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Resumen

Los animales de laboratorio utilizados como biomodelos en casi todos los
aspectos de la investigacion biomédica necesitan tener una estandarizacion en
todos los parametros; ya sean fisiolégicos, bioquimicos, sanguineos vy
reproductivos. Esto es con el fin de mantener una buena calidad en la
investigacion biomédica y para el caso de los distribuidores o reproductores de
biomodelos mantener una produccion constante. Uno de los objetivo de la
Medicina y Zootecnia de animales de laboratorio es el de producir y mantener
animales que presenten una respuesta estandarizada y previsible a la
manipulacion experimental, como cumplir con el principio de las 3 R'. Un
modelo animal transgénico de reciente desarrollo es el ratdon deficiente del
activador del receptor Proliferador de Peroxisomas (PPARa-null). Este modelo
se caracteriza por carecer de la proteina PPARa la cual se requiere para
procesar lipidos a nivel intracelular en respuesta a la proliferacion de
peroxisomas. Los biomodelos transgénicos tienen problemas en la
reproduccion, y si existe otro factor agravante como la falta de un gen que afecta
el metabolismo de lipidos la reproduccion se ve mas afectada. En este trabajo se
observd que la cepa de ratones PPARa-null tiene grandes deficiencias

reproductivas en comparacion con la cepa base C57BL/6.
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INTRODUCCION

Uno de los objetivo de la Medicina y Zootecnia de animales de laboratorio es el
de producir y mantener animales que presenten una respuesta estandarizada y
previsible a la manipulacidn experimental, como cumplir con el principio de las 3
R's.

Esto significa que la variabilidad debe mantenerse al nivel minimo y de esta
forma lograr que los experimentos que se realizan con estos animales sean
provechosos con el menor numero de animales posible y asegurar su bienestar
durante los procesos de reproduccion y experimentacion. Los animales
producidos bajo estos principios se denominan “animales estandarizados” o “de
calidad definida”; estos animales se producen bajo condiciones animales
controladas y estandarizadas, estan libres de enfermedades y su definicidon
incluye caracterizacion genética y condicion microbioldgica, cumpliendo a demas
con sus necesidades de bienestar y enriquecimiento ambiental (Poole, 1987)
(Weerd, 1996) (AALAS, 2010) (ICLAS, 2010).

La estandarizacion del ambiente de los animales de laboratorio (cajas,
iluminacién, temperatura, calidad del aire, ventilacién, entre otros.) favorece la
reproducibilidad de los resultados experimentales. El bagaje genético de algunas
especies de animales de laboratorio como los roedores (ratones y ratas en su
mayoria) se puede estandarizar por medio de sistemas de reproduccion rigidos
como los cruzamientos consanguineos que producen cepas endogamicas con
un minimo de variacion genética. La estandarizaciéon microbiologica se logra con
la obtencion de animales gnotobidticos y libres de patdgenos especificos (SPF).
De igual manera se puede alcanzar la estandarizacion de los procedimientos de
operacion siguiendo recomendaciones o regulaciones como las descritas por

“Las buenas practicas de laboratorio” (GLP) (Benn, 1995).

Para lograr este objetivo diferentes organismos han fomentado la utilizacion de

parametros, estandares y recomendaciones, las cuales, tienen tanto repercusion



internacional como nacional (Intitute For Laboratory Animal Resources. , 2010)
(SAGARPA, 2002).

Sin embargo, a pesar de estos esfuerzos tanto en México como en otras partes
del mundo las caracteristicas de los bioterios donde se alojan y producen
animales de laboratorio presentan grandes diferencias, lo que abre la posibilidad
de dispersion y falta de uniformidad en las caracteristicas fenotipicas vy
genotipicas de los animales de laboratorio (Mata, 1979) (Castillo & Villalobos,
1987) (Cardenas, 1991).

Esta dispersién consecuentemente incrementa la variabilidad de los resultados

de las investigaciones y su comparacion entre diferentes laboratorios y bioterios.

En este sentido la contaminacién genética por un deficiente programa de
reproduccion, deteccién de mutantes, deriva génica o inadecuado programa de
control de calidad genética son factores que con frecuencia afectan los
resultados de las investigaciones realizadas con animales de laboratorio (Lomeli
& Carreno, 1991) (Torres, 2006) (Nitzki, Kruguer, Reinferberg, Wojnowsky, &
Hahn, 2007) (The Jackson Laboratory).

Por otra parte, debido a las diferencias genéticas que existen en las diferentes
estirpes y cepas de ratones, los parametros reproductivos varian (Poole, 1987)
(Pritchett & Taft, 2007).

De igual forma existen diferencias en los bioterios en la forma de alojar a los
animales en cuanto a la densidad de poblacién y espacio disponible por caja
para la reproduccion, diferencias de temperatura ambiental, variacion en la
calidad y tipo de alimento entre muchos otros factores identificables (Barnard,
Lewis, Teter, & Thigpen, 2009) (O'Malley, Dambrosia, & Davis, 2008) (O'Malley,
Dambrosia, & Davis, 2008) (Greenberg, 1972) (Cardenas, 1991).

En cuanto a las especies utilizadas como animales de laboratorio en México al

igual que en otras partes del mundo la principal especie utilizada es el raton



(Mus musculus), cerca del 90% de las investigaciones que se realizan utilizan

esta especie (Comisién De Las Comunidades Europeas , 2007).

Si bien, a partir de 1980 ha habido una disminucion en el nUmero de animales y
especies utilizadas en investigacion, esto es cierto para otras especies y no para
el raton. Por el contario, el raton recientemente ha tenido un incremento en el
numero de animales utilizados debido a la aparicién de los modelos transgénicos
qgue son ratones modificados por ingenieria genética a través de la transferencia
de secuencias especificas de ADN extrafio, es decir de otro animal de sus
misma especie, de otra especie e incluso de otro reino (vegetal, fungi, moénera),
que puede expresar o bloquear la sintesis de una proteina en particular. El uso
de los modelos transgénicos se ha elevado considerablemente desde el uso del
primer modelo en 1980 con un continuo crecimiento en miles de modelos

disponibles de 1955 hasta el momento (Jaenisch, 1988).

Un modelo animal transgénico de reciente desarrollo es el raton deficiente del
activador del receptor Proliferador de Peroxisomas (PPARa-null). Este modelo
se caracteriza por carecer de la proteina PPARa la cual se requiere para
procesar lipidos a nivel intracelular en respuesta a la proliferacion de
peroxisomas. Por el contrario, los ratones que si portan este gen se denominan:
tipo silvestre (“wild type” por su nombre en inglés) generalmente de la cepa
C57BL/6 (Taconic, 2008).

Los proliferadores de peroxisomas son compuestos que inducen el catabolismo
de lipidos e incremento en el numero y actividad enzimatica de los peroxisomas
intracelulares. Los ratones PPARa-null presentan alteraciones en diferentes
aspectos del almacenamiento de lipidos y su procesamiento asi como la

alteracion de la respuesta inflamatoria (Taconic, 2008).



Las aplicaciones potenciales de este modelo son:

¢ Disefo de nuevos farmacos para el tratamiento de la hiperlipidemia

e Simular modelos humanos de alteracion del procesamiento de los
acidos grasos

e Evaluar la influencia de PPARa sobre el procesamiento de lipidos en
diferentes compartimentos celulares.

e Mapeo de la especificidad tisular de las actividades celulares
dependientes de actividad PPARa

e Refinamiento de modelos para el estudio de la inducciéon de
mediadores que participan en la inflamacion

e Exploracion de la interrelacion de las hormonas sexuales y la
regulacion del balance de lipidos.

Por lo anterior se puede observar que este modelo tiene amplia aplicabilidad al

estudio de metabolismo de lipidos, obesidad y diabetes insulina resistente.

Actualmente el Instituto de Ciencias Medicas y Nutricion Salvador Zubiran
(INCMN-S2Z) tiene la necesidad de establecer una colonia de estos animales que
satisfaga las necesidades de los investigadores en el INCMN-SZ. Resulta
particular el observar que un problema que se presenta en la produccion de
ratones de laboratorio es el determinar con exactitud la eficiencia reproductiva y
productiva de las hembras, la cual se ve afectada por un gran numero de
factores externos como los mencionados anteriormente (ambientales, tipo de
alojamiento, densidad de poblacidon, condicion microbioldgica, alimentacion
sistema de reproduccion e interaccion entre congéneres) asi como factores

genéticos.



Importancia del control de variables en la investigacion con roedores de

laboratorio

El animal de laboratorio debe de tener una respuesta predecible a una serie de
factores diferentes que existen en los diferentes bioterios o centros de
investigacion. Este tipo factores que se espera sean homogéneos tienen
diferente naturaleza y, debido a ella, afectan de manera positiva o negativa la

investigacion que se realice.

Es importante que los animales de laboratorio o reactivos biol6gicos mantengan
estos estandares de homogeneidad siempre, pues hacen mas facil la obtencion
del resultado de la investigacion cuando esta se reproduzca nuevamente, dado

que esta es una caracteristica del método cientifico.

Mientras menos variabilidad exista en el modelo animal estandarizado los
resultados de las investigaciones cientificas seran mas confiables vy

reproducibles en todo el mundo (Giraldez Davila & Martin Zufiga).

Las variables que afectan a la investigacion desde el punto de vista del modelo

animal o reactivo bioldgico son:
Biologicos:

e Genotipo

e Microbiota

e Bacterias

e Aire

e Alimento

e Agua

e Personal del bioterio
e Insectos

e Parasitos

e Otros animales o roedores salvajes



No biologicos:

e Instalaciones

e Encierros primario y secundario

e Temperatura, humedad, recambios de aire, gases
e Luz (periodos, intensidad y color)

e (Cama

En el modelo animal:

e Eleccién del modelo animal apropiado a la investigacion
e Tamano de la muestra

e Diseno estadistico

¢ Administraciéon de sustancias

e Tratamientos médicos

e Operaciones quirurgicas

En el caso de los roedores, como ejemplo, en su confinamiento en solitario, es
decir un animal por caja provoca un aumento en la variabilidad a la respuesta a
farmacos, asi como también afecta la respuesta inmunoldgica, la quimica
cerebral, el aprendizaje, el umbral de dolor, produce comportamiento atipico,
provoca cambios en el peso corporal y de los 6rganos, produce cambios en el
conteo celular, aumenta la funcién adrenal, se incrementa la frecuencia cardiaca
y se afecta el ritmo circadiano normal de esta especie (Mackintosh, 1962)
(Valzelli, 1973) (Baer, 1971) (Spani, Arras, Kénig, & Rulicke, 2003).



Cepas y Estirpes.

En la investigacion se utilizan animales con una identidad genética diversa, asi
como animales genéticamente definidos. Los diferentes tipos de ratones que se
utilizan en la investigacion biomédica son clasificados con diferentes
denominaciones de acuerdo a sus caracteristicas, esto es importante al
momento de elegir un modelo animal para una investigacion especifica (The

Mouse In Biomedical Research, 1981).

A los diferentes tipos genéticos se les conoce como cepas y estirpes. El término
‘cepa”’ se utiliza en animales genéticamente definidos, es decir, que son
animales cuya homogeneidad genética es virtualmente la misma entre los
individuos, dado que para su creacion se realizan por lo menos 20 generaciones
consecutivas de cruzas entre hermano y hermana de estos ratones (Suckow,

Danneman, & Brayton, 2001).

En cuanto a las estirpes, son ratones cuya homogeneidad genética no es
importante y son colonias de ratones heterogamicas, donde la informacion
genética es distinta entre los individuos. Usualmente se mantienen en colonias
cerradas sin la introduccion de otros animales de otra cepa o estirpe. El grado de
variacion genética de cada colonia depende de la historia de cada colonia, es
decir, algunas colonias se forman con un numero pequefio de parejas
reproductoras y, con el tiempo, tienden a perder su variabilidad genética. A
veces, estas colonias presentan cierto grado de endogamia, ya sea alta o

moderada (Handbook Of Laboratory Animal Science , 2011).
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Por otra parte, la clasificacién de las cepas es mas amplia y abarca diferentes

conceptos y términos, entre ellos encontramos las siguientes:

e Ratones hibridos: Estos ratones son la primera generacion (F1), resultado
del apareamiento entre dos cepas distintas (Suckow, Danneman, &
Brayton, 2001).

e Raton endogamico recombinantes: Estos animales surgen de la cruza
entre los F1, los cuales son la segunda generacion o F2. Asi, una cepa de
ratones recombinantes surge después de 20 generaciones a partir de los
F2 (Suckow, Danneman, & Brayton, 2001).

¢ Raton endogamico que posee una mutacion espontanea: Estos ratones
endogamicos son perpetuados a partir de un solo ratén que nacié con un
cambio genético significativo. Por ejemplo, el raton obeso C57BL/6J-
Lepob, que se torna extremadamente obeso debido a una mutacidén que
ocurre en un gen que codifica para la hormona leptina (Suckow,
Danneman, & Brayton, 2001).

e Cepas coisogenicas: Son cepas de ratones que difieren entre ellos solo
en un gen, la diferencia se origina en la mutacion espontanea que ocurre
en dicho gen. Una vez que aparece esta mutacién el animal se separa
como una cepa aparte de la cepa original (Suckow, Danneman, &
Brayton, 2001).

e Ratones que portan mutaciones inducidas: las mutaciones pueden ser
inducidas por quimicos (por ejemplo, etilnitrosourea), irradiacion o con

retrovirus.
A su vez, esta categoria incluye a los siguientes:
Raton transgénico: Estos ratones portan ADN de otros organismos que

fue intencionalmente insertado en su ADN (Suckow, Danneman, &
Brayton, 2001).
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Ratones Knockout: En estos ratones, alguno de sus genes normales han
sido inutilizados por medio de un proceso complejo conocido como
recombinaciéon homologa (Suckow, Danneman, & Brayton, 2001). Un
ejemplo de estos ratones es el PPARa-null, del cual se hablara mas a

fondo en un capitulo posterior.

Caracteristicas de la cepa base C57BL/6

Este tipo de ratones endogamicos, surgen de una mutacién espontanea, son de
color negro; son la cepa mas popular y utilizada para la investigacién biomédica.
También fue la primer cepa de ratones en tener secuenciado su genoma, entre
otras caracteristicas, esta cepa es refractaria para diferentes tipos de tumores,
es resistente a convulsiones provocadas por el ruido, tiene una densidad dsea
relativamente baja, y desarrolla perdida de cabello provocado por la edad. Asi
como también son susceptibles a la obesidad inducida por la dieta, diabetes tipo
2 y ateroesclerosis. Los macrofagos de esta cepa son resistentes a la toxina letal

del antrax (The Jackson Laboratory, 2012).

Dentro de la descripcidon mas detallada que podemos encontrar esta la de The

Jackson Laboratory, que nos da una idea mas detallada sobre esta cepa.
Informacion de la cepa:

e Tipo: mutacion espontanea, cepa endogamica, se le considera una buena
cepa reproductora.

e Apariencia: negros

e Nota importante: esta cepa es homocigota para la mutacién que
desarrolla la perdida de cabello relacionada a la edad Cdh23®" que
produce la perdida de cabello en estos animales a partir de los 10 meses
de edad.
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e Descripcion: La cepa C57BL/6 es la cepa endogamica mas ampliamente
usada. Es una cepa usada con propdsitos generales asi como también
como cepa de trasfondo genético para la generacion de mutaciones
inducidas o espontaneas. Asi también esta cepa es refractaria a varios
tipos de tumores, su trasfondo genético permite la maxima expresion de

muchas mutaciones.

Esta cepa es usada ampliamente en gran variedad de areas de
investigacion, que incluyen biologia cardiovascular, biologia del
desarrollo, diabetes y obesidad, inmunologia, neurobiologia e
investigacion neuronal. Estos ratones también son comunmente usados
en la produccién de modelos transgénicos. Por sobre todo, los C57BL/6
se reproduce muy bien, tienen vida larga y tienen una baja susceptibilidad

a tumores.

Otras caracteristicas de la cepa C57BL/6 son:

1) Una gran susceptibilidad a la obesidad inducida por la dieta;

2) Gran incidencia de microftalmia y otras anormalidades asociadas a los 0jos;
3) Resistencia a convulsiones por ruido;

4) baja densidad 6sea;

5) Hidrocefalia hereditaria (del 1 al 4%);

6) Perdida de pelo asociado a un sobre acicalamiento;

7) Tienen preferencia por el alcohol y la morfina;

8) Aparicion tardia de pérdida de pelo;

9) Alta incidencia de hidrocefalia y maloclusion.

13



La cepa C57BL/6J alimentados con una dieta alta en grasa desarrollan
obesidad, hiperglucemia de media a moderada e hiperinsulinemia (The Jackson
Laboratory, 2012).

Receptor Activado por Proliferador de Peroxisomas (PPAR):

Los receptores activados por proliferadores de peroxisomas (PPARs) son
factores de transcripcion que pertenecen a la superfamilia de receptores

nucleares.

Existen tres isoformas (a, & y y) hasta ahora descritas. Estos actian como
elementos del ADN como heterodimeros, con el acido retinoico nuclear como
receptor. Sus ligandos activadores naturales son los acidos grasos y sustratos
derivados de lipidos. El PPAR-a esta presente en higado, corazén y en menor
proporcion en el musculo esquelético. Es decir, son receptores que participan de

manera activa en el metabolismo lipidico.

Cuando es activado, se promueve la oxidacién del acido graso, la sintesis de
cuerpos cetoénicos y la regulacién de la glucosa. Los fibratos, que son usados

como medicamentos hipolipidémicos, son ligandos del PPAR-a (Ferré, 2004).
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Caracteristicas de los ratones PPARa-null

Los ratones que carecen del gen funcional que codifica para el receptor activado
por proliferador de peroxisomas (PPAR), exhibe muchas alteraciones en el
metabolismo de los lipidos. El modelo animal que carece de este gen es el ratdon
PPARa null. Este modelo se origina en Estados Unidos de Norte América, en el
Instituto Nacional de Cancer, en el Laboratorio de Metabolismo por Frank

Gonzalez y colegas (Taconic, 2008).
Algunas de las caracteristicas relevantes de este modelo animal son:

o Expresion anormal del ARNm para el PPAR-a

e Ausencia de la proteina PPAR-a

o Perfiles de lipidos séricos alterados.

e Falta de produccion de ARNm para enzimas que oxidan a los acidos
grasos seguido de una exposicion a proliferadores de peroxisomas

e Crecimiento normal, asi también el peso, fertilidad y viabilidad. No se

observan  defectos anatdomicos observables (Taconic, 2008).

Por lo tanto el uso potencial de este modelo:

e Disefo de nuevos farmacos para el tratamiento de la hiperlipidemia

e Simular modelos humanos de alteracion del procesamiento de los
acidos grasos

e Evaluar la influencia de PPARa sobre el procesamiento de lipidos en
diferentes compartimentos celulares.

e Mapeo de la especificidad tisular de las actividades celulares
dependientes de actividad PPARa

e Refinamiento de modelos para el estudio de la induccién de
mediadores que participan en la inflamacion

e Exploracion de la interrelacion de las hormonas sexuales y la

regulacion del balance de lipidos.
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Justificacion:

El INCMN-SZ tiene una larga tradicibn en proyectos de investigacion del
metabolismo de lipidos y su relacion con las enfermedades de los seres

humanos.

Como hemos dicho los ratones C57BL/6 y PPARa-null tienen las caracteristicas
deseables para la investigacién que se hace en el INCMN-SZ, por lo cual se
convierten en una herramienta potencial para los investigadores involucrados en
las alteraciones del metabolismo lipidico, de ahi que el establecer una colonia de
estas caracteristicas dentro del instituto permitira el desarrollo de productos
espedificos. Por otro lado, el conocer las caracteristicas reproductivas de la cepa
PPARa-null favorece la planeacién de programas reproductivos para mantener

siempre animales a disposicion.

Por lo tanto, el objetivo del presente trabajo buscara determinar cuales son los

parametros reproductivos de la cepa PPARa-null.

Cabe senalar que la cepa PPARa-null es un modelo animal de reciente creacién
y se desconoce si la modificacidon genética en su genoma (PPARa null) afectara
el desempeno reproductivo de la cepa C57BL/6 base genética para este modelo
transgénico. Lo anterior justifica la observacion y reporte de las caracteristicas
promedio de su comportamiento reproductivo. Los parametros obtenidos en el
animal transgénico se compararan contra los observados en la cepa de origen
(C57BL/6)

16



Objetivo General:

Estudiar los parametros reproductivos de las ratonas transgénicas PPARa-null
comparandose con los de la cepa base C57BL/6.

Hipotesis:

Los parametros reproductivos de las ratonas PPARa-null seran menos eficientes

que el de las ratonas C57BL/6.

Por lo que su identificacién permitira proponer mejoras de manejo y estimados

de produccidén que mejoren el manejo reproductivo de la colonia.

Material y Métodos:

Para esta investigacion se utilizaron 83 unidas reproductivas de ratones
PPARa-nul, como grupo comparativo se utilizaron 20 unidades reproductivas
de ratones C57BL/6; donde cada unidad reproductiva consta de un

apareamiento mondgamo de ratones, tomando registros durante 5 partos.

17



Caracteristicas del ambiente, del alojamiento, superficie de las cajas,
material de cama, alimento y alimentacién, frecuencia de cambios de cama,

agua.

Los animales se mantuvieron en el bioterio del INCMN-SZ. Con las siguientes

caracteristicas en su alojamiento:

Encierro secundario, estuvieron en un cuarto con 15 a 18 recambios de aire, con
una iluminacion automatizada de 12 horas luz por 12 horas de oscuridad, en
cuanto a la humedad relativa se mantuvo entre los 40 — 70 %, la temperatura se
mantuvo dentro de los 20 °C, en cuanto al confinamiento primario, se
mantuvieron a los animales en cajas cerradas con extraccion de aire individual,
aprueba de escape, con tapa removible; los bebederos que se utilizaron son
removibles con agua esterilizada y se les proporciono ad libitum. En cuanto al
comedero también se uso uno removible y el alimento se les proporciono ad

libitum.

Las dimensiones de la caja en el encierro primario son: base de 29 cm; altura de
28 cm con una profundidad de 13.5 cm. Considerando que un raton adulto de
esta cepa pesa 25 g en promedio, por cada caja podemos tener hasta 6

animales adultos.

El material de cama que se usa es de la marca Aspen Shavings, que es
esterilizable, sin toxinas, resinas, de madera virgen, buen material absorbente,
cémodo, natural y no palatable. Los cambios de cama se hacen de dos a tres

veces por semana.

En cuanto a la alimentacién: se utilizé alimento PicoLab Roden Diet 20. 5053,

que contiene: Proteina 20%; grasa cruda 4.4%; Fibra cruda 6%; cenizas 7%.
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Método reproductivo:

El método reproductivo que se usdé en el manejo de esta colonia fue el de
parejas mondgamas, con el macho siempre presente, introduciéndolas a la
cruza al cumplir 8 semanas de vida. Dejando que obtuvieran por lo menos 6

partos.

Las camadas tuvieron un periodo de lactacion de por lo menos 3 semanas antes

de ser destetadas.
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Resultados.
Numero de Crias Nacidas

Se analizaron los datos estadisticamente con una T de Student comparando
cada parto entre ambos grupos (C57BL/6 y la cepa Transgénica PPARa-null) y
se encontro diferencia estadistica significativa para el numero de crias nacidas
por parto comparando las cepas C57BL/6 y la cepa Transgénica PPARa-null
resultando que para el caso de los partos 1, 2 y 4 existe una diferencia
altamente significativa y significativa para el caso de los partos 3 y 5, sin

encontrarse una diferencia estadistica en el parto 6 (Fig 1).

El numero de crias nacidas son mayores en el caso de la cepa C57BL/6; donde
al parecer no afecta a esta cepa la edad comparandola con la cepa transgénica
hasta el 6 parto. En el caso de la cepa PPARa-null se mantiene con un bajo

numero de crias promedio por parto.

Numero de crias nacidas

16+
EC57BL/6

*k E=3 PPARa-null
10+

Crias

5

Numero de parto
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En la siguiente grafica se muestra el total de crias nacidas en todos los partos de
ambos grupos. En ella se muestra una diferencia estadisticamente significativa
para el caso de la cepa PPARa-null en la que se muestra que tiene un numero

reducido de crias nacidas en comparacion con la cepa C57BL/6.

NMUmero de crias nacidas
15+

Crias

11 = R

=
CETBLG PPARa-null
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Comparacion de las crias nacidas entre los diferentes partos de la cepa C57BL/6
y PPARa-null

Para este analisis estadistico se realizd una ANOVA de una via. Obteniendo
como resultado que no existe una diferencia estadistica significativa entre el
numero de crias con relacion al numero de parto ni a la edad de la hembra en

ninguno de los dos grupos.

Ndmero de crias nacidas (C57BL/6I)
15+

Crias

3 4
Namero de parto

Numero de crias nacidas (PPARa-null)
15+

10+

Crias

54

=Tl

2 3 4 5 6
Numero de parto
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Numero de Crias Destetadas.

Para el numero de crias destetadas por parto se compararon los partos entre
ambos grupos encontrando una diferencia estadisticamente significativa para la
cepa C57BL/6 en los partos 2, 4 y 5; mientras que los partos 1, 3 y 6 son

estadisticamente iguales comparandolos con la cepa PPARa-null.

Esto significa que en los partos 2, 4 y 5 la cepa C57BL/6 desteta un mayor

numero de crias por parto.

Numero de crias destetadas

15+
EC5/BL/6

*k EEE3 PPARa-null
10+

Crias

Numero de parto
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En la siguiente grafica se muestra que existe una diferencia estadisticamente
significativa en el numero de crias entre los dos grupos comparados;
observando que el grupo PPARa-null presenta un menor numero de crias

destetadas en comparacion con la cepa C57BL/6.

Ndmero de crias destetadas
154

10-

Crias

wER

C57BLI6 PPARa-null

En cuanto a la comparacién entre cada parto de cada uno de los grupos no se
encontré una diferencia estadisticamente significativa para ningun caso;

manteniendo un promedio constante en cada una de las cepas.

Numero de crias destetadas (C57BL/6) Numero de crias destetadas (PPARa-null)
15+ 15m
104
w w
5 &
G T G
T i 5 & 2 3 4 5 6
Numero de parto Numero de parto
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Mortalidad en la lactancia.

Comparando ambos grupos encontramos que existe diferencia estadisticamente
significativa en cuanto a la mortalidad en la lactancia para la cepa PPARa-null;
esto quiere decir que la mortalidad es mas alta comparandola con la cepa
C57BL/6. Esto es visible en la siguiente grafica donde se muestra diferencia
estadisticamente significativa en los partos 2 y 6; mientras que los otros partos

se encuentran estadisticamente iguales.

Mortalidad en lactancia
kki

100+

E3C57BL/G
E=3 PPARa-null
- 75+ e
@
) =
£ s0- :
o =
= = . -
X 254 é EEE EEE = :E: EEE
0 -:: e H " -
1 2 3 4 5 6

Numero de parto

25



Cuando se compara la mortalidad total entre ambos grupos se puede observar
una diferencia estadistica para el caso de la cepa PPARa-null que presenta una

mayor mortalidad en esta etapa a comparacién con la cepa C57BL/6. La
siguiente grafica muestra esta diferencia estadistica.

Mortalidad en lactancia

% Mortalidad
£

PPARa-mull
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En cuanto a la comparacion entre los partos del mismo grupo, tanto para la cepa

C57BL/6 y la PPARa-null se encuentra que son estadisticamente iguales.

Mortalidad en lactancia (C5TBLG)

100-
o Ths
2
-
=
&
Mumera de parto
Mortalidad en lactancia [PPARa-null)
A0
®
=}
W
£
=]
=
#F

: 3 4 & &
Homero de pario

27



Edad a semanas al parto

La edad que tenian los animales a cada uno de los partos que tuvo también se

tomo en consideracion; para determinar la cantidad de tiempo en semanas que

requiere una cepa en comparacion de otra para obtener uno o hasta 6 partos.

En la siguiente grafica podemos observar que existe una diferencia

estadisticamente significativa para el caso de la cepa C57BL/6, la cual requirio

de mas semanas de vida para obtener el parto 1, 5y 6. Mientras que para los

partos 2, 3 y 4 permanecen estadisticamente iguales.

Semanas

3 4
Numero de parto

Edad en semanas al parto
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En la siguiente grafica se puede apreciar que existe una diferencia estadistica
significativa, esto significa que para el caso de PPARa-null se requirieron menos

semanas de vida para obtener un parto seguido del otro.

Edad en semanas al parto

5

T

Semanas

i

CATBLG PPARa-null
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Para el caso del analisis de la vida de la hembra en semanas a cada parto de
cada una de las cepas, encontramos, para el caso de la cepa C57BL/6 que

existe diferencia estadisticamente significativa entre los siguientes partos.

¢ adiferencia significativa con respecto al parto 1
e b diferencia significativa con respecto al parto 2
¢ c diferencia significativa con respecto al parto 3
e d diferencia significativa con respecto al parto 4
Esto quiere decir, que para estos partos, la hembra requiri6 mas tiempo de vida

para obtener el siguiente parto.

Edad en semanas al parto (C57BL/6)
60~

abcd
ab,cd

ab,c T

Semanas
L]
=

) ) )
2 3 4 5
Numero de parto

—
(=T
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Lo mismo sucede para el caso de la cepa PPARa-null, donde se encuentra una

diferencia estadisticamente significativa en los siguientes partos.

e a diferencia significativa con respecto al parto 1
e b diferencia significativa con respecto al parto 2
e c diferencia significativa con respecto al parto 3
e d diferencia significativa con respecto al parto 4

e e diferencia significativa con respecto al parto 5

Edad en semanas al parto (PPARa-null)

60+
a,cde
@ 40+ a,b,cd
E ab & b,c _
£ 1
3 20
1. T

[=r T

4 5
Numero de parto
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Numero de Partos.

En el conjunto de todos los partos obtenidos por cepa se demuestra una
diferencia estadisticamente significativa para el caso de la cepa PPARa-null, en
la cual encontramos un menor numero de partos totales entre todas las
Unidades Productivas (UPS) de esta cepa en comparacién con la cepa C57BL/6;

como se muestra en la siguiente grafica.

Numero de partos

10.0-
7.5+
w |
o
E 5.0+ REE
o —_—
2.5
0.0 Y ¥
C57BLf6 PPARa-null
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En la siguiente grafica podemos observar el porcentaje UPS que obtuvieron de
uno hasta el 6 parto. Por ejemplo, en el caso de la cepa C57BL/6 el 100% de las
UPS obtuvo el 1er parto, mientras que la cepa PPARa-null solo el 85% obtuvo
un primer parto, esto se debe a que algunas de las UPS de esta cepa a pesar de
ser acopladas en parejas mondgamas perpetuas nunca quedaron gestantes y
jamas se obtuvo ningun parto para estas UPS. Para el caso del parto 6, casi un
75% de la cepa C57BL/6 lo obtuvo en contraste con el 5% de las UPS de la

cepa PPARa-null que pudieron llegar a obtener un sexto parto.

Porcentaje de UPS por parto
100-

EC57BL/6
EE= PPARa-null

Porcentaje
3
[l

Numero de parto

33



Dias abiertos entre partos.

Esto se refiere a los dias que existen de parto a parto en las unidades
productivas. En este caso podemos encontrar una diferencia estadisticamente
significativa para el caso de la cepa C57BL/6 para el parto numero 2, donde esta
cepa requiri6 mas dias para obtener el segundo parto. Mientras que en los

demas partos se encuentran estadisticamente iguales.

Dias abiertos entre partos

60+ *
EC57BL/G
E=a PPARa-null
40+ = =
© E E
o E E
5 =f 3
20- S| =
0- El= El:

Numero de parto
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En el analisis de los dias abiertos entre cada uno de los partos de la misma
cepa, para ambos grupos solo se encontré diferencia estadistica significativa en
el caso de la cepa C57BL/6; esto fue para los dias abiertos entre el segundo y

primer parto, indicando mas dias entre el primer y el segundo parto.

Dias abiertos entre partos (C57BL/6)
80-

604 a _

w
= 404
O

20+

n L] L] L]
1 2 3 4 5
Numero de parto

=

En el caso de la cepa PPARa-null no se encontré diferencia estableciendo que

los dias abiertos fueron estadisticamente iguales para esta cepa.

Dias abiertos entre partos (PPARa-null)
80+

n
S 40+
(]

204

=
-

4
Numero de parto
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Discusion y conclusiones

Se observa una clara tendencia del a cepa PPARa-null a tener problemas en la
reproduccion. Se sabe que los modelos transgénicos tienen siempre problemas
de reproduccidn en mayor o menor medida y en este caso se puede atribuir a
que el gen que tiene deletado afecta directamente al metabolismo de los lipidos
y puede estar afectando alguna ruta metabdlica importante. Es necesario
continuar con investigacion molecular para dilucidar por completo el porqué de

estas fallas reproductivas en esta cepa.
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Anexos
Anexo 1.- Registros
Sistema de registros

Para el manejo de la colonia se utilizaron dos tipos de tarjetas de campo. La de

los animales en apareamiento y la de los animales en stock o destetados.

Tarjeta de animales en apareamiento:

INSTITUTO NACIONAL DE CIENCIAS MEDICAS Y NUTRICION SALVADOR ZUBIRAN

DEPARTAMENTO DE INVESTIGACION EXPERIMENTAL Y BIOTERIO

MVZ PAULO MTZ. FNC AP P Fecha de ap.
Cepa: |PPARa null| Macho
AP #: Hembra F:
P: FNC & FDC Machos Hembras Total
1
2
3
4
5
Donde:

o AP #: Significa Apareamiento y se refiere al numero de unidad
reproductiva que corresponde.

e FNC: Fecha de nacimiento de la camada

o AP: Apareamiento del que procede

e P: Parto del que procede

e Fecha de apareamiento, es la fecha en la que se realiza la cruza

e FDC: Fecha de destete de la camada

e F: Generacioén a la que corresponde, ya sea F1, F2, F3 y asi
sucesivamente
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Tarjeta de animales en stock o destetados:

DEPTO. INVES. EXPERIMENTAL Y BIOTERIO MVZ Paulo Martinez.
DESTETADOS PROCEDENCIA
CEPA PPAR-a null AP. P.
FNC
FDC
OBSERVACIONES.
F:
Donde:

¢ Procedencia: Nos dice de que cruza provienen estos animales, de que
Apareamiento y de que numero de parto

e Sexo: Nos indica el género de los animales, pues al momento de
destetarlos se separan de acuerdo al sexo.

e FNC: Fecha de nacimiento de la camada que se desteta

e FDC: Fecha de destete de la camada

e F: Generacion a la que pertenecen.

e Cantidad: Numero de animales que hay en la caja
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