numero de células para la etapa de modrula se obtuvo como
promedio utilizando el niumero de células en moérula compacta y la etapa inmediata
anterior a morula, que fue 8 ceélulas, para las cuatro cepas en forma
independiente) a través de la prueba de analisis de varianza ( ANOVA ) no se
encontré diferencia en el nimero promedio de células de las 48 a las 96 horas en
las cuatro cepas estudiadas ( P= 0.6048 ), probablemente los datos inferiores
influyen para que no se presenten diferencias significativas. ( cuadro 5.2.9).

Sin embargo al evaluar el numero promedio de células a las 96 hrs. para las
cuatro cepas, se encontré una diferencia significativa P < 0.0001, por medio de la
prueba analisis de varianza ( ANOVA), y al realizar una prueba para comparacion
de medias, diferencia minima significativa ( DMS ) al 95% se encontré que sélo las
cepas BALB/cJ y B6.K1, no fueron diferentes ( P > 0.05 ); mientras que existié
diferencias entre BALB/cJ con BALB/cAnN; B6 con B6.K1 y B6 presenta
diferencias con BALB/cd y B6.K1; y BALB/cAnN con B6.K1 ( P< 0.05 ) ( cuadro

5.2.10).
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Cuadro 5.2.1 Cultivo in vitro de embriones de la cepa BALB/cAnN

Estadios del Desarrollo Embrionario Preimplantatorio

Numero total de embriones

Hrs. [ 1 2 4 5 6 7 8 M MC BE[H |[%

0 300 100
12 300 100
24 300 100
36 300 100
48 95 108 | 2 2 92.0
60 10035 {33 | 2 14 68.0
72 18 12 25 1139 | 2 65.3
84 6 22 | 145 63.3
96 7 105 17 18 63.3

1-8 numero de células por embrion; M: morula; MC: moérula compacta; Bl: blastocisto inicial;, B

C: Blastocisto

cavitario; BE: blastocisto expandido; H: Blastocisto eclosionado ( hatching ); % porcentaje de viabilidad.

Cuadro 5.2.2 Cultivo in vitro de embriones de la cepa BALB/cJ

Estadios del Desarrollo Embrionario Preimplantatorio

Numero total de embriones

Hrs. | 1 2 4 5 6 7 8 M MC BE| H %
0 300 100
12 300 100
24 300 100
36 300 100
48 73 175 |1 12 99.3
60 11 48 4 30 [ 2 147 80.6
72 11 1 56 168 78.6
84 10 43 154 78.6
96 1 54 91 |28 | 78.3
a; Bl: blastocisto inicial; BC: Blastocisto

1-8 nimero de células por embrién; M: mérula; MC; mdrula compac

cavitario; BE: blastocisto expandido; H: Blastocisto eclosionado ( hatching ); % porcentaje de viabilidad
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Cuadro 5.2.3 Cultivo in vitro de embriones de la cepa B6

Estadios del Desarrollo Embrionario Preimplantatorio

Nutimero total de embriones

Hrs. [ 1 2 3 4 5 <] 7 8 M MC Bl |BC|BE |H %

0 300 100
12 300 100
24 300 100
36 300 100
48 8 22 126014 5 99.6
60 21 6 53 174 | 35 96.3
72 7 14 1260 |5 95.3
84 2 135 |57 |62 |22 |8 95.3
96 24 |27 146 | 97 |92 | 95.3

1-8 nimero de células por embridon; M: mérula; MC: mérula compacta; Bl: bl

cavitario; BE: blastocisto expandido; H: Blastocisto eclosionado ( hatching ); % porcentaje de viabilidad.

astocisto inici

Cuadro 5.2.4 Cultivo in vitro de embriones de Ia cepa B6.K1

al; BC: Blastocisto

Estadios del Desarrolio Embrionario Preimplantatorio

Numero total de embriones

Hrs. | 1 2 3 4 5 6 7 8 M MC |Bl | BC | BE |H %

0 180 100

12 180 100

24 180 100-
36 180 100

48 37 |17 (11617 3 100

60 8 5 25 |14 |78 | 13 79.4
72 3 28 |25 |78 |4 76.6
84 7 3 68 |23 |12 [19 73.3
96 2 34 |12 [24 |37 [21 |72.2

1-8 nimero de células por embridon; M: mérula; MC: morula compacta; Bl: blastocisto inicial; BC: Blastocisto

cavitario; BE: blastocisto expandido; H:

Blastocisto eclosionado ( hatching ); % de viabilidad



Cuadro 5.2.5 Numero total de embriones en etapa de blastocisto y de moarula
compacta a las 96 hrs. de cultivo in vitro, en las cuatro cepas de raton.

Cepé _ ~ [ Blastocistos Morula Total % de % de Méruias
e RE compacta | Biastocistos compactas
| BALB/cAnN |- 1056 - | - 183 . 57.37
TBALEG) | ‘ 23.08
86 84
T B6KI . 2656

~*P<0.0001 °* P<0.00

Cuadro 5.2.6 Numero de embriones en etapa de blastocisto y de blastocisto
eclosionado a tas 96 hrs. de cultivo in vitro, en las cuatro cepas de raton.

Cépa o Blastocistos | Blastocistos Total %Blastocistos
SR Eclosionados ‘ .| eclosionados
BALB/GANN 70 B ' 10.25
BALB/cJ 152 1555
B6 170 3541
B6.K1 TR 2234

P < 0.00001 prueba de X% = -

PESIS CON
A DE URIGEN
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Desarrollo in vitro, en etapa de mérula compacta y blastocisto.

Cuadro 5.2.7 Promedio de células en embriones en etapa de moérula compacta.

B6 B6.K1 BALB/cJ BALB/cANN
174 16.2 14.6 11.9
+2.17* +2.4 +1.65* +2.04

B6 - B6.KI ~ BALB/cJ - BALB/cAnN P < 0.0001 Prucba ‘,d°,$‘9§?"‘: v

T =0.005

Cuadro 5. 2 8 Promedio de células en embriones en etapa de Blastomsto

BB B6.K1 BALB/CJ
. 36.066 33.6
Tt 2 92" +2.62
l’ =0.001 BALB/cI - BALB/cAﬁN_ : < (_).000! ‘i’?ugbn l‘(_lcrstu‘t..lcnl.‘r'

36 - BG l\l

Cuadro 5.2.9 Numero promedlo de células, en embrlones pertenecuentes a4
cepas de ratén, de las 48 a las 96 hrs. de cultuvo in: wtro : : snE

Hora BALB/cANnN BALB/cJ SR

48 3.08 3.427 ;

60 4.71 6.62::

72 8.93 9.29

84 13.054 15.80

96 18.725 28. 015 34 5 28.45
P=0.6048 Prueba ANOVA . Los datos inferiores mﬂuyen para que no se presenten diferencias estadisticas

en esta prueba
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Cuadro 5.2.10 Numero promedio de células en embriones de raton pertenecientes
cuatro cepas, a las 96 hrs. de cultivo in vitro.

Columna 1 Columna 2
B6 B6.K1
34.465 28.449
(+ 0.307 )*** (+0.733)
B6 BALB/cJ
34.465 28.015

(+0.307 ) *** (+0487) - o

| BALBIJ. K1
"28.015 28.449
(+0.487 ) (+0.733)
B6.K1 BALB/cAnN
28.449 18.725
(+0.733 ) (+0.606)

Se compara |la cepa de la columna 1 con la cepa de la columna 2, por medio de una comparacién
de medias, diferencia minima significativa. ***P= 0.0001, entre paréntesis el error estandar.




BALB/cJ:

B6.K1
28.015 28.449
L (£0487:) (+0.733)

| BALB/cANN

Se compara la cepa de la columna 1 con la cepalde la columna 2,:-por. medio de una comparacion
de medias, diferencia minima significativa. ***P= 0.0001 .‘entre_’pa_rén»teskis el error estandar.

100
90
80
70
60
50
40

%de embriones

‘20

g

10 -

4
No de células

B B6 1 B6.K1 O BALB/cJ [0 BALB/cANN

Grafica 5.2.1 Desarrollo embrionario in vitro a las 48 hrs. en cuatro cepas de
ratén, cada barra representa el porcentaje de embriones en los diferentes

estadios.
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Grafica 5.2.2. Desarrollo embrionario in vitro a las 60 hrs. en cuatro cepas de
ratones, cada barra representa el porcentaje de embriones en los diferentes

estadios.
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Grafica 5.2.3 Desarrollo embrionario in vitro a las 72 hrs. en cuatro cepas de
ratones, cada barra representa el porcentaje de embriones en los diferentes
estadios. MC mérula compacta Bl Blastocisto inicial
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Grafica 5.2.4 Desarrollo embrionario in vitro a las 84 hrs. en cuatro cepas de
ratones, cada barra representa el porcentaje de embriones en los diferentes
estadios. MC Mérula compacta Bl blastocisto inicial BC Blastocisto cavitario BE Biastocisto expandido H
Blastocisto eciosionado ( Hatching ).
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Gréafica 5.2.5 Desarrollo embrionario in vitro a las 96 hrs. en cuatro cepas de
ratones, cada barra representa el porcentaje de embriones en los diferentes
estadios. Mc Moérnula compacta Bl blastocisto inicial BC Blastocisto cavitario BE Blastocisto expandido H
Blastocisto eclosionado ( Hatching ).
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Desarrollo embrionario a las 96 hrs. post- FIV

Figura 4. Embriones de la cepa B6. Se observan blastocistos expandidos y
algunos que han empezado a eclosionar ( hatching ) flechas: en rojo, hatching; en
azul, masa celular interna y en naranja blastocele.

Figura 5. Embriones de la cepa B6.K1 Se observan blastocistos expandidos y
cavitarios, algunos embriones estan en dos células y presentan fragmentacion
(flechas).
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Desarrollo embrionario a las 96 hrs. post- FIV

Figura 6. Embriones de la cepa BALB/cJ. Hay presencia de blastocistos cavitarios,
un blastocisto inicial. Flechas: en rojo, mérula compacta y en naranja embrion
fragmentado.

Figura 7. Embriones de la cepa BALB/cAnN. Se observan embriones en estadio
de morula compacta ( flechas naranjas ) y un blastocisto cavitario ( flecha roja ).
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DISCUSION

Las funciones asociadas a Qa-2 sobre la reproduccién en ratones, son
importantes, porque hasta el dia de hoy, la proteina Qa-2, es la unica proteina que
ha sido relacionada con influenciar la velocidad del desarrollo embrionario y por
otra parte sus efectos sobre el tamario de camada, son importantes desde el punto
de vista productivo.

La evaluacién de estas funciones en el presente trabajo, se realizé dado
que en un informe previo, del bioterio del Instituto de Investigaciones Biomédicas,
UNAM, se mostroé que cepas Qa-2 tuvieron un mejor desemperio reproductivo que
cepas Qa-2", lo cual es diferente a lo reportado para la proteina Qa-2. Para la
realizacion del éste trabajo, se utilizé un modelo de desarrollo in vitro para evaluar
el desarrollo embrionario y tener un mejor control del momento en que inicid el
mismo; ya que otros estudios el cultivo in vitro solo se ha realizado a partir de la
etapa de 2 células y los medios de cultivo han sido diferentes. Con lo que respecta
al parametro reproductivo, tamano de la camada, este fue evaluado bajo dos
esquemas de produccion intensivo, uno monogamico y el otro poligamico, a
diferencia de otros trabajos donde éste parametro se evalud con un esquema de
produccién no intensivo.

L.os resultados obtenidos en el cultivo in vitro, presentaron diferencias en la
velocidad de desarrollo embrionario; asi las cepas Qa-2* se desarrollaron mas
rapido, comparadas con las cepas Qa-2° bajo un mismo fondo genético.

Otra diferencia, entre cepas Qa-2" y Qa-2°, obtenida en este trabajo, fue
sobre la viabilidad embrionaria, donde las cepas Qa-2* tuvieron un mejor
desarrollo en cuanto al niumero de embriones viables, estas diferencias no han
sido reportadas, probablemente porque el cultivo in vitro de embriones no se ha
realizado desde la fertilizacion.

Y con lo que respecta al parametro reproductivo, tamarno de camada, no se
encontrd diferencia entre cepas Qa-2° y Qa-2°, la funcion de Qa-2 sobre éste

parametro parece no mantenerse o bien no estar influenciado por esta proteina.
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El ratdn se ha utilizado como modelo de estudio para conocer mejor los
elementos que determinan el tamarfo de camada, con la finalidad de disefiar
estrategias Optimas para la reproducciéon (Eisen and Durrant 1980 a; Eisen and
Durrant 1980 b; Kochera et al.,,1993; Engelen et al.,1995; Fernandez et al.,
1998).

El tamafo de la camada tiene un indice de herencia bajo por tanto la
seleccion artificial para este parametro se espera que sea bajo en la mayoria de
las eépecies multiparas, sin embargo en el ratdon la seleccion para el tamafio de la
camada ha presentado resultados favorables ( Eisen EJ. et al., 1980 a; Johnson
et al., 1984 ).

La seleccidn para el tamafio de camada, se ha realizado utilizando
tres criterios: 1) indice de componentes ( IX ), en una gestacién, que es un indice
de ovulacién y de embriones a término, éste Ultimo representado por el numero
de crias hacidas‘ 2) capacidad uterina ( UT ) 3) tamafno de camada (LS ) y 4)
control’n' selecc;onado ( LC ) ( Kochera et al., 1993 ). Estos criterios han llevado
a la creacuon' de Ilneas de ratones que tienen un mayor tamario de camada.

Por otra parte un incremento en el tamafo de la camada ha sido
correlacionado con un aumento en el peso corporal de la hembra al momento del
apareo ( Engelen et al.,, 1995 ) también se ha reportado una correlacién genética
entre el tamano de la camada y el peso de la misma ( Fernandez et al., 1998).
Otros trabajos realizados para aumentar el tamafio de camada en ratones,
incluyen esquemas de cruzamiento y seleccion para aumentar el numero de crias
vivas al parto, seleccion en términos de ovulacion, de cambios hormonales
(Durrat et al., 1980 b ) y de supervivencia embrionaria ( Ribeiro et al., 1996 ).

Sin embargo, existen reportes acerca del control genético del
desarrollo embrionario, donde Qa-2 influencia la velocidad del desarrolio
embrionario y como efectos adicionales aumenta el tamafo de la camada, el peso
al nacer y al destete ( Warner et al., 1998 ).

En el presente trabajo se evalud la relevancia de Qa-2 en el tamario de la

camada, la cual es importante por las implicaciones reproductivas y econémicas.
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El tamafo de la camada se evaludé en cuatro cepas de ratones; obteniéndose en
la cepa B6 resultados inferiores a los reportados. Los laboratorios Jackson
reportan para la cepa B6 un promedio de crias por parto de 7.0 y los laboratorios
Harland reporta un promedio de 6.5 crias por parto; por otra parte Eskola et al.,
(1999) obtienen resultados similares con 5.9 crias por parto; en contraste en el
estudio realizado por Ramirez et al.,, (1992 ), en el instituto de Investigaciones
Biomédicas UNAM, donde evalué el desempefio reproductivo de B6, obtuvo
resultados inferiores con un promedio de crias por parto de 4.48.

Al respecto del comportamiento de las sublineas BALB/cAnN y BALB/cJ,
aun cuando son endogamicas al igual que B6, los resultados obtenidos en el
tamario de la camada no difieren con lo reportado por los laboratorios Jackson.
Ademas en BALB/cAnN los resultados obtenidos fueron semejantes a los
reportados por EsKola et al., (1999) y por Ramirez et al., (1992); ésta cepa fue la
que presentd valores mas consistentes y concuerdan con los resultados obtenidos
por otros autores, en éste caso en particular un elemento diferente a las otras tres
cepas es el temperamento mas docil de BALB/cAnN y probablemente esto le
permite adaptarse mejor a los diferentes sistemas de produccion y de manejo,
presentando valores semejantes para el tamafio de camada en diferentes
ambientes, y el ser mas docil puede corresponderse con un mejor instinto materno
que le ayudo a destetar mas crias.

Al comparar los resultados del tamafio de la camada en cepas Qa-2
positivas y Qa-2 negativas, durante el segundo periodo, no se encontré diferencia
estadistica entre ellas, lo que resulta contradictorio a lo reportado previamente
utilizando a las cepas congénicas B6.K1 ( Qa-2- ) y B6.K2 ( Qa-2+ ) ( Warner et
al., 1991 ).Estas diferencias pueden deberse a que el tamario de camada puede
estar afectado tanto por el ambiente, por el sistema de reproduccion y por factores
genéticos que estan representados por las diferentes cepas de ratones. Los
trabajos para aumentar el numero de crias por parto, han tenido avances
prometedores en forma parcial, porque las lineas desarrolladas para esta finalidad
deben seguir un adecuado sistema de cruzamiento, sin embargo se afecta la
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respuesta a la seleccion por la endogamia; se ha comprobado que la heterosis
( vigor hibrido ) confiere estabilidad y los individuos que la poseen son menos
sensibles a los cambios ambientales ( Davis et al.,1991 ) y la endogamia afecta
negativamente al parametro tamaro de la camada, lo que probablemente afecto a
la cepa B6 (Hafez 1978); aunque otros factores intrinsecos pueden estar
influenciando el desempeno reproductivo de las cepas.

Aun falta conocer mucho acerca de los factores que pueden estar
influenciando el tamano de camada, ya que una sola caracteristica bajo dos
ambientes diferentes no siempre es la misma. Esto podria explicar las
discrepancias entre este trabajo y los trabajos de Warner ( 1991; 1998 ) y Exley
(1999) al respecto de la relevancia de Qa-2 en el tamafo de la camada. Asi las
cepas positivas a Qa-2 pueden responder en forma diferente al ambiente. Otro
elemento que puede influir es la alimentacién y lo hace directa o indirectamente
sobre la viabilidad de los embriones en forma negativa, Pomp et al., ( 1991 ) no
mencionan un efecto en el tamafio de camada, pero si una relacién entre el
genotipo, el porcentaje de energia en la dieta y un aumento en las perdidas
embrionarias en embriones pre y post-implantados.

Un punto importante a mencionar es el sistema de producciéon, que en las
camadas evaluadas fue monogamico intensivo, en el primer periodo y poligamico
intehsivo durante el segundo periodo, mientras que en los trabajos de Warner et
al.,..(- 1991 ) las hembras no estuvieron sujetas a un sistema de produccion
especifico, sélo aquellas en las que se detecto el estro se colocaron con el macho
y se transfirieron a jaulas separadas al dar positivas a la presencia de un tapoén de
cruza; asi el numero de camadas evaluadas fue menor y en otras condiciones.

Por otra parte habria que considerar si las lineas seleccionadas para
aumentar el niumero de camada, se correlacionan con la presencia y magnitud de
de Qa-2.

Dentro de los efectos de Qa-2 sobre la reproduccion también resultan
importantes el peso de la camada o peso al nacer; y el peso al destete, ya que son
caracteristicas que han sido utilizadas para seleccionar lineas de ratones y
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aumentar el tamafo de camada; de tal forma que al seleccionar hacia un mayor
peso al nacer durante siete generaciones, se obtiene un aumento en el tamano de
camada ( Fernandez et al 1998 ) y de igual manera se obtiene un aumento en la
camada al seleccionar hembras por su peso al destete ( Eisen et al., 1980 ); esto
se correlacionaria claramente con una influencia de Qa-2. Es importante tener en
cuenta que las lineas seleccionadas para aumentar el tamafo de camada
presentan diferencias hasta de 4 crias y tienen hasta 16 crias por camada, lo cual
si es un contraste enorme con el tamafio de camada en cepas Qa-2 positivas y
negativas de este trabajo, que al ser cepas endogamicas se reporta un rango para
el tamarfio de camada de 5.4 a 7.0 crias por parto.

Al respecto de los otros parametros evaluados: promedio de partos por
hembra, numero de crias destetadas, porcentaje de mortalidad y estro post-parto
fértil, durante el primer periodo soélo se obtuvieron datos de las cepas B6 y
BALB/cANN, por lo cual aunque son fondos genéticos diferentes se llevo a cabo la
comparacion entre ellas; el promedio de partos, las crias destetadas por parto y el
estro post-parto fertil, tuvieron una diferencia significativa favorable a la cepa
BALB/cAnN ( Qa-2- ) Tomando en conjunto los parametros evaluados la cepa que
tuvo el mejor desemperio reproductivo, fue la cepa BALB/cANnN, al tener un mayor
numero de partos, como consecuencia de un mayor nidmero de estros post-parto
fértiles, y aunque no hubo diferencia en el tamafio de camada, al tener un menor
porcentaje de crias muertas esto le permitio destetar mas crias por parto, lo que
actio en forma directa y positiva para obtener un mejor indice de eficiencia
reproductiva, en 11 de las 12 generaciones filiales de estudio; estos datos se
corresponden a los presentados por Ramirez et al., (1992 ).

Los resultados obtenidos, durante el segundo periodo, en el parametro
tamafio de camada no existio diferencia entre las cepas Qa-2* y Qa-2".

En el parametro crias destetadas por parto tampoco hubo diferencia entre
B6 - B6.K1 y BALB/cAnN - BALB/cJ. En cuanto al parametro numero de partos
por hembra, en el segundo periodo B6 tuvo mas partos que B6.K1 y BALB/cAnN
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tuvo mas partos por hembra que BALB/cJ. Sin embargo estos dos parametros no

estan bajo influencia de Qa-2.
Desarrollo Preimplantatorio in vitro.
En el presente trabajo se buscaron las mejores condiciones de cultivo,

para eliminar la influencia de los factores ambientales y con ello evaluar el
desarrollo dado por la cepa de ratdn asociada con la presencia de la proteina Qa-
2; tomando en cuenta el medio de cultivo a utilizar, el nUmero de embriones y el
volumen del medio de cultivo.

Varios trabajos han mostrado diferencias en la velocidad de desarrollo in
vitro en el raton ( Erbach et ai., 1994 ), por su parte Scott ( 1996 ) mostré que el
medio de desarroilo ejerce influencia en el desarrollo in vitro, y al utilizar diferentes
medios de cultivo, algunos de ellos retrasaron mas el desarrollo embrionario,
aunque las diferencias existentes entre las cepas utilizadas se mantuvieron; por
su parte Warner ( 1988 ) utiliz6 embriones de cepas congénicas cultivados en
medio Whitten y también encontré diferencias en el desarrollo, en este caso fueron
asociadas a la presencia de Qa-2, y en el presente trabajo se utilizé el medio
mKSOM, que es mejor para el cultivo in vitro que el medio Whitten y también se
encontraron diferencias en la velocidad de desarrollo, utilizando cepas
endogamicas y una cepa congénica, la diferencia en el desarrollo también se
encontré asociada con la presencia de Qa-2.

Asi los resultados obtenidos presentan diferencias en la velocidad de
desarrollo entre las cepas Qa-2 positivas y negativas, utilizadas en el presente
trabajo. El inicio de! desarrollo embrionario fue sincréonico en las cuatro cepas
utilizadas, desde el momento de la fertilizacién, hasta la primera segmentacion;
aunque posteriormente B6 se vio favorecida con una mayor velocidad de
desarrollo. Sin embargo no podemos descartar que los embriones B6 tengan una-
mayor velocidad de desarrollo en la primera segmentacion, ya que el intervalo
para la evaluacion del desarrolio fue de 12 hrs. y se ha mencionado que el tiempo
de la primera segmentacion puede ser desde 18 a 24 hrs. dependiendo la cepa
que se utilice. Para BALB/c Niwa ( 1980 ) menciona un promedio de 24.8 hrs.
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para la primera segmentacion y reporta un tiempo de 20 hrs. para la primera
segmentacion en la cepa B6; el considerar que B6 se desarrolla mas rapido en la
primera segmentacion tendria una influencia directa en la segunda segmentacion
ya que a partir del las 48 hrs. se observo diferente grado de desarrollo y
diferentes estadios embrionarios, en B6 la mayor parte de los embriones
estuvieron en cuatro células y en B6.K1 se presentaron embriones en etapa de 3y
2 células. Considerando que B6 y B6.k1 difieren principaimente en la expresion de
Qa-2, esta proteina clase Ib podria tener efectos importantes desde la primera
segmentacion. Con lo que respecta a BALB/c ambas sublineas BALB/c tuvieron
mas embriones en el estadio de dos células, lo que puede correlacionarse con un
menor desarrollo o bien estar asociado con el fenémeno conocido como arresto
en dos células, que esta presente en BALB/c ( Fraser, 1994 ). El bloqueo coincide
con el tiempo de activacion de genoma embrionario, que en el raton es en la etapa
de dos células y al presentar fallas en la activacion se presentaria el arresto; de
igual manera esta presente una mayor asincronia en la segunda segmentacién ya
que diferencias en la segmentacidn han sido encontradas por Piotrowska ( 2001 )
y estas diferencias en la segunda segmentacidon contribuyen a retrasar el
desarrollo embrionario: Este fendmeno podria explicar en parte porque las
sublineas BALB/c presentaron mas embriones en 3 células; como resuitado de un
desarrollo asincronico de los blastémeros.

Otro factor que puede estar influenciando el desarrollo y por el cual los
embriones B6 se desarrollan sincronicamente es la presencia de Qa-2 que de
acuerdo a Warner ( 1998 ) se empieza a expresar a partir del segundo ciclo celular
y coincide con la activacion del genoma embrionario

Otro evento importante en el desarrollo preimplantacional lo
constituye la compactacion del embrion, en esta etapa fue evidente una diferencia
en la velocidad de desarrollo, donde para B6 y B6.K1 los embriones empezaron a
compactarse a las 72 hrs., mientras que en BALB/cJ este evento inicio hasta las
84 hrs., al igual que en BALB/cAnN, en ésta ultima so6lo 2 embriones se habian
compactado a las 72 hrs.; cabe mencionar que los embriones BALB/cJ y




BALB/cAnN se compactaron con un nimero menor de células con respecto a las
otras 2 cepas de ratones, ( cuadro 5.2.7 ) esto es posible ya que este evento ha
mostrado ser independiente de la replicacion del DNA ( Smith et al., 1985 ) y se
puede llevar acabo sin llegar a un niUmero determinado de células en el desarrollo
(cuadro 5.2.9).

Hacia el final del cultivo in vitro presentaron diferencias en la velocidad del
desarrollo; asi la cepa B6 presentd un 91.60 % de blastocistos y un 8.4 % de
morulas compactas; B6.K1 tuvo 73.42% de blastocistos y 26.56% de moérulas
compactas, cabe aclarar que estos porcentajes fueron en base al nUumero de
embriones viables ( cuadro 5.2.5).

Con respecto a BALB/c, el numero de moérulas compactas a las 84 horas
fue similar en las dos sublineas ( grafica 5.2.4 ), sin embargo BALB/cJ, mostré
una mayor velocidad de desarrollo en las Uultimas 12 hrs. con respecto a
BALB/cANnN, la cual a las 96 hrs. aun tuvo un porcentaje del 35 % de morulas
compactas, lo que evidencia un claro retraso en la velocidad de desarrollo, sin
embargo no podemos saber si los embriones BALB/CANN que estuvieron en
~morula compacta hacia las 96 hrs. continuarian su desarrollo por 12 6 24 hrs. mas
' ya que el cultivo in vitro se interrumpié a las 96 hrs.

El porcentaje de blastocistos obtenidos para B6, en este trabajo, fue mayor
a los reportados por Suzuki ( 1996 ) donde e! periodo de cultivo utilizado se
extendio hasta las 120 hrs. post-in vitro fertilizacion, aunque este desarrclio lento
probablemente estuvo influenciado por su cultivo en el medio Whitten. B6 fue la
cepa que presentd un mejor desarrolio tanto en cantidad como en velocidad, en
segundo lugar estuvieron BALB/cJ y B6.K1, entre estas dos cepas no hubo
diferencia en el desarrollo a las 96 hrs.

La presencia de Qa-2 mejord el desarrolio de BALB/cJ con respecto a
BALB/cAnN que fue la cepa que tuvo el menor desarrolio y un porcentaje de
viabilidad inferior a las otras 3 cepas.

Warner ( 1992 ) utilizé la cepa congénica B6.K2, que es Qa-2 positiva, y su
velocidad de desarrollo fue mayor a B6.K1; sin embargo B6 tiene un mayor




numero de células que B6.K2, porque en ésta ultima Qa-2 es codificada sélo por el
gen Q9 ( Warner et al.,1998 ), mientras que en B6 esta codificada por Q7 y Q9,
que codifican una mayor cantidad de mRNAs produciendo asi una mayor cantidad
de proteina Qa-2 y por consecuencia se desarrollara mas rapido.

El desarrollo similar entre BALB/cJ ( Qa-2 + ) y B6.K1 (Qa-2- ), que tienen
un fondo genético diferente, es compatible con la presencia de otros factores que
pudieron influir en la velocidad de desarrollo y le permitieron a B6.K1
desarrollarse a una velocidad semejante a BALB/cJ; dichos factores podrian no
expresarse en BALB/cAnN (Qa-2°) que fue la cepa que tuvo el desarrollo

embrionario mas lento.
Qa-2 solo fue detectada por inmunofluorescencia en etapa de moérula

compacta y blastocisto; sin embargo esto no es excluyente de que no este
presente en etapas anteriores, la dificultad para la localizacibn por
inmunofluorescencia concuerda con diferentes estudios, donde se reportan
resultados variables, en algunos casos proteinas del MHC, en humanos, han sido
detectadas por medio de inmunofluorescencia, sin embargo otros autores
mencionan que no estan presentes ( Fernandez, 1999 ); la presencia de Qa-2 en
bajas cantidades, asi como su localizacidn pueden estar influyendo para dar
estos resuitados variables. Aunque la técnica de inmunofluorescencia ha sido
utilizada con éxito para detectar a la proteina Qa-2 en espermatozoides
(Ungchusri et al., 2001), en embriones se obtienen resultados variables. Es posible
que procedimientos mas sensibles, como la técnica de RT-PCR nos permitieran
identificar mMRNA de Qa-2, en etapas anteriores a mérula compacta y blastocisto.
Considerando los resultados obtenidos en la evaluacion de los parametros
reproductivos asi como los del desarrollo embrionario in vitro, es evidente que los
embriones B6 que tuvieron el mejor desarrollo, no afectaron el tamarfio de camada
in vivo, resultados compatibles con las observaciones de Warner et al., ( 1999 )
de que un desarrollo embrionario mas rapido no conduce a que haya una
implantacion temprana de los embriones mas desarrollados, ya que es hasta la
mitad de ia gestacion donde se han encontrado un mayor nimero de embriones
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Qa-2 positivos. Sin embargo otros factores deben estar influenciando este
fendmeno probablemente factores de crecimiento presentes en el ambiente
uterino, o una interaccion entre los mismos embriones; lo que pudiera explicar
que las sublineas BALB/c tuvieran camadas similares en numero a B6. Si bien
Warner ( 1991 ) menciona que las camadas de ratones Qa-2 positivas tienden a
ser mayores, en numero y peso con respecto a cepas Qa-2 negativas, no siempre
los embriones mas desarrollados influiran de manera positiva en el tamaro de
camada y parece existir interaccion entre los embriones con un desarrolio mas
lento que les permiten mantenerse viables Young et al., ( 1993 ).

Si Qa-2 influencia la velocidad de desarrollo embrionario, la forma por la
cual aumenta el tamafio de camada debe ser muy sensible a los factores
ambientales y los efectos de Qa-2 sobre el peso al nacer y peso al destete pueden

ser secundarios,
En las cepas Qa-2 positivas, los embriones al tener un desarrollo

sincrénico con el ambiente uterino, tomaran ventaja de ello y no seran tan
sensibles como los embriones Qa-2 negativos a una diferencia en el ambiente
uterino. Y en las cepas Qa-2 negativas, la interaccion entre ellos puede ayudaries
a superar efectos de asincronia uterina y resultar en camadas similares en
nimero a las cepas Qa-2 positivas; pero tendran un menor peso como efecto del
ambiente uterino; en cerdos ha sido comprobada la influencia del ambiente uterino
sobre el peso de los productos ( Wilson et al., 2001 ).

En conclusidbn en eéste trabajo se encontr6 que el desarrollo
preimplantacional in vitro estuvo influenciado por la proteina Qa-2, la influencia fue
sobre la velocidad de desarrollo. Asi las cepas Qa-2 positivas se desarrollaron
mejor que las cepas Qa-2 negativas; también Qa-2 influencio de manera positiva
la viabilidad embrionaria. Se presentan evidencias que involucran otros elementos
en la velocidad de desarrolio, al no existir diferencia en el desarrollo entre una
cepa Qa-2 positiva, BALB/cJ, y una negativa, B6.K1, donde el fondo genético

puede contribuir a enmascarar el efecto de Qa-2.

W
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Por otra parte los resultados obtenidos en el analisis de los parametros
reproductivos no muestran influencia de Qa-2, al no existir diferencia en el tamaro
de camada entre cepas Qa-2 positivas y negativas.




8. — Anexo 1 .
8.1. Protocolo para la deteccion de Qa-2 en embriones - por

inmunofluorescencia.

e Remover la zona pellucida, con pronasa 5% en M2.

e Lavar 2 veces los embriones/ovocitos sin zona pelicida en PBS/PVP ( 3
mg/mi polivinylpirrolidona ) durante 15 minutos

e Fijar los embriones/ovocitos en paraformaldehido 3.7%, 60 minutos.

e Todos los pasos siguientes son realizados a temperatura ambiente en una
camara humeda.

» Lavarlos embriones en 2 gotas de PBS/PVP 15 minutos.

e Permeabilizar los embriones en 0.1% triton X-1 OO/PBS por 5 minutos.

e Lavar los embriones en 2 gotas de PBS/PVP 15 minutos, por lavado.

e Colocar los embriones en solucién bloqueadora ( 0.1 % BSA , 0.01 %

tween 20 PBS ) por 15 minutos,

e Todos los siguientes pasos son realizados en solucion blogqueadora.

. Incubar,los_;'gr_n riones con el Anticuerpo primario, monocional antiQa-2
(clona _1-1'-2),’,Phar_mig‘en; en una dilucién 1:100. durante 12 hrs.

e Lavar los embriones en 4 gotas de solucion bloqueadora, 15 minutos por
gota.

e Incubaren el anticuerpo secundario, IgG antimouse (H + L) conjugado con
el fluorocromo rojo Texas a una dilucion 1:100.
e lavar en 4 gotas de solucion bloqueadora, 15 minutos por gota.

« Montar con vectaShield. Y observar bajo el microscopio de luz ultravioleta.

( Diaz-Cueto et al., 2000 )
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