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RESUMEN

Los animales transgénicos son aquellos que portan nuevos genes dentro
de su genoma, ya sea de la misma especie o de otras especies. Esto puede
lograrse a través de diversas técnicas, siendo la mas utilizada la de
microinyeccion, que consiste en inyectar varias copias de un fragmento génico
en un pronucleo de macho o de hembra, o en un d6vulo recién fecundado,
transfiriéendolo posteriormente a una hembra en donde el embrion se
desarrollara hasta su nacimiento.

El objetivo de este trabajo fue comparar la linea de crecimiento de los
ratones transgénicos B6D2F1/J del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y
Nutricién Salvador Zubiran (INCMN SZ) con los ratones B6D2F1/J sin transgén
de los laboratorios Jackson para observar si existian diferencias significativas
en la ganancia de peso, durante el crecimiento de los ratones.

La metodologia que se realizé fue la clasificacion de datos de los
ratones transgénicos por su sexo (machos y hembras), los cuales fueron
pesados semanalmente, 10 animales de cada sexo, desde la tercera hasta la
novena semana de edad, obteniendo un peso promedio por semana, con
estos datos se compard a los ratones del INCMN SZ con los pesos de los
ratones de laboratorios Jackson, a través de una prueba de hipoétesis de
medias. Los resultados fueron: diferencias estadisticamente significativas entre
ambos grupos de animales; atribuido principalmente a las variaciones en las

condiciones ambientales en que se mantuvo a los ratones.



INTRODUCCION

Durante cientos de afos, la alteracion genética efectuada por el humano,
tras la domesticacion de los animales salvajes, fue llevada inicialmente en
forma empirica y después mediante la crianza dirigida y selectiva (27).

En los ultimos afos se ha visto el desarrollo de métodos, que a diferencia
de las técnicas convencionales de crianza, permiten modificar directamente y
de manera selectiva la composicion genética de los organismos. Estas nuevas
técnicas de manipulacion genética pueden ser divididas en: la categoria que
trata el genoma entero como una unidad compacta (manipulacién genémica), y
otra en la que son manipulados los genes individuales o manipulacion génica
(27).

Los genes son materia y mensaje, estructura e informacion, compuestos
por la molécula de doble hebra de Acido desoxirribonucleico (ADN), que
consiste en los nucledtidos de adenina (A), tiamina (T), citosina (C) y guanina
(G), el componente de informacion reside en el orden de esas letras, llamado
cddigo genético, que indica a las células la reunién de aminoacidos para poder
fabricar proteinas particulares (37).

El término transgénico fue usado en primer lugar por Gordon y Ruddle
(1982) para describir a aquellos animales que portan nuevos genes dentro de
su genoma. Este término es actualmente aplicado de una forma general a la
caracterizacion de ciertas variantes de especies cuyo genoma ha sido alterado
por la transferencia de genes extrafios (5, 27).

Los animales transgénicos tienen por lo menos un gen que ha sido
transferido y cuyo sitio de integracion y numero de copias integradas no
pueden ser controlados. Los genes integrados pueden interactuar con los
genes del fondo y con los factores ambientales, parcialmente en el sitio de
integracion, de tal manera que cada animal transgénico original puede
considerase como un recurso unico. Por tanto, se deben tomar las previsiones
necesarias para preservar tales recursos, a través de los procedimientos

tradicionales de manejo genético, incluyendo el mantenimiento de cuadros



genealdgicos detallados y de la verificacion genética para comprobar la
presencia y cigosidad (se refiere a la expresion total -homocigota- o parcial —
heterocigota- del gen) de los transgenes (23).

El primer paso en el proceso de la transgénesis, es combinar un gen
clonado con un promotor apropiado, produciendo una construccion génica. El
segundo paso es introducir la construccidn génica en uno 0 mas cromosomas
del animal; esto se consigue habitualmente por la técnica de microinyeccién
que consiste en inyectar varias copias del fragmento génico en un pronucleo,
de macho o de hembra o en un o6vulo recién fecundado. Después de la
microinyeccion, el ovulo fecundado se transfiere a una hembra receptora
preparada convenientemente, que llevara el embrion hasta su nacimiento de la
manera habitual (8, 24).

Las dos estrategias basicas para producir animales transgénicos son: para
ganar una funcion o para perder una funcion (36). Cuando se inactiva el
funcionamiento de un gen por la insercion de un transgén, se le conoce como
animal “knock-out” (1).

El uso mas extendido de la transgénesis se ha dado en la investigacion
basica (20). El interés por los animales transgénicos se ha concentrado en las
siguientes areas: la mejora de caracteres productivos, la resistencia animal a
enfermedades, modelos animales de enfermedades humanas y la sintesis de
productos biomeédicos (5). La creacion de animales transgénicos con
mutaciones especificas en genes que provocan enfermedades en el hombre,
permite estudiar su relacién causal en el desarrollo de la patologia, asi como
probar posibles terapias para el tratamiento (17). La transgénesis en la mejora
de caracteres productivos se encuentra limitada por el desconocimiento sobre
la identidad y regulacion de los genes que determinan estos caracteres (1,5).
Una de las aplicaciones mas prometedoras a corto plazo es la sintesis de
productos biomédicos en animales transgénicos (15).

Una aplicacién de la transgénesis que se encuentra en intensa
investigaciéon es la posibilidad de usar érganos animales como fuente de
transplantes en humanos (xenotransplantes) esto se esta explorando
principalmente en cerdos, donde se busca la eliminacion de azucares que

desarrollen rechazo inmunologico en los pacientes. Otra opcidn es la



‘humanizacion” de estos organos, es decir, expresar antigenos humanos en
ellos para usarlos como fuente de células en algunos procedimientos
terapéuticos (1).

En el caso de los ratones B6D2F1/J que se utilizaron en el presente trabajo,
el transgén que les fue microinyectado es el que se encarga de la regulacion
transcripcional del gen SERCA 2 del reticulo sarcoplasmico de corazén que
realiza el almacenamiento de Ca?+ durante la relajacion muscular cardiaca,
relacionandose la disminucibn de almacén de Ca?*+ con miocardios
hipertréficos e insuficientes, de ahi la importancia de dichos animales para los
investigadores.



OBJETIVOS

Objetivo General

Comparar la linea de crecimiento de los ratones transgénicos B6D2F1/J
(gen SERCA 2 del reticulo sarcoplasmico de corazon) del INCMN SZ, con los
ratones B6D2F1/J sin transgén de los laboratorios Jackson, para observar si
existen diferencias en la ganancia de peso, durante el crecimiento de los

ratones.

Objetivo Particular

Determinar en generaciones consecutivas de ratones reproducidos en el

INCMN SZ la expresion del transgén SERCA 2 (homocigoto o heterocigoto).



ANTECEDENTES

I. El ratén como modelo animal en la transgénesis

El uso mas extendido de la transgénesis es la investigacion basica
utilizando animales de laboratorio, especialmente ratones (24).

Uno de los problemas que enfrenta la investigacién biomédica es que
muchos estudios no pueden realizarse directamente en humanos por razones
eticas. Por ello, es importante desarrollar modelos animales que reproduzcan
las enfermedades humanas, dichos modelos dan la oportunidad de realizar
estudios morfolégicos, inmunoldgicos vy fisioldgicos (33).

El raton pertenece al género Mus, subfamilia Murinae, familia Muridae,
orden Rodentia. El raton domestico de Norteamérica y Europa Mus musculus
es la especie comunmente utilizada para la investigacion biomédica. Ha sido
empleado en estudios de anatomia comparativa tempranamente desde los
afos setenta, pero la aceleracion de la investigacion biologica en la década de
los noventa, el renovado interés en la genética mendeliana y el requerimiento
de un pequefio y econémico mamifero prolifico, fueron instrumentos para
desarrollar el moderno ratén de laboratorio. Estos estudios han crecido
espontaneamente durante esta década y han hecho del raton de laboratorio en
términos genéticos, el mamifero mas completo como modelo de
experimentacion (9).

El raton puede vivir entre 2 y 3 afos, existen desde luego algunas
diferencias en la longevidad que poseen las distintas estirpes y cepas, como
consecuencia de su distinta susceptibilidad ante los procesos patologicos (14).

El uso de los ratones también esta favorecido por la existencia de
numerosas mutaciones que afectan el color del pelo (17). De los ratones mas
comunmente utilizados de acuerdo a su pigmentacion heredable, se incluyen

las siguientes cepas:

- A (albino) - CBA (agouti)
- BALB/c (albino) - C3H (agouti)
- C57BL/6 (negro) - C57BL/10 (negro)



C57BR (castafio oscuro) - C58 (negro)

DBA (café claro) - FVB (albino)
NZB (negro) - NZW (blanco)
SJL (albino) - SWR (albino)

129 (usualmente albino o chinchilla) (25).

Variedades de ratones disponibles

Los

ratones mas frecuentemente utilizados en la experimentacion

biomédica pueden clasificarse en dos grandes categorias: microbiologicas y

genéticas.

Desde el punto de vista microbioldgico son clasificados (refiriéendonos a los

animales de laboratorio) en los siguientes grupos:

1)

2)

Ratones libres de gérmenes (axénicos), libres de cualquier
microorganismo detectable.

Ratones con una flora conocida y controlada (gnotobidticos), es
decir que soportan una poblacion microbiana especifica.

Ratones libres de gérmenes patégenos especificos (SPF), es decir
libres de determinados agentes patégenos, y

Ratones convencionales, es decir todos los que no se encuentran

en los grupos anteriores.

Genéticamente pueden clasificarse en:

1)

Animales de reproduccion no dirigida, mantenidos en grandes
colonias, los apareamientos se realizan al azar entre machos y
hembras procedentes de camadas distintas.

Animales endogamicos, es decir, lo que determina un aumento en
la homocigocis —producto de por lo menos 20 apareamientos
consecutivos entre hermanos- cada cruce de este tipo reduce la
heterosis aproximadamente un 19%.

Los hibridos F1 que son el resultado del apareamiento de dos

lineas parentales consanguineas (14, 16).



Sistemas reproductivos

El programa reproductivo se establece teniendo en cuenta una serie de
premisas, basicamente: espacio disponible, fecundidad de la estirpe o cepa a
emplear, esquema de consanguinidad que eventualmente deba seguirse,
problemas epizoo6ticos y necesidades productivas programadas (14, 16).

Los sistemas reproductivos mas empleados incluyen: el harem, las parejas
mondgamas o los trios.

En el sistema de harem es suficiente 1 macho por cada 4-6 hembras, al
detectar que se encuentran gestantes, las hembras son puestas en cajas
individuales para que puedan criar. La desventaja de este sistema es que se
pierde la posibilidad del apareamiento posparto (13).

El sistema de parejas mondégamas supone el mantenimiento de parejas
permanentes de un macho con una hembra y las crias que se obtienen se
extraen unos dias antes de que se produzca el nuevo parto.(14, 16)

En el sistema de trios combina 1 macho por cada 2 hembras. Antes del

siguiente parto se extraen las crias (13).

Receptividad sexual

Los ratones deben aparearse a la edad de 7-8 semanas de edad, cuando
alcanzan un peso de 20-30 g para no obtener camadas reducidas.

El ciclo estral de las hembras es de 4-5 dias, en tanto que el celo ocupa
aproximadamente 12 horas y son poliéstricas continuas, (13, 26).
Un estro fértil ocurre 14-28 horas después del parto (13, 14, 16).

Las feromonas juegan un papel importante en el comportamiento
reproductivo, son sustancias quimicas secretadas por el cuerpo, y que a
diferencia de las hormonas tienen efecto fuera del organismo que las produce,
ya que provocan una reaccion de comportamiento al ser activado el sistema
olfatorio del que las percibe; esto se observa cuando se agrupan hembras de
ratdbn en una caja, puede darse en todas ellas un periodo de anestro continuo
que se interrumpe al percibir el olor de un macho o con la introduccién de un
macho en el lote estimulando la sincronizacién del celo en un intervalo de 72

horas, hecho que recibe la denominacion de “Efecto Whitten” (13, 14, 16).
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Diagnéstico de gestacion

Los indicadores de que se ha producido la cépula en las 24 horas
procedentes son la presencia de espermatozoides en los frotis vaginales o la
existencia de un tapon vaginal. El tapdén vaginal es formado por secreciones de
la vesicula seminal y de las glandulas de copulacion del macho. Este tapon
usualmente persiste de 18-24 horas. A partir del dia 13 de gestacion se
observa el desarrollo gradual de las mamas y el aumento en el peso corporal

de la hembra, pudiéndose igualmente palpar los fetos (13, 14, 16).

Gestacion
Las hembras no lactantes tienen un periodo de gestaciéon que oscila de 19

a 21 dias y en hembras lactantes aumenta en 3 a 10 dias (14, 16).

Sexado

Los machos, al nacimiento pueden distinguirse de las hembras por la mayor
distancia ano-genital (superior en 1.5-2 veces a la hembra), los testiculos de
color palido, visibles a través de la pared abdominal y el mayor tamarfo de la

papila genital (13, 14, 16).

Tamaio de la camada

Las camadas varian en funcién de la edad de la madre y estirpe o cepa a
que pertenece, siendo en todos los casos reducida la primer camada y del
segundo al octavo parto las camadas son mas numerosas 10-12 crias (6, 9).
Nacen desnudos y a los 10 dias de nacimiento los ratones estan
completamente cubiertos de pelo y para el dia 12 abren los ojos. Usualmente
se destetan a los 21 dias pero puede presentarse el destete hasta los 28 dias.
Los ratones consumen sélidos y agua a partir de las 2 semanas de edad (14,
16).

11



ll. Definicién de transgénico

Es aquel cuyo genoma ha sido modificado por la introduccion de un ADN
exogeno o por la deleccion de un fragmento de ADN propio. EI ADN exogeno
puede ser un gen de otra especie 0 una secuencia nucleotidica propia alterada.
El ADN introducido se denomina transgén y, normalmente, se mantiene

integrado de forma estable en el genoma del animal transgénico (5).

Técnicas de produccion de animales transgénicos

Las técnicas usadas hasta el momento para producir animales transgénicos
son: a) Transferencia de ADN por retrovirus
b) Microinyeccidén de ADN extrafio en pronucleos fertilizados.
c) Inyeccion de células madre embrionarias (ES) con ADN extrafio.
d) Incubacion de esperma con ADN exogeno.
e) Transferencia génica dentro de células y embriones, mediado por
liposomas.
f) Electroporacion de espermatozoides.

g) Transferencia de genes a células somaticas (11, 36).

Las investigaciones llevadas a cabo a principio de los afios ochenta no
fueron mas que el lanzamiento de una serie consecutiva de avances, tanto en
la investigacion basica como en la utilizacion practica de los animales
transgénicos. En el cuadro adjunto se incluyen los principales hitos

relacionados con la obtencion y desarrollo de los mamiferos transgénicos:

Mamiferos transgénicos: antecedentes y cronologia

1938: | Spemann propone experimento de transferencia nuclear

1949: | Hammond mantiene embriones de ratdn en cultivo in vitro

1961: | Tarkowski obtiene ratones quiméricos agregando

embriones

12



1966:

Lin describe la técnica de microinyeccion de embriones de

raton

1980:

Gordon, Ruddle y col. obtienen los primeros ratones
transgénicos por microinyeccion de ADN en el pronucleo
de cigotos de raton

1981

Gordon y Ruddle obtienen ratones transgénicos por

microinyeccion de ADN en el pronucleo de cigotos de raton

1981:

Evans y Kaufman obtienen células embrionarias

totipotenciales de raton.

1982:

Palmiter y col. obtienen ratones transgénicos gigantes
mediante transgenes de la hormona del crecimiento de

rata

1983

Palmiter y col. obtienen ratones transgénicos gigantes
mediante transgenes de la hormona de crecimiento

humana

1983:

McGrath y Solter desarrollan una nueva técnica para

experimentos de transferencia nuclear en ratén

1985:

Hammer y col. obtienen animales de granja transgénicos
(conejos, ovejas, cerdos) mediante el transgén de la
hormona del crecimiento humano a partir de ADN clonado
y microinyectado en pronucleos de 6vulos fertilizados

1987:

Thomas y Capecchi obtienen los primeros ratones

knockout por recombinacién homologa

1989

Clark y col. obtienen ovejas transgénicas mediante el gen
humano del factor IX de coagulacion de la sangre mediante

microinyeccion de ADN en el pronucleo del cigoto

1991

Wright y col. obtienen ovejas transgénicas con el gen

humano a -1-antitripsina, mediante microinyeccién de ADN

13



en el pronucleo de cigotos

1991

Ebert y col. obtienen cabras transgénicas con el gen AtPH
humano (activador tisular de plasminégeno) mediante

microinyeccion de ADN en pronucleo de cigoto

1991

Krimpenfort y col. obtienen vacas transgénicas con el gen
humano de la lactoferrina mediante microinyeccion de ADN

en el pronucleo de cigotos

1993:

Nagy y Rossant obtienen ratones quiméricos por co-cultivo

de embriones

1993:

Schedl y col. obtienen ratones transgénicos con

cromosomas artificiales de levaduras

1994:

Brinster y col. obtienen ratones transgénicos por

transplante de espermatogonias

1996:

Campbell y col. obtienen ovejas clonicas por transferencia

nuclear de células embrionarias en cultivo

1997:

Wilmut y col. obtienen ovejas clonicas por transferencia

nuclear de células diferenciadas fetales y adultas en cultivo

1997:

Schnieke y col. obtienen ovejas clonicas transgénicas por
transferencia nuclear a partir de células fetales

diferenciadas

1998:

Cibelli y col. obtienen vacas clénicas transgénicas por
transferencia nuclear a partir de células fetales

diferenciadas

1999

Baguisi y col. obtienen cabras transgénicas por

transferencia nuclear

1999

Yanagimachi y col. obtienen ratones transgénicos
mediante la co-inyeccion de cabezas de espermatozoides
y ADN exdégeno (38).

14



lll. Técnica de microinyeccion

Esta técnica es una de las mas usadas en la transferencia de fragmentos
de ADN los cuales se inyectan de manera directa en el pronucleo de un 6vulo

fecundado (10) y consiste en los siguientes pasos:

Clonacién del fragmento de ADN
Preparacion de la solucion de ADN que sera usada en la microinyeccion
Preparaciéon de oocitos y embriones

Microinyeccién del ADN en el pronucleo

o~ w0 N =

Transferencia de embriones inyectados a animales hospedadores
adecuados

6. Deteccion del transgén en animales recién nacidos (27).

1. Clonacién de fragmentos de ADN

El ADN clonado se caracteriza entre otras cosas, en que es una secuencia
completa de nucleédtidos bien determinados, identificables por pruebas
especiales (15).

El objetivo de la clonacién es la produccion de un gran numero de copias
de una region de ADN, para ello el fragmento de ADN se une a otro ADN
(vector de clonacion), y la molécula de ADN recombinante formada se
incorpora a la célula anfitiona donde tiene lugar la amplificacion por
replicacion. Una vez detectada la presencia del ADN de interés y seleccionados
los clones que lo han amplificado, se aisla el gen o fragmento de ADN.

El ADN desde bacteriano hasta el del hombre, tiene secuencias especificas de
bases nitrogenadas que son reconocidas de manera universal por las enzimas
endonucleasas (ligasa y de restriccion) que unen y cortan (3).

La clonacion puede describirse en siete etapas:
A. Preparacion del ADN. El gen que se quiere clonar debe ser aislado de la

muestra de ADN para producir una ruptura con endonucleasas de

restriccion y separar los fragmentos del ADN de interés.
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B. Preparaciéon del vector. Como vector se puede utilizar un plasmido, un

cosmido o un virus.

C. Unién del ADN al vector. Habiendo cortado el ADN y el vector con una
misma endonucleasa de restriccion, ambos pueden unirse gracias a una

ligasa. Al conjunto vector+inserto se le llama ADN recombinante (ADNr).

D. Incorporaciéon del ADNr. EI ADN recombinante se introduce en bacterias,
empleando métodos diversos. El vector se replica al dividirse la bacteria y
también de forma auténoma. Con ello, aumenta el numero de copias. Cada
bacteria, haya incorporado o no un vector y un ADN recombinante, se
multiplica para dar lugar a un clon (poblaciéon de bacterias con idéntico
material genético —incluido el recombinante). También se le incluye el gen

de resistencia a algun antibidtico o gen reportero.

E y F. Propagacion celular y seleccién. Debido a que no todas las bacterias
incorporaron el ADN de interés formando parte del vector recombinante, se
seleccionan las que si lo han hecho, normalmente cultivandolas en un
medio con antibidtico, si en el vector se incluyd el gen de resistencia a este

antibidtico.

G. Expresion del ADN clonado. Se cultiva en placas de agar para la
formacion de colonias, luego se pasan las colonias seleccionadas a un
medio liquido de cultivo (20).

El disefo y la clonaciéon de un fragmento génico es el paso fundamental en
la generacion de animales transgénicos, determinando esencialmente el

éxito o el fracaso de todos los pasos subsiguientes (27).

2. Solucién de microinyecciéon del ADN
Cualquier fragmento de ADN, quimicamente sintetizado, ADN clonado o
fragmentos de cromosomas, pueden ser microinyectados y seran integrados en

el genoma del hospedador con mas o menos la misma frecuencia (21, 27).

16



Ha sido demostrado que los genes extrafios son transcritos y degradados
en una pequefia proporcion unicamente durante las primeras 24 horas tras la
microinyeccion. La transcripcion de los plasmidos microinyectados se reduce
considerablemente después de la primera division celular.

Con el objetivo de asegurar que los transgenes sean también transcritos, es
aconsejable eliminar de los fragmentos de ADN cualquier secuencia
procariotica del vector, ya que éstas pueden inhibir mas adelante la actividad
del gen. También se ha visto que es mas ventajoso usar transgenes en su
forma gendmica original en lugar de usar copias de ADN clonado.

Los plasmidos recombinantes o los cosmidos que contienen el fragmento
génico, usado para el establecimiento de los animales transgénicos, son
aislados como moléculas de ADN super enrolladas por medio de
procedimientos estandar a partir de cultivos bacterianos. Son
subsecuentemente cortados por enzimas de restriccion apropiadas para
obtener el inserto (que puede ser purificado por electroforesis en gel de
agarosa o poliacrilamida). EI ADN es subsecuentemente extraido (NaDod-
SO/fenol/cloroformo), precipitado (etanol), lavado (etanol) y resuspendido en el
tampodn de inyeccion (TE, pH 7.5) a una dilucion apropiada (21, 27).

3. Preparacion de los embriones

Los oocitos fertiizados de raton para la microinyeccion pueden ser
obtenidos de cepas fértiles endogamicas, exogamicas o hibridas. El numero
maximo de oocitos inyectables de un animal donador individual se obtiene
tratando la hembra de raton, de 6-8 semanas de edad, con hormonas. Tres
dias antes de la microinyeccién, se les administra PMSG (gonadotropina
coridnica equina o también conocida como suero de yegua prefada) la cual
actua biologicamente como la hormona foliculo estimulante (FSH) promoviendo
el crecimiento folicular (12), administrandose por via intraperitoneal a dosis de
5-10 Ul; 48 horas después se administra gonadotropina coridbnica humana
(GCH) que actua como la hormona luteinizante (LH) induciendo la ovulacion
(12). Aproximadamente, 12 horas después de la ultima administracion de
hormonas tiene lugar la ovulacion inducida. Cada hembra superovulada es a

continuacién  alojada junto con un macho en una celda separada. El
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apareamiento normalmente tiene lugar en el periodo de oscuridad y puede ser
detectado en las siguientes 12 horas por observacion del tapdon espermatico
en el orificio vaginal. Las hembras que se han apareado satisfactoriamente son
usadas para obtener embriones. Entre 5 y 8 de cada 10 hembras
superovuladas son normalmente apareadas satisfactoriamente y cada una
producira de 15 a 30 oocitos que pueden ser utilizados para experimentos de
transferencia génica (17).

Las hembras positivas son sacrificadas mediante eutanasia 22 horas
después del apareamiento, por dislocaciéon de las veértebras cervicales. Los
organos reproductivos son extraidos para obtener los oocitos, el oviducto se
lava con el medio M2 (solucién Krebs-Ringer modificada con tampoén HEPES).
Los oocitos son a continuacion lavados nuevamente con medio M2 recién
preparado y son transferidos a un medio M16 a 37°C y 5% de CO? con el
mantenimiento de un pH adecuado para estimular el desarrollo embrionario y
manteniéndolos ahi hasta que son utilizados para la microinyeccion (12,19,21,
27).

4. Microinyeccion del ADN

El equipo consiste en un microscopio de inversion, dos micromanipuladores
para manejar las pipetas de inyeccion y sujecion, y un aparato de inyeccion que
permita regular la presidn de inyeccion, ademas de una camara de inyeccion
que contiene los embriones en medio de cultivo cubiertos con una capa de
aceite de parafina que se coloca bajo el microscopio. El embriéon que va a ser
inyectado es sujetado con la pipeta correspondiente bajo una presion reducida
y posicionado de tal forma de que el pronucleo sea visible. La pipeta de
inyeccion tiene una punta con un diametro de 1um y esta llena de solucién de
ADN en el extremo. Para la inyeccion de ADN, la punta es insertada
cuidadosamente a través de la zona pelucida y la membrana celular hasta que
es colocada en el interior del pronucleo (Figura 1). La inyeccién se realiza en el
pronucleo masculino que es ligeramente mas grande que el femenino. El
volumen del pronucleo aumenta aproximadamente en un 50% si se inyectan 1a
2 picolitros de solucion de ADN (100 a 10 000 copias de ADN extrafio es

optimo para que haya integracién en la linea germinal). Todos los embriones
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inyectados son transferidos a medio de cultivo y son mantenidos a 37°C o 39°C
hasta que son transferidos a un animal receptor (9, 21, 22, 27).

ona pelicida
Cuerpos polares

Pipeta para sostener el huevo 4(
Cuerpo polar

Prondcleo

Mucleolos

Prontcleo

Figura 1. Microinyeccién en el pronucleo masculino de ratéon (17).

5. Transferencia de embriones

Normalmente, los embriones seran transferidos a animales receptores
sincronizados después de un corto periodo de cultivo in vitro, de hasta varias
horas, (Figura 2). Los embriones morfolégicamente defectuosos son
descartados y no son utilizados para la transferencia embrionaria. Una
alternativa a la transferencia es el cultivo intermediario de embriones durante 3
dias, a partir del mismo dia que la microinyeccion. Este cultivo ofrece la
ventaja que los embriones que han sido dafiados en el proceso de inyeccidn
son identificados.

El ciclo estral de los animales receptores debe ser sincronizado con el de
los animales donadores de embriones, de tal forma que los ovarios, los
oviductos y el utero se encuentren en condiciones que garanticen el desarrollo
fisiologico de los embriones transferidos. La sincronizacion se lleva a cabo
apareando las hembras con machos vasectomizados. Si los embriones han de
ser cultivados in vitro durante periodos mas largos, es recomendable utilizar

donadores y receptores cuyo ciclo sea asincrénico por un dia (21, 27).
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La transferencia directa de oocitos microinyectados a oviductos de
receptores definitivos requiere siempre cirugia, por lo que los animales
receptores son anestesiados, se prepara adecuadamente el campo de
operaciones para acceder a cavidad abdominal. Los embriones son recogidos
del medio de cultivo con un catéter apropiado para la transferencia,
liberandolos en el oviducto de la hembra receptora.

Las hembras receptoras usualmente reciben de 10 a 20 embriones, los
cuales son distribuidos equitativamente entre los dos oviductos, solo la mitad o
una tercera parte de los embriones llevan a término la gestacion (17) Una
gravidez satisfactoria puede ser diagnosticada varios dias o semanas despueés
y debe ser vigilada hasta el nacimiento. La gravidez precoz también
proporciona datos inmediatos de los indices de supervivencia de los embriones
(21, 27).

Figura 2. Embrién normal

6. Deteccion de la integracion

Habitualmente en ratones, el ADN es analizado a las 3 y 6 semanas de
edad, respectivamente, para detectar secuencias integradas. Cuando son
tomadas muestras de tejidos o de sangre, los animales deben ser marcados
permanentemente y de tal forma que no se confundan. En casos raros, los
animales que portan un fragmento transferido integrado, pueden mostrar
alteraciones fenotipicas al nacer. Por otra parte, la expresion de fenotipos que
distinguen a los animales transgénicos de los no transgénicos normalmente no
son expresados en todos los individuos, pruebas inequivocas de la presencia
de un fragmento génico integrado pueden ser obtenidas por analisis del ADN
gendmico (8, 19, 21, 27).

En relacién a lo que conocemos por transgénesis, se sabe que el genoma
del animal resultante tendra una o mas copias del fragmento génico. Tales

animales, se dice que son transgénicos y el fragmento génico insertado se
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llama transgén. Aproximadamente la mitad de los animales transgénicos
expresan realmente el transgén (o sea, que producen el polipéptido), pero casi
todos ellos transmiten el gen a su descendencia con normalidad (24).

El animal que se obtiene a partir de un embrién inyectado con ADN se
llama “fundador” (Fo). Todos los animales transgénicos que desciendan de un
mismo fundador compartiran el mismo transgén (o locus transgénico), lo que se
denomina una linea de ratones transgénicos (8).

Un signo obvio que indica que hubo multiples sitios de integracion en la
generacion de animales F1, es la heredabilidad del transgén, ya que en el caso
de un fundador que tenga 2 sitios de integracion, el 75% de los animales F1
seran transgénicos (26).

Con relacién a la secuencia codificante, la transgénesis puede ser utilizada
para introducir un alelo nuevo de un gen que ya existe en la especie, o también
ofrecer la posibilidad de introducir genes que sean completamente nuevos para
las especies (23).

Los transgenes contienen normalmente secuencias reguladoras vy
estructurales, las secuencias reguladoras son las que determinaran el tipo de
tejido y momento de expresion del transgén. El elemento estructural es la
secuencia de ADN que codifica para la proteina que se quiere expresar.

La mayoria de los animales transgénicos fundadores (>62%) son mosaicos,
es decir que solo una porcién de sus células son portadoras del transgén. Se
cree que este fendmeno se produce por la integracion del transgén en el
genoma después de la primera replicacién del ADN cromosoémico. No siempre
se produce la expresion del transgén y, a veces, se observa en tejidos o en
momentos del desarrollo no especificos (expresién ectdpica). En general, la
expresion del transgén depende del lugar de integracion en el genoma, por lo
que diferentes lineas transgénicas pueden tener patrones de transcripcion muy
diferentes (5). Algunas veces se necesitan 20 o mas descendientes F1 de los
fundadores mosaico para transmitir con éxito el transgén. En algunos casos el
transgén no entra en ninguna célula germinal, por lo que los fundadores nunca

transmiten el transgén a su descendencia (8).
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Diversas técnicas estan disponibles para investigar la integracion del
transgén en el ADN de los animales, como es el caso de la prueba de Southern
blot y Reaccién en Cadena de la Polimerasa (PCR), entre las mas importantes
(26, 27).

Métodos de reproduccion en animales transgénicos

En ciertos casos, el animal heterocigoto (Tg/+) posee un fenotipo facil de
identificar, pero en otros casos, el animal transgénico (Tg/+) no tiene un
fenotipo perceptible y es necesario recurrir a técnicas moleculares,
especialmente PCR y Southern blot.

Siempre que sea posible, es recomendable colocar el transgén en estado
de homocigosis (Tg/Tg), es decir, realizar apareamientos homocigotos ya que
de esta manera se economiza espacio y se evita el corte de cola (para obtener
ADN) y el genotipado por pruebas para deteccidon del transgén. La probabilidad
de obtener un macho y una hembra homocigotos (Tg/Tg) a partir de una cruza
heterocigota (Tg/+ x Tg/+) es, a priori de 1/16 (1/4 para que el macho sea
Tg/Tg). Esto no siempre es posible debido a dos razones: Primero, alrededor
del 10% de los transgenes son letales en estado homocigota (mutacion
recesiva letal). Segundo, durante el genotipado del ADN por pruebas de
deteccion del transgén es muy dificil distinguir los animales transgénicos
heterocigotos de los individuos transgénicos homocigotos. Si el transgén es
viable al estado homocigota, lo mejor sera localizar lo mas rapido posible estos
machos Tg/Tg, lo que permitiria suprimir los genotipados por PCR de su
descendencia, ya que 100% de las crias resultantes de un cruce con hembras

salvajes (+/+) seran heterocigotas para el transgén (Tg/+) (4).

Reproduccion asistida.

Estas técnicas son esenciales para evitar la pérdida de lineas transgénicas.
Las mas importantes son: transplante de ovarios de ratones transgénicos en
ratones no transgénicos ovariectomizados para obtener descendencia
transgénica, esto es de valor incalculable en el caso de que no se pueda

obtener descendencia de los ratones transgénicos; y fertilizacion in vitro (27).
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IV. Funcioén del reticulo sarcoplasmico de corazén

El reticulo sarcoplasmico constituye el mayor organelo intracelular que
almacena Ca?+ libre dentro del miocito y que regula la relajacion y el desarrollo
de tension en el musculo cardiaco y esquelético; esta conformado por una
porcién tubular longitudinal y otra formada por cisternas terminales (10).

En las cisternas terminales se encuentra la proteina calsecuestrina que
tiene 4 sitios de union para calcio con una moderada afinidad por el Ca?+, y las
cuales son las responsables de la liberacion de Ca?+ durante la activacion
muscular.

La porcion tubular longitudinal esta compuesta casi por completo de
ATPasas de Ca*+ (SERCA), que secuestran el Ca*+ durante la relajacion
muscular (por lo que inicialmente se le conocid como factor relajante),
distribuidos mas ampliamente en las fibras rapidas. Se han identificado siete
isoformas de SERCA que son codificadas por tres genes con la posibilidad de
edicidn alternativa, expresandose de manera tejido especifica, y son:

a) SERCA 1a de musculo esquelético rapido adulto.

b
C
d

e

) SERCA 1b de musculo esquelético rapido neonatal.

) SERCA 2a de musculo esquelético lento y cardiaco.

) SERCA 2b de musculo liso y tejido no muscular.

) SERCA 3a, b, c de endotelio vascular, epitelio, linfocitos y
plaquetas.

Gracias al transporte de Ca?+ de la SERCA en contra del gradiente de
concentracion, se alcanza en el interior del reticulo sarcoplasmico una
concentracion similar a la del medio extracelular (2).

Hasta la fecha, los mecanismos transcripcionales involucrados en la
expresion tejido especifica del gen SERCA 2 durante la diferenciacion celular y
también durante el proceso de hipertrofia del miocito cardiaco son
practicamente desconocidos. Un numero creciente de reportes derivados de
modelos experimentales en animales y en humanos indica que la funcién de
transporte de Ca?+ del reticulo sarcoplasmico esta disminuida en el miocardio

hipertréfico e insuficiente.
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V. Pruebas para detectar los transgenes

Reaccion en Cadena de la Polimerasa

La Reaccion en Cadena de la Polimerasa, cuyas iniciales en inglés son
PCR ("Polymerase Chain Reaction”), es una metodologia con la que se pueden
producir en el laboratorio multiples copias de un fragmento de ADN especifico,
incluso en presencia de millones de otras moléculas de ADN. Como su nombre
indica, se basa en la actividad de la enzima ADN polimerasa que es capaz de
fabricar una cadena de ADN complementaria a otra ya existente. Sus unicos
requerimientos son que existan nucledtidos en el medio que son la materia
base para fabricar el ADN (los nucledtidos de adenina, timina, citosina y
guanina), y una pequefia cadena de ADN que pueda unirse a la molécula que
queremos copiar para que sirva como cebadora (28).
La Reaccién en Cadena de la Polimerasa se desarrolla en tres pasos (Figura
3). El primero es la separacién de las dos cadenas que forman la molécula de
ADN que se quiere amplificar, para lo cual se debe calentar el ADN a altas
temperaturas (94°C) durante 5 minutos. Cada una de estas cadenas actuara
como molde para fabricar su complementaria. A continuacion se baja la
temperatura para conseguir que cada cebador se una a su region especifica
dentro de la cadena de ADN. El ultimo paso consiste en la generacion de la
cadena de ADN complementaria por accién de la ADN polimerasa. Cada nueva
cadena sintetizada rebasa la posicion en la que otro cebador se unié en la
cadena complementaria, generandose dos productos de extensiéon de longitud
indeterminada. A continuacién se vuelve a calentar la misma mezcla de
reaccion a 94°C pero por tiempo corto de manera que los hibridos de pequefa
longitud se separen y sirvan ahora de modelos de nuevas parejas de
oligonucledtidos cebadores. Cada una de las moléculas de ADN hijas pueden
volver a entrar en el proceso y servir como molde para fabricar mas copias. Asi
tras 20 ciclos de reaccion se puede obtener hasta 1 millén de copias de una
molécula de ADN (28).

Entre las principales aplicaciones de la PCR tenemos: clonacion de ADN
amplificado, creacién de genotecas de expresion, preparacion de reacciones de
secuenciacion, pruebas de paternidad, criminalistica y forense, deteccion
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clinica de procesos malignos o infecciones y deteccion de mutaciones.
Recientemente la realizacion de PCR in situ ha permitido la localizacién de
acidos nucleicos especificos de virus presentes en muestras, por lo que a
futuro puede ayudar enormemente a la localizacion especifica de secuencias
extrafias de ARN o ADN (6).

Para comprobar los resultados de PCR se hace la prueba de electroforesis
en gel, que es la forma rutinaria para analizar el ADN. EI gel es una red
compleja de moléculas poliméricas, la distancia que el ADN migra a través del
gel refleja su tamafio, el cual se puede estimar usando fragmentos de ADN

marcador como referencia (Figura 4).

Reaccion en cadena de la polimerasa
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Figura 3. Ciclos del PCR. Ciclo 1. Separacion de las dos cadenas que forman la
molécula de ADN que se quiere amplificar, para lo cual se debe calentar el ADN a
94°C durante 5 minutos. Ciclo 2. Se baja la temperatura para conseguir que cada
cebador se una a su regién especifica dentro de la cadena de ADN. Ciclo 3 Consiste
en la generacion de la cadena de ADN complementaria por accion de la ADN

polimerasa (41).
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Figura 4. Verificacion de los resultados de PCR en gel.

La escala es una mezcla de fragmentos con tamafo conocido que se compara con los
fragmentos de la PCR. Obsérvese que la distancia entre los diferentes fragmentos de
la escala es logaritmica. Escala 1: el fragmento de PCR tiene aproximadamente una
longitud de 1850 bases. Escala 2 y 4 los fragmentos tienen una longitud aproximada
de 800 bases. Escala 3: no se formaron productos, no funcionando la PCR. Escala 5:
multiples bandas son formadas porque uno de los cebadores encajo en diferentes
sitios (41).

La prueba de PCR presenta los siguientes inconvenientes para la deteccion
del transgén:

a) La taq polimerasa (Thermus aquaticus bacteria termofilica que posee la
enzima Taq polimerasa), resiste incubaciones repetidas, incrementa la
especificidad de la PCR al disminuir el alineamiento erréneo) (35) o algunas
variantes hechas por ingenieria genética carecen de actividad correctora 3'—5’
exo, con lo cual presentan una tasa de incorporaciones erréneas bastante alta.
El problema puede ser especialmente grave cuando aparece alguna mutacién
en los primeros ciclos de la PCR, ya que quedara fija la mutacién en los ciclos
posteriores y aparecera en la mayoria de las moléculas amplificadas.

b) Uno de los principales factores limitantes es la longitud de ADN molde
entre los cebadores, generalmente cuanto mas larga es la secuencia, menor es

la eficiencia de la PCR.
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c) La secuencia del ADN por amplificar puede afectar también a la eficiencia
del proceso. Las hebras desnaturalizadas que presentan zonas de secuencias
ricas en guanina citosina, pueden impedir a la enzima la lectura del ADN
molde, ya que tienden a formar estructuras secundarias (35).

d) Las concentraciones de reactivos llegan a ser limitantes, ya que la enzima
se va agotando después de los repetidos ciclos de calentamiento.

e) Si el cebador no esta totalmente extendido antes de la desnaturalizacion
(lo cual puede ocurrir si la polimerasa tiene una baja procesividad o encuentra
una base dafada) entonces las cadenas parcialmente sintetizadas pueden
competir con los cebadores en los siguientes ciclos.

f) La amplificacion exponencial de moldes de ADN, que puede conseguirse
incluso a partir de una sola célula, cualquier detritus celular o reactivos

contaminados pueden presentar un serio riesgo de resultados falsos (35).
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Southern blot

La técnica de hibridacién o Southern blot denominada asi en honor a quien
la desarrollo en 1975, se emplea para identificar fragmentos especificos de
ADN en una mezcla compleja. Inicialmente se digiere el ADN que se quiere
estudiar con una o0 mas enzimas de restriccion, las cuales cortan en puntos
especificos de la secuencia, generando fragmentos de varios tamafos.
Seguidamente, estos fragmentos se separan en un gel de agarosa y luego se
transfieren a una membrana. Se cubre la superficie superior del gel con un filtro
de nitrato celulosa y se tapa con un papel de filtro seco. El ADN pasa a traves
del gel, absorbido por el papel de filtro seco, cuando el ADN entra en contracto
con el nitrato de celulosa, se queda fijo en él. El ADN debe ser desnaturalizado
para que quede permanentemente fijo al nitrato de celulosa calentando a 80°C,
después se coloca el filtro en una solucion de ARN radioactivo o ADN
radioactivo desnaturalizado, cuya secuencia sea complementaria a la del ADN
transferido por absorcion para que el ADN radioactivo o sonda pueda hibridar
con el ADN complementario sobre el nitrato de celulosa. Al exponer la
membrana a una pelicula de fotografia, podemos identificar el fragmento y
establecer asi si estda o no contenido en el ADN que estamos estudiando
(Figura 5), (25).

El método es sumamente sensible e incluso se puede emplear para mapear
sitios de restriccion a lo largo de un gen presente en una sola copia, en un
genoma complejo (25). Muchos analisis de Southern blot se usan para detectar
mutaciones de genes, siempre y cuando las mutaciones produzcan un nuevo
sitio de accion de las enzimas de restriccion, dando como resultado cambios
detectables en los fragmentos cortados por estas (6).

Los inconvenientes de la prueba de Sothern blot son los siguientes:

a) No hace la determinacion del cociente entre heterocigotas y homocigotas,

con base en la presencia de la(s) secuencia(s) de ADN introducido.
b) El resultado de un experimento de hibridacion depende de la estabilidad de

los hibridos que se produzcan, cuanto mayor sea el grado de similitud entre

ambas cadenas, mayor sera la estabilidad. Un aumento moderado de la
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temperatura es suficiente para deshacer los puentes de hidrogeno entre las dos
cadenas, lo que hace a los hibridos mas inestables a temperaturas altas (28).
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posc moloculer

Fragmentacion con enzimas de restriccidn

T i '—‘::__
l*--_---—_;_---._.-_‘-'.-.-..- ~— -"'_‘“—."_..—

Electroloresis en gel de agarosa
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Figura 5. Transferencia Southern. EI ADN se fragmenta con una o varias enzimas de
restriccion. Los fragmentos se separan por tamafo usando electroforesis en gel agarosa. El gel
se coloca entonces sobre una pieza de nitrocelulosa y se hace pasar solucién amortiguadora a
través del gel que esta sobre la nitrocelulosa, esto hace que los fragmentos de ADN salgan del
gel y se unan al filtro, de modo que en él se obtiene una réplica de los fragmentos de ADN
separados del gel. El filtro puede hibridarse con una sonda marcada adecuadamente y los

fragmentos de ADN que hibriden la sonda se podran observar en una autorradiografia.
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MATERIAL Y METODOS

La investigacion se realizd en el Departamento de Investigacion
Experimental y Bioterio del Instituto Nacional de Ciencias Médicas y Nutricion
Salvador Zubiran.

Se emplearon tres ratones cepa B6D2F1/J (dos hembras y un macho) con
el transgén SERCA 2 del reticulo sarcoplasmico de corazén y ocho animales
B6D2F1/J (cinco hembras y tres machos) sin el transgén.

Los animales provinieron del Anderson Center de la Universidad de
Houston, certificados libres de patdogenos especificos y son el resultado de la
cruza de ratones cepa DBA color agouti con ratones cepa C57BL/6 color negro,
el ADN fue microinyectado en el pronucleo masculino y el cromosoma

homologo materno (pronucleo) no fue inyectado, denominado también “wild

type”.
a) Manejo general de los ratones transgénicos

1. Los animales fueron alojados en microaisladores, que son cajas de
policarbonato con una medida de 27 x 15 x 21 cm, con un filtro especial en
la tapa de la caja para prevenir la contaminacién aérea entre una caja y otra
(Figura 6). Cuentan con un contenedor metalico en el interior de la caja en
el cual se coloca el alimento y el bebedero. Pueden estar alojados de 4 a 5
ratones adultos o una hembra con sus crias. A cada microaislador se le
colocd una etiqueta y se clasificd con los siguientes datos: progenitores,
fecha de nacimiento de la hembra, fecha de nacimiento del macho, fecha de
apareamiento, fecha de nacimiento de la camada, numero de crias machos
y hembras. Todas las cajas se colocaron sobre un anaquel especial que
permitié que las cajas se mantuvieran ventiladas, dicho anaquel mide 1.77
m de largo, 1.91 m de alto y 62 cm. de ancho, en cada anaquel se pueden
colocar 12 cajas. El cuarto en el que se alojaron los ratones mide 4.83 m de
largo, 3.35 m de ancho y 2.5 m de alto.
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Figura 6. Foto de un microaislador donde se puede observar el filtro de la tapa y el

contenedor metalico para colocar el agua y el alimento.

2.

El alimento para los ratones fue ofrecido ad libitum. ElI consumo
aproximado por ratéon es de 3-5 g de alimento diario, se utilizé alimento
irradiado marca PICOLAB de Purina que contiene 20% de proteina cruda,
4.5% de grasa cruda, 6% de fibra cruda, cenizas 7% y minerales
adicionales 2.5%. El agua también se proporcion6 ad libitum vy se esterilizd
en autoclave, la cual se colocé en bebederos de chupén y donde el

consumo aproximado es de 1.5 mililitros de agua por 10 gramos de peso.

El cambio de microaisladores, bebedero y cama se realizé de 2 a 3 veces
por semana, la cama utilizada fue de la marca Aspen Shaving
(Northwestern).

El manejo y cambio de cama se realizo en una campana de flujo laminar

marca Heto-Holten.

Manejo de condiciones ambientales. T° 18-26 °C, humedad relativa 40-70%,
fotoperiodo 12 horas luz, 12 horas oscuridad. El cuarto en el que se instald
a los animales cuenta con un reloj para el control del fotoperiodo, también
cuenta con un aparato que mide la temperatura y la humedad
(termohigrémetro), para poder mantener a los animales dentro de los
parametros establecidos en la norma 062-ZO0-1999 (Especificaciones

técnicas para el cuidado, uso y mantenimiento de animales de laboratorio).
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La temperatura y la humedad se regularon por medio de la inyeccion de aire

a los cuartos.

Los microaisladores y bebederos sucios fueron lavados y colocados en

bolsas para esterilizar, para posteriormente ser reutilizados.

Desechos. La cama sucia se colocd en bolsas transparentes para su

disposicion en contenedores especiales para este fin.

b) Manejo reproductivo.

Tipo de apareamiento: El sistema de apareamiento utilizado inicialmente
fue en harem para el caso del macho transgénico con hembras no
transgénicas y en monogamia en relacién a las hembras transgénicas. Los
animales F1y su descendencia fueron apareados entre hermanos cuando
fue posible y en caso contrario se aparearon con animales sin transgeén;

estos apareamientos se hicieron en parejas monogamas.

Sexado y censo de animales por parto: Se contd el numero de crias
postparto y entre los 21-25 dias se realizé destete; los animales se pesaron
semanalmente con una balanza OHAUS hasta que alcanzaron los 100
dias de edad para realizar posteriormente una linea de crecimiento. Los
pesos obtenidos semanalmente de hembras y machos se compararon con
los pesos de los ratones transgénicos de los laboratorios Jackson por
medio de una prueba t de student, para observar si existian diferencias
significativas entre los pesos de los animales (ver en resultados).

Identificacion: Los animales fueron marcados con orificios 0 muescas en

las orejas para asignarles un numero y realizar con ellos el manejo

reproductivo necesario para seguir obteniendo ratones con el transgén.

32



4. Alojamiento: Por la limitada cantidad de microaisladores (15 ocupadas y 15
para cambio) los ratones al ser destetados fueron alojados en cajas de
policarbonato con medidas de 56 x 28 x 23 cm, separados por sexo,
machos y hembras hermanos; cada caja se etiqueté con los datos de
procedencia de los animales (progenitores), sexo y numero total de
animales en cada caja, fecha de nacimiento de la camada y fecha en que
se destetaron los animales. Se cambio el tipo de alimento a 5001 de PMI
se les empez6 a dar agua acidificada (50 ml de acido clorhidrico en 50
litros de agua) en lugar de esterilizada y la cama que se utilizé6 fue de otra
marca y no se esterilizo, el cambio de caja dejo de realizarse en la

campana de flujo laminar.

5. Reconocimiento de los animales con el gen (destino experimentacion o
reemplazo). Para conocer cuales de los animales nacidos heredaron el
transgén se utilizé la técnica de PCR y Southern blot, a partir de ADN que
se obtuvo al cortar la punta de la cola (3mm fue suficiente). Cabe
mencionar que estas pruebas las llevo a cabo el investigador a cargo del

proyecto con su equipo de trabajo.

6. Todos los datos de los animales fueron vaciados en una libreta de
registros, en donde se maneja la siguiente informacion: fecha de
apareamientos de los ratones, numero de caja en que se colocaron, fecha
de nacimiento de la camada, numero de crias machos y hembras, censos

mensuales de los ratones, fecha de eutanasia o fallecimiento.

c) Informacion obtenida de los laboratorios Jackson

Los laboratorios Jackson son uno de los mejores laboratorios de EUA con
75 anos de experiencia en la creacion de ratones como modelos
experimentales para ser utilizados en la investigacion, representando asi un
modelo de calidad genética. Por tal motivo se utilizé como referencia a dicho

laboratorio.
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La siguiente informacion fue obtenida de los laboratorios Jackson, para

realizar la comparacion con los ratones del INCM N SZ.

1. Ratones B6D2F1/J

2. Tipo: Hibridos F1
3. Padres: C57BL/6JF x DBA/2JM

4. Apariencia: Negros

5. Alimentacion: Lab Diet 5K52 (Purina) que contienen 18% de proteina cruda,

6% de grasa cruda, 5% de fibra cruda, 8% de cenizas y minerales adicionales

3%.
SEXO 3sem. | 4sem. | 5sem. | 6 sem. | 7sem. | 8 sem. | 9 sem.
edad edad edad edad edad edad edad
HEMBRAS | 11.17 g | 17.53g | 18.58 g | 20.159 | 21.189 | 23.31g | 24.41 ¢
D.E. +1.89 | +1.29 +.082 +1.09 |+146 |+3.41 +2.82
MACHOS |13.01g|19.62g|22.60g|25949|28.78g|31.80g|34.49¢
D.E. +1.66 | +2.01 +164 |+209 |+283 |+1.78 |+253

Cuadro 1. Ganancia de peso X en 40 ratones de los laboratorios Jackson.

Edad en semanas, peso promedio (en gramos), desviacion estandar.
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RESULTADOS

En los cuadros 2 y 3 se presentan los pesos por semana de hembras y
machos comparados con los pesos de los ratones de los laboratorios Jackson
(p<0.05).

EDAD EN (1) PESO (2) PESO CONCLUSION
SEMANAS PROMEDIO EN | PROMEDIO EN | DIFERENCIA:
GRAMOS DE LA | GRAMOS DE LA
MUESTRA (n=10) | POBLACION

3 10.23 11.17 NO
SIGNIFICATIVA
4 15.65 17.53* SIGNIFICATIVA
5 17.09 18.58* SIGNIFICATIVA
6 17.69 20.15* SIGNIFICATIVA
7 19.27 21.18* SIGNIFICATIVA
8 18.85 23.31* SIGNIFICATIVA
9 20.12 24 41~ SIGNIFICATIVA

Cuadro 2. Peso promedio de las hembras transgénicas criadas en el
bioterio del INCMN SZ (1) y el de las hembras de los laboratorios Jackson
(2). * (p < 0.05)
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EDAD EN (1) PESO (2) PESO CONCLUSION
SEMANAS PROMEDIO EN | PROMEDIO EN | DIFERENCIA:
GRAMOS DE LA | GRAMOS DE LA
MUESTRA (n=10) | POBLACION
3 11.03 13.01* SIGNIFICATIVA
4 16.03 19.62* SIGNIFICATIVA
5 19.76 22.60* SIGNIFICATIVA
6 22.97 25.94* SIGNIFICATIVA
7 23.51 28.78* SIGNIFICATIVA
8 23.84 31.80* SIGNIFICATIVA
9 24.89 34.49* SIGNIFICATIVA

Cuadro 3. Peso promedio de los machos transgénicos criados en el

bioterio del INCMN SZ (1) y el de los machos de los laboratorios Jackson

(). * (p < 0.05)

En la siguiente figura podemos observar mas claramente la diferencia en la

ganancia de peso de los ratones con transgén del INCMN y los de los

laboratorios Jackson

sin transgén.
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B Hembras INCMN

B Hembras Jackson

BMachos INCMN

@ Machos Jackson

Figura 7. Ganancia de peso entre machos y hembras del INCMN y

los laboratorios Jackson.
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La ganancia de peso en los ratones B6D2F1/J sin transgén de los
laboratorios Jackson es mayor a la de los ratones transgénicos del INCMN, en
la tercera semana de edad la diferencia de los pesos no es muy marcada entre
las hembras de ambos grupos y estadisticamente no es significativa, pero a
partir de la cuarta semana de edad la diferencia en la ganancia de peso se
vuelve aparente y estadisticamente significativa. En los machos la diferencia es
marcada desde la tercera hasta la novena semana, siendo mas relevante a

partir de la séptima hasta la novena semana.

En la siguiente figura (figura 8) podemos observar como se expreso el
transgén SERCA 2 en la colonia de ratones del INCMN SZ, en base a los
resultados obtenidos en la prueba de southern blot.

Es importante aclarar que el numero de ratones que se presentan, no
representan el total de animales producidos, ya que solo se muestran los
apareamientos de interés (en los que se detecto la presencia del transgén), por
lo que en el cuadro 4 se presenta el total de animales producidos durante un
tiempo determinado.

37



© Tg B6D2F1/J 2 B6D2F1/J
F.N: 22.01.01 ’\*/\F.N: 22.01.01

F.N: ;9.08.01

¢ F1 ’YS B6D2F1/J

29

54 (3 Tg homo)
F.N: 15.03.02

Q FZ\LKS Tg F2

49 (1 Tg homo, 1 Tg hete)

84 (1 Tg homo, 3 Tg hete)

F.N: 171.09.02

Q F3 Tg homo 4 F3 Tg homo Q F3 Tg hete 4 F3 Tg hete
69 0d 79 43
F.N:>+1.02.03 F.N: 25712.02

Q F4 4B6D2F1/J d F4

F.N: 25.12.02

QF4
19 0d 59 44 (3hete, 1 homo)
F.N: 20.07.03 (2 hete)
F.N: 20.07.03

¢B6D2F1/J 3 F4

20 (5 67 (1 hete)

Tg. Transgénico

Q F4\/8 B6D2F1/J
986D2F1/J\\/§ F4

4

52 5 64 60 (B3 84
(2 hete) (2 hete) (4hete, Thomo) (5he)

Hete. Heterocigoto

F.N. Fecha de Nacimiento

Homo. Homocigoto

Figura 8. Expresion del transgén SERCA 2 en ratones del INCMN SZ
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No. DE CRIAS PORCENTAJE X DE CRIAS POR
CAMADA
HEMBRAS 127 49.23 % 3.62
MACHOS 131 50.77 % 3.74
TOTAL 258 100 %

Cuadro 4. Total de animales producidos del 21 de junio del 2001 al 1 de

septiembre del 2003 con su respectivo porcentaje, ademas del promedio

de crias que se obtuvo por camada (35 partos).
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DISCUSION

De acuerdo a los resultados obtenidos, se deduce que el cambio de
ambiente fue determinante en la diferencia significativa entre los pesos de los
ratones del INCMN SZ con los ratones de los laboratorios Jackson; ya que la
mayoria de los animales del INCMN SZ se cambié de un microaislador a una
caja, el contar con mayor espacio, de hasta el doble de lo necesario para los
ratones (norma 062-Z00-1999) implica un mayor gasto de energia, en
comparacién con animales que habitan un espacio minimo de alojamiento
(microaisladores). Como lo indica Zorzano 2004, el peso corporal depende del
balance entre ingesta energética y el gasto energético. La energia se consume
en los procesos del metabolismo basal, en la termogénesis inducida por el
ejercicio y en la termogénesis adaptativa, la cual es una respuesta a los
cambios ambientales como el frio, el consumo de alimentos y las infecciones

virales o microbianas (42).

Asi mismo, las condiciones ambientales son factores que influyen
directamente en la salud y el consumo de alimento de los animales. Estas
condiciones ambientales se dividen en dos: microambiente, que se refiere a los
factores ambientales dentro de la caja en que habitan los animales; y
macroambiente que son los factores ambientales fuera de la caja, como son:
temperatura, humedad, ventilacion, luz, ruido y condiciones higiénicas. Estos
factores influyen directamente sobre el microambiente, ya que hay
comunicacion entre uno y otro (31). La importancia de las condiciones
ambientales radica en el control de enfermedades en cada caja, evitando el
acumulo de gases amoniacales, humedad y temperatura asi como la

contaminacién entre una caja y otra.
Por otro lado, se conoce que los mamiferos que comparten un mismo

espacio fisico establecen relaciones interespecificas e intraespecificas que les

permiten regular sus patrones de alimentacién y predacién (7), por lo que al
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cambiar de ambiente a los ratones deben establecer nuevamente estas

relaciones para adaptarse al nuevo espacio.

Sumado a lo anterior, se sabe que la hormona del crecimiento es esencial
para lograr un crecimiento normal en sujetos jovenes, y se ha confirmado que
en ratas y ratones con estrés hay un decremento de dicha hormona (7), que
podemos decir que al cambiar de ambiente a los ratones se les provoca un
estrés adaptativo. En relacion a lo anterior, es importante mencionar que el
cambio de ambiente se realizé a partir de la tercera o cuarta semana de edad y
como podemos observar en la figura 7, es a partir de la cuarta a la novena
semana de edad en donde se observa que hay evidente diferencia en la
ganancia de peso entre los ratones del INCMN SZ y los de los laboratorios

Jackson.

La variacidén genética y los factores ambientales en los ratones indican que
los requerimientos de nutrientes son diversos de acuerdo a los estandares
nutricionales; ademas, el estado microbiologico de los animales, indica las
poblaciones de flora intestinal de los ratones, que influencian las necesidades

de nutrimentos (Nutrien Requierements of Laboratory Animals).

Una dieta promedio para ratones de laboratorio debe contener de 17 a 24%
de proteina cruda, 4 a 11% de grasa cruda, 3 a 6% de fibra cruday de 5 a 7%
de cenizas (norma 062-Z00-1999). Los alimentos que se les proporcioné a los
dos grupos de ratones (del INCMN SZ vy los laboratorios Jackson) se
encuentran dentro de los estandares establecidos, para saber especificamente
como influencié este en la ganancia de peso de los ratones se tendrian que

realizar otros estudios mas especificos.

Con relacién al cambio de alimentacion y agua de bebida de los ratones
destetados, podemos decir que la literatura reporta que para que el ratén de
laboratorio alcance el peso requerido en un periodo corto, los cambios en la
dieta han de efectuarse en forma gradual, incrementando parcialmente la

proporcion de alimento nuevo, hasta reemplazar completamente el antiguo
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alimento, esto se ha demostrado después de muchas pruebas con distintos
alimentos (32).

Con respecto al agua de bebida, esta es una de la fuentes mas importantes
en la transmision de enfermedades debido a que los animales contaminan a
través de su boca, saliva, manos, pelos, orina y materia fecal el agua de los
bebederos. En el caso del agua esterilizada, se elimina toda forma de vida,
pero una vez que el agua es contaminada por el animal pierde sus
caracteristicas deseables. La acidificacion elimina las principales bacterias
patégenas de los animales de laboratorio ademas de que confiere estabilidad a
la calidad higiénica del agua tratada y tiene la ventaja de que no pierde su

poder bactericida al entrar en contacto con materia organica (29).

Por otra parte, en relacion a la proporcion entre machos y hembras (tabla 4) se
observa que es casi del 50%, lo que nos lleva a la teoria genética que indica
que los cromosomas X, Y determinantes del sexo se encuentran en la misma

proporcion al unirse con los cromosomas X del évulo (21).

En el cuadro 4 podemos observar que el promedio de crias por camada es
de 7.36 y la literatura nos indica que el promedio de ratones por camada es de
10 a 12, por lo que consideramos a los ratones transgénicos B6D2F1/J
(transgén SERCA 2) como poco prolificos; sin embargo se ha reportado que el
promedio de animales por camada esta influido por el tipo de cepa o estirpe a

la que pertenecen los ratones (6, 9).

Con respecto a la expresion del transgén se sabe que en algunos casos el
transgén no entra en ninguna célula germinal, por lo que los fundadores nunca
transmiten el transgén a su descendencia (8). Se conoce que los animales
fundadores son heterocigotos por lo que transmiten el transgén al 50% de su
descendencia. No obstante, algunos de los animales transgénicos no
transmiten el transgén o lo hacen con frecuencias inferiores al 50%. La

explicacion mas probable de este fendmeno es el mosaicismo en las células de
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la linea germinal (5). Algunas veces se necesitan 20 o mas descendientes F1
de los fundadores mosaico para transmitir con éxito el transgén.

También debe de tomarse en cuenta que las predicciones de segregacion
mendeliana en animales transgénicos pueden estar alteradas ya que no se
sabe a priori si se ha incorporado mas de una copia del transgén, ni los lugares

cromosomicos donde la insercion ha tenido lugar (17).

El transgén lleva la informacion necesaria, la cual no se confunde en
ninguna forma, ya que el control regional debe permitir la transcripcion
unicamente en los tejidos en los cuales este gen es normalmente activo. Sin
embargo, la integracion casual puede resultar en inactivacion insercional
(mutacién) de un gen en el sitio de integracién, resultando en una pérdida de
funcién que puede ser atribuido equivocadamente a una sobre expresion del
transgén. En suma, la mutagénesis de un gen puede no ser aparente
inmediatamente si un gen recesivo ha sido inactivado, mientras que un fenotipo
anormal puede no evidenciar lineas transgénicas homocigotas que han sido
establecidas. Ademas, el sitio en el que se integro el transgén puede resultar
en alteraciones de tejidos especificos por medio del uso de diferentes
promotores en cromosomas de localizacién normal (27). Por lo que podemos
decir que la frecuencia esperada en la descendencia de los ratones
transgénicos es diferente para cada caso, dependiendo de las caracteristicas
de cada animal fundador.
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CONCLUSIONES

Si se cuenta con los recursos necesarios para mantener a los animales en
condiciones ambientales estandarizadas se traduce en que el crecimiento de
los ratones se mantiene de acuerdo a los parametros establecidos para cada
cepa o estirpe. Por lo que las diferencias existentes encontradas en los pesos
de los ratones en este trabajo se deben mas a los cambios en el manejo

(esterilidad, alimentacion, alojamiento) que a la manipulacién genética.

Con respecto a la expresion del transgén se observé que las predicciones
mendelianas no fueron en todos los casos las esperadas ya que al no saber
cuantos transgenes se insertan en el ADN y su ubicacién, hace que cada
animal fundador sea unico y por tanto las predicciones mendelianas también

varien.

Por ultimo, es muy importante hacer notar que durante el desarrollo de
cualquier proyecto de investigacion, la utilizacion de animales de laboratorio en
buen estado de salud y calidad microbioldgica, asi como el conocimiento de su
origen genético y parametros reproductivos, sumado a la estandarizacion de
las condiciones de macro y microambiente, eliminan variables indeseables que
pueden influir directamente en los resultados del proyecto y por tanto hacen

que dicho trabajo sea reproducible.
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