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I.~ RESUMEN

Los embriones de ratém con trisomia del cromosoma 16 son un
modelo del sindrome de Down, dada la homologia genética entre el cro-
mosoma 21 humano y el cromosoma 16 murino, lo que permite abordar -
experimentalmente estudios bioquimicos, fisiolégicos, embrioclégicos y
neurolégicos, y que esta produciendo un desarrollo rapido sobre las
causas molecularecs y celulares gue producen las alteraciones fonoti-
picas que caracterizan a los individuos con sindrome de Down. Asi mig
mo, permitirad cxperimentar con estrategias terapéuticas para resolver
este importante problema de salud.

Los embriones son obtenidos mediante el apareamiento de -
machos con. doble translocacién Robertsoniana para el cromosoma 16 de
1a cepa 32 Lub Rb{(16-17)/ 2H Rb(11-16), obtenidos de Alemania, con -
hembras normales Balb/c controladas del Bioterio de la Escuela Supe-
rior de Medicina. Los ratones machos son animales libres de gérmenes
patégenos especificos, por lo que fue necesario desarrollar técnicas
profiliacticas para su sobrevivencia. En estas condiciones, los rato-
nes SPF pudieron sobrevivir periodos mayores de 24 meses, lo que les
permitié alcanzar una edad cercana a los 30 meses de edad, que es la
duracién normal de su ciclo de vida. También permitisé obtener embrio-
nes normales y trisémicos para utilizarlos en estudios morfométricos

y- neurolégicos.



ITI.- INTRODUCCION

I1.1. Aptecedentes

El ratén posee 20 pares de cromosomas acrocéntricos, con un
solo brazo. Diecinueve pares son autosémicos y uno sexual. Con cierta
frecuencia, los ratones presentan cromosomas metacéntricos con doble
brazo que son el resultado de la fusién de dos cromosomas acrocéntri-
cos. Los cromosomas fusionados reciben el nombre de Robertsonianos,
en reconocimiento de quien los describié por primera vez. Dichos rato
nes Robertsonianos normales presentan 39 cromosomas en sus células -
somaticas, uno doble y 38 acrocéntricos. La dotacién es balanceada -
porque hay un total de 40 brazos.

Cepas de ratén con translocaciones Robertsonianas cromosémi.
cas han sido importantes para estudiar sistemiticamente las alteracig
nes del desarrollo que producen las aneuploidias de los cromosomas -
murinos (con desbalance del nimero normal de cromosomas). Dichas -
cepas, como se¢ describe mas adelante, han permitido desarrollar -
embriones con trisomlas y monosomias para cada uno de los diferentes
cromosomas murinos (2). Dadas las homologias que existen entre algu-
nos cromosomas murinos con los humanos, estos ratones potencialmente,
representan modelos experimentales para las trisomias humanas (8, 10).

El patolSégo Alfred Gropp y su grupo, desarrollaron en -
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Lubeck, Alemania en el afio de 1975, un esquema de aparcamientos para
obtener embriones de ratén trisémicos y monosémicos. Dicho esquema -~
consiste en utilizar dos lineas de ratén cada una con la transloca-
cién de un cromosoma comin con otro cromosoma autosémico, diferente
&ste en cada una de las dos lineas (5). Asi se obtienen heterocigotos
con doble translocacién Robertsoniana con un nimero balanceado de -
cromosomas. Kstos machos heterocigotos se aparean con hembras norma-
les. Algunas de las células germinales de estos machos contienen uno
u otro de los cromosomas Robertsonianos. Otros espermatozoides, debi-
do a la recombinacién durante la meiosis, contienen uno, los dos o -
ninguno de los cromosomas metacéntricos, lo que hace gue al formarse
el huevo por la fusién con un 6vulo normal, en el primer caso se for-
men concepciones normales, en el segundo caso concepciones trisémicas
¥ en el tercer caso concepciones mwonogsdmicas dentro de las mismas -
camadas (12). Aproximadamente 50% de las concepciones son normales,
25% son trisémicas y el 25% restantes son monos6émicas. Esta tltima,

sin embargo, muere muy temprano durante la gestacidn.

I1.2. Aspectos generales

El ratén de laboratorio (Mus musculus) es un animal muy -
popular en los trabajos cientificos, por su cuerpo pequefio, facil ma-
nejo, bajo costo de mantenimiento y periodo breve de gestacién (21 -
dias). Ademas, gran cantidad de cepas con caracteristicas especificas
han sido obtenidas, principalmente por la seleccién de mutantes gené-

ticas (7).
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La mayor proporcion de especies seleccionadas en la investi
gacién biomédica son cepas consanguineas, de veinte o mis generacio-
nes de apareamientos de hermanos x hermanas (14,20). Esto determina -
un fenotipo uniforme y reproducibilidad elevada de los resultados -
experimentales. Cada individuo de la cepa homocigota es genéticamente
idéntico en lo qQue respecta a los genes autosémicos.

Otro aspecto que debe ser considerado en la investigacién -
biomédica, es la flora bacteriana gque poseen los animales, ya que -
también influye en la reproducibilidad de los resultados experimenta-
les.

En este sentido existen dos modalidades: los animales con-
vencionales y los derivados por Cesirea o gnotobib6ticos. Los primeros
son aquellos que nacen en cama de aserrin. Estos a su vez pueden con-
siderarse en dos subtipos. 1) Aquellos que poseen elevado grado de -
contaminacién microbioldgica, debido a que no.hay un control de su -
ambiente. Este es el grupo de mis baja calidad, que no garantiza -
confiabilidad alguna. 2) Los animales atendidos por profesionales que
tienen controladas diferentes condiciones microbiolégicas de su medio
ambiente, aire, agua, alimento y cama, dentro de instalaciones adecua
das reciben el nombre de convencionales controlados. A estos se les -
aplican sistemas profiladcticos para evitar enfermedades. Los resulta-
dos gue de ellos se obtienen son de grado adecuado de confiabilidad.

Los animales derivados por Cesdrea o gnotobiéticos son obte
nidos en condiciones de esterilidad y amamantados por nodrizas espe-

ciales en ambientes libres de gérmenes demostrables o de gérmenes -

—4-



patégenos especificos. Para mantenerlos se requiere de instalaciones
y tecnologia especializadas. Los animales gnotobidticos pueden ser
clasificados en tres subtipos:

a) Libres de gérmenes o axénicos.

b) Libres de gérmencs patégenos especificos o SPF.

¢) De flora definida, que se han inoculado con una determi-
nada flora microbiolégica (3,11,19,23). Se debe observar que éstos -
dos tltimos no son gnotobidéticos estrictos. Los resultados obtenidos
de estos animales permiten al investigador el grado mds alto de con-
fiabilidad, con un nimero reducido de factores de confusién.

Por otro lado, conviene mencionar que las caracteristicas
sexuales secundarias empiezan a aparecer en las hembras alrededor de
los 25-30 dias postnqtales. por la accién de las hormonas gonadotrofi
cas: la hormona foliculo estimulante que desarrolla los foliculos y
eleva los niveles de estrégenos, que produce las caracteristicas se-
xuales secundarias y la luteinizante que produce ovulacién. La accién
hormonal se evidencia por la apertura vaginal. La completa madurez -
sexual se alcanza a las 7-9 semanas (7). Los machos maduran aproxima-—
damente entre 9 y 11 semanas y se manifiesta por el descenso y agran-
damiento de los testiculos (13).

El ciclo estral en las hembras se induce por la presencia
del macho. Usualmente dura 4-5 dias y rara vez es mis largo. Se divi-
de en cuatro etapas: Proasﬁro. estro, metaestro y diestro. Estas dife
rentes etapas pueden ser identificadas por el aspecto externo de la

vagina o mediante el exdmen del frotis vaginal.
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La ocurrencia de copulacién queda de manifiesto por la pre-
sencia del tapén vaginal, que se forma aproximadamente 8 horas des-
pués del coito. Dicho tapén es una mezcla de espermatozoides, secre-
ciones de las vesiculas seminales y de las glhndulas de copulacién
del macho. La edad gestacional de los productos puede ser definida -
considerando como dia cero de gestgcién el dia en que se presenta el

tapén vaginal.
11.3. Planteamiento dael problema

Uno de los problemas que enfrenta la investigacién biomé&di-~
ca es que muchos de los estudios no pueden realizarse directamente en
humanos por razones éticas. Por cllo, es importante desarrollar mode-
los animales que reproduzcan las enfermedades humanas. Dichos modelos
dan la oportunidad de realizar estudios morfolégicos, inmunolégicos y
finiolégicos (6,21). Ademis, el modelo animal, frecuentemente, genera
la cantidad necesaria de tejido gue reguieren los estudios bioquimi-
cos. Todo lo anterior desarrolla el conocimiento médico répidamente.

En México no existen animales SPF ya que las condiciones -
para Su mantenimiento y logro requieren de instalaciones y tecnologia
especializada. México cuenta con un gran nimero de Bioterios los cua-
les en su mayoria no reunen las condiciones necesarias para albergar
a este tipo de animales. Estos animales permiten al investigador al-
canzar un mayor grado de confiabilidad con menor ntmero de factores

de confusién.

Por tal motivo ha sido de gran importancia desarrollar las



condiciones profildcticas necesarias para mantener a estos animales
gnotobiéticos SPF de la cepa 32 Lub Rb{(16-17)/ 2H Rb{(11-18) en -
condiciones lo mids cercanags al ideal, asi como también desarrollar
estrategias de apareamiento de estos machos con hembras convenciona-
les de la cepa Balb/c para producir embriones trisémicos en México.
La trisomia cromosémica 21 humana, conocida como sindrome
de Down (5.D.), es la aneuploidia mds comin en la que las concepcio-
nes sobreviven al nacimiento. También es la causa genética mas fre-
cuente de retardo wental (16). Existen evidencias que indican que bagz
ta la trisomia de una regidén pequeiia de la porcién distal del brazo
largo del cromosoma 21 que coincide con la banda 21922 --> term, para
que se presenten todas las alteraciones fenotipicas que caracteriza
el S.D.. (8,10) . Esta porcién recibe el nombre de "regidén critica -
del S5.D.". Ocho de los genes localizados en esta regién del cromosoma
21 (HSA 21) han sido localizados en el cromosoma 16 murino (MMU18). -
Incluyendo los genes de la superdxido dismutasa soluble (S0D1), del -
receptor de los interferones alfa y beta (IFRS), de las enzimas fos-
forribosilglicinamida sintetasa (PRGS), fosforribosilaminoimidazol -
sintetasa (PAIS), cistationina beta sintetasa (CBS), fosfofructo cina
sa L (PFKL) y los protooncogenes KTS-2 y CYAl, los cuales representan
marcadores de la regién del S5.D. (9). Dada la homologia genética que
existe entre el MMU16 y el HSA21, fue propuesto que el ratén con tri-
somia del cromosoma T-16, es un modelo del S.D.. Los ratones T-16 -
comparten varias caracteristicas comunes con los individuos con S.D..

Ambos poseen malformaciones cardiacas, craneofaciales, alteraciones
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neuroquimicas centrales, deficienclas linfocitarias, hematopoyéticas
y microftalmia (5,17). Por lo tanto, los estudios en el ratém T-16
pueden proveer un mejor entendimiento de los mecanismos genéticos in-
volucrados en la patogénesig de las alteraciofes fenotipicas y cere-
brales del S.D.. . ,

Los embriones T-18 no soiamente pregentan gimilitudes con -
los individuos con S.D., sino también diferencias. Una de ellas, es
que los embriones T-16 murinos no sobreviven al nacimiento. Probable-
mente debido a que el cromosoma MMU16 es mas grande que el HSA21 y -~
con ello su carga genética, lo que hace que la trisomia 16 murina sea
letal antes del nacimiento, en casi el 100% de los casos (5). Por -
ello los estudios tienen que hacerse en los fetos de ratdén. Sin embar
go, son las semejanzas en las alteraciones las que hacen invaluable -
al ratén T-18 en el estudio de los mecanismos .qua producen el 6.D.,
ya que los mecanismos bésicos de los desérdenes pueden ser semejantes
en ambas especies. Por todo ello, los ratones T-16 pueden llegar a -
constitulr no solamente el material de investigacién, sino también, -
el sistema en el quo se ensayen las terapias correctivas del -
S.D. (14).

Y P



III.- OBJETIVOS

Los objetivos del presente trabajo, son:

1) Establecer las condiciones adecuadas en el Bioterio de
la Escuela Superior de Medicina del Instituto Politécnico Nacional pa
ra mantener los machos SPF de la cepa 32 Lub Rb(16-17)/ 2H Rb(11-16)
producidos en el Institut Fur Biologie de la Escuela de Medicina de -
Lubeck, Alemania.

2) Obtencidén de embriones trisémicos T-16 de edad gestacio-

nal controlada a partir del cruzamiento de: machos 32 Lub Rb(16~-17)/
2H Rb(11-16) SPF, con hembras Balb/c convencionales.
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IV.~ HMATERIAL Y METODOS

IV.1 Aparcamiento de machos heterocigotos con hembras
Balb/c.

En el presentc trabajo se emplearon 15 machos SPF, con do-
ble translocacién Robertsoniana de la cepa 32 Lub Rb(16-17)/ 2H Rb
(11-16). (Figura No. 1), donados por el Dr. Heinz Winking.del Institut
fur Biologie de la Escuela de Medicina de la Oniversidad de Lubeck, -
Alemania. Estos son rigurosamente identificados por su cariotipo -
antes de ser enviados de Alemania, los cuales fueron apareados con -~
hembras normales convencionales controladas de la cepa Balb/c produci
das en el Bioterio de la Escuela Superior de Hedigina con el propési-
to de obtener embriones normales y trisdémicos ‘de edad gestacional de-
finida. Los embriones normales de una camada serdn tomados como con-
troles de los trisémicos en los estudics morfométricos y electrofisig
légicos.

Dada la condicién de los machos de ser animales SPF, se -
disefiaron condiciones especiales de esterilidad microbiolégica en el
manejo y mantenimiento de ellos en el Bioterio de la Escuela Superior
de Medicina (ver mas adelante).

Las hembras Balb/c controladas, preptberes (con el orificio
vaginal cerrado), con tres semanas de edad, fueron colocadas en gru-

pos de 10 y mantenidas en las mismas condiciones de esterilidad en -
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Figura No.1l. Ratdon macho SPF. Con doble translocacidn

Robertsoniana.



las que se encontraban los machos (Figura No.2). Se esperé a que al-

canzaran la madurez sexual, lo cual ocurre entre las 7-9 semanas de -
vida (45 dias). En este intervalo de tiempo la salud de las hembras -
fue constantemente vigilada. En caso de que alguna de ellas presenta-
86 algun signo de enfermedad, el grupo completo de hembras seria reti
rado.

Sincronizacidén del estro: el ciclo estral en el cual la hem
bra es receptiva al macho, fue inducido mediante la aplicacién intra-
peritoneal de la hormona gonadotropina sérica en una dogsis de 0.25 ml
(Folligon 50 0.I1./ ml), lo que produce superovulacién en las hembras
para compensar la baja fertilidad reportada en los machos (9). A las
48 horas se les aplicé la gonadotropina coriénica en una dosis 0.2 ml
{Chorulon 200 U.I./ ml) para inducir la ovulacién y finalmente el -
estro, el cual se identificé por la turgencia e hiperemia de la wvul-
va. Inmediatamente después de esta aplicacién, las hembras se coloca-
ron en la Jjaula de los machos, en una relacién de dos hembras por ma-
cho (Figura No.3). Se utilizaron 5 machos por semana y los otros -
descansaban, los cuales estaban colocados individualmente en jaulas -
de acrilico. La aplicacién de las hormonas en la sccuencia mencionada
permite ademas sincronizar el estro de las 10 hembras empleadas -
semanalmente, produciendose asi una ovulacién sincronizada de todas
ellas. Con esto se consigue que la edad gestacional de los embriones
de las diferentes hembras sea similar.

Después de la segunda inyeccién las hembras se pesaron -

antes de ser colocadas con los machos. Al dia siguiente de la unién -
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Figura No.2. Grupo de hembras virgenes Balb/c convencionales

controladas.



Figura No.3. Machos heterocigotos en unidn con hembras -

Balb/c.



las hembras eran retiradas y revisadas para determinar la presencia -
del tapén vaginal, que es indicativo de copulacidén. Este dia se tomo
como dia cero de gestacién. Las hembras que presentaron dicho tapén -
fueron nuevamente pesadas y colocadas en otra Jjaula. El aumento de pe
so fue tomado como un indicador de gestacién. A los diez dias se pesa
ron nucvamenle, para verificar si habia aumento gignificativo de pe-
g0, como indicativo de que la hembra estaba gestante. Tres dias des-
pués nuevamcnte eran pesadas para confirmar el estado gestante. Al fi
nal las hembras no gestantes fueron retiradas y no se utilizaron nue-
vamente.

A los 14 dias de gestacién, las hembras se llevaron al de-
partamento de Fisiologia Humana de la E.S.M., donde se obtuvieron -
embriones para realizar experimentos Neurofisiolégicos y Electrofisig
légicos asi como para hacer estudios morfométricos.

Los embriones fueron identificados fenotipicamente por la -
presencia de anasarca y microftalmia apoyado en estudios preliminares

donde también se hizo cariotipo como se muestra en la figura No. 4.
IV.2 Cuidado v mapejo especiales de los ratopes.

Los 16 ratones machos heterocigotos que se recibileron de -
Alemania venian en cajas de madera y alimentados con manzanas, de -
donde obtenian agua y nutrientes durante los 3 dias que durd el viaje
y que fueron liberados de la Aduana del Aeropucrto de la Ciudad de -
México.

Los machos se colocaron en un cuarto de cuarentena cuyas -
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Figura No.4. Cariotipo de los embriones control y trisdémico.- .
El primero se caracteriza por poseer un cromosoma -
Robertsoniano (indicado con flecha) con dos cromosomas uni-

dos con el cromosoma 16 translocado al 11-16 6 16-17, con un
nimero total de 40 cromosomas (38 acrocéntricos y 1 doble).

El cariotipo del T-16 muestra dos cromosomas metacéntricos -
{16-17 y 11-16) con un nimero total de 41 cromosomas (37 -

acrocéntricos y 2 metacéntricos). (Epstein y cols. 1985).



dimensiones son de 4 X 4 mts y que cuenta con liamparas de luz solar -
de 37 watts, que proporciona un fotoperiodo de 12 horas. Kl aire acon
dicionado del cuarto proporciona de B a 12 cambios de aire por hora,
lo que reduce la acumulacién de amoniaco en el ambiente y disminuye -
la posibilidad de infecciones respiratorias de los ratones. Las partl
culas de polvo en el ambiente fueron reducidas con un precipitador -
electrénico de particulas. La temperatura del cuarto se mantuvo a -
22=C y la humedad relativa de 40 - 70%. La distribucién del cuarto

se presenta en la figura RNo. 5.
IV.3. Monitoreo del aire y agua.

La calidad del aire y del agua fue analizada microbiolégica
mente. Estos se realizaron mensualmente, durante 7 meses de Octubre a
Abril cada uno por triplicado, en tres dias consecutivos. Para ello -
ge empled el medio de agar BHI (Infusidén cereﬁro corazén). Rl medio -
de cultivo se esterilizé en autoclave a 121°C, 15 Lb/plg=, 15 -
minutos. El vaciado de cultivo BHI a las cajas de Petri de 100 mm de
didmetro, fue realizado en condiciones de esterilidad. Posteriormente
fueron incubadas a 37°C durante 24 horas para verificar que no hu~
biera crecimiento bacteriano, que corresponde a la prueba de esterili
dad.

Las cajas de Petri se abrian y eran expuestas al aire del -
medio ambiente en el cuarto de animales. Una caja en la mesa de lava-
do, una en el estante de los animales, durante 15 minutos y otra a la

salida del aire acondicionado, que se exponia un minuto, pasdndola sq
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Figura No.5. Cuarto de cuarentena, mostrando los estantes de
animales y en el piso el precipitador electrénico de parti-

culas.



bie la rejilla de éste. Las cajas eran cerradas e incubadas a 37°C -
durante 24 horas. Al término de este tiempo, las cajas se retiraron -
de la incubadora y se realizd el conteo de colonlias bacterianas en un
cuenta colonias. Ahi se identificaron las caracleristicas de las colg
nias, gque incluye tamafio, color, forma, elevacién, superficie, aspec-
to, bordes y consistencia (1).

De cada colonia se tomé una muestra con asa de inoculacidn
metdlica estéril con la que se hizo un frotis. Se dejé secar al aire
y se £fijé mediante calor. A las preparaciones se les realizé la tin-
cién de Gram cuya secuencia ea cristal violeta, lugol, alcohol-aceto-
na y safranina. Las bacterias que se tilieron de color morado fueron -~
identificadas como Gram (+) y aquellas que se decoloraron y guedaron
de color rosado por la safranina se identificaron como Gram (-) (4).
Los frotis fueron observados al microscopio con el objetivo de inmer-
sién 100X.

El monitoreo de agua se realizé mensualmente en medio de -
caldo nutritivo y agar noble. El medio se esterilizé a 121°=C, -
15 Lb/plg® de presidén, 15 minutos. Para la toma de muestra de agua
se desinfecto la llave con alcohol al 70%, se deidé correr el agua de-
la llave por un momento y la muestra se tomd en un tubo de ensaye de
tapén de rosca estéril. En un ambiente estéril se abrid el tubo y se-~
tomd una muestra de 1ml., la cual se depositd en la caja de Petri. Se
vacié el medio de cultivo liquido en la caja y se esperd a que solidji
ficara. Fueron entonces incubadas a 37°C durante 24 horas, al cabo

del cual se procedié a contar e identificar las colonias bacterianas
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como en el caso del aire.

IV.4. Esterilizacién del alimento, agua y cama de aserrin.

Un kilogramo de alimento comercial para roedores se colocéd
en una bolsa de papel estraza a la que se le practicaron pequefiaz -
perforaciones para facilitar la penetracién del vapor, se selld con
cinta testigo de esterilidad y se introdujo en una bolsa de manta la
cual era esterilizada en autoclave a una temperatura de 121=C, -
15 Lb/plg= de presién, 15 minutos. El alimento se proporcioné a 1li-
bre acceso.

El agua fue esterilizada en las mismas condiciones que el -
alimento en matraz Erlenmeyer de un litro al que se le colocé un ta-
poén de gasa y un capuchén de papel estraza. En estas condiciones no -
hubo crecimiento bacteriano. El agua era colocada en botellas estéri-
les suplementada con vitaminas (2.115 g en 246 wl de agua) {(Cuadro -
No. 1) (15) y se dejaba a libre acceso. Posteriormente, el agua se -
esterilizé mediante la adicidn de &cido pefclérico en una proporcién
de .26 ml por litro de agua con los mismos resultados.

El aserrin para las camas también se esterilizaba en forma
muy similar al alimento, dado que puede estar contaminado con heces
fecales de animales, ya que los proveedores de aserrin no tienen con-
trol higiénico de éste, é1 gque se sacaba a enfriar a la intemperie, -
para evitar la acumulacién de gagses t6xicos en el interior del cuarto

de los animales. La cama asi como las botellas de agua eran renovadas

dos veces por semana.
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Cuadro No.1l. Suplemento vitaminico para el agua.
Vitamina A 55,000 0. 1.

Vitamina E 3 €

Vitamina K 5 g

Niacina 1 g

Vitamina B6 60 mg

Colina 45 g

Sacarosa 1 g

Tiamina 825 . mg

Riboflavina 300 mg

Acido pantoténico 750 meg

Acido félico 25 mg

Biotina 20 mg

Vitamina D 7 500 U.I. 0.001875 g
Vitamina B12 750 0.000750 g

Azdcar

mg
1 Kg




La desinfeccidon del piso se hizo con soluciones de cloro y
se efectusd dos veces por Ssemana.
Las jaulas de acrilico fueron desinfectadas con clorurc de

benzalconio, después de haber sido lavadas con detergente y agua.
Medios de cultivo:

a) BHI (Infusién cerebro corazdn).

b) Caldo nutritivo + Agar noble.

Pruebas estadisticas.

Los pesos de las hembras en unidén, asi como los resultados
microbiolégicos sc sometieron a las siguientes pruebas estadisticas.

La significancia estadistica de las diferencias se estable-
cio para p < 0.05 de acuerdo con la prueba estadistica de la "t" de -
Student para muestras pareadas. .

El error estandar del promedio fue calculado como:

SEM= —30 -

a~1{
Donde SD es la desviacién estandar.
n = nuimero de muestras.

La que a su vez se calculo mediante la férmula:

— 2
sp=1 ’i‘.x___
n—|

Donde X es el valor promedio.
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La "t" fue calculada como la relacién:

=2 2
\,‘ P
}—(, - )_{2 = diferencia del promedio control menos el trisé-

mico.

%,y =, error estandar del control y trisémico respecti-
vamente.
Lo que se compard en las tablas de "t“ de Student para co-
nocer la p considerando los grados de libertad como n ~1.

Férmula para obtener el Intervalo de confianza:

o S
Xttt
v ‘J n
X = valor promedio de la muestra.
t, = “t" Student con v grados de libertad.
S = desviacién estandar muestral.
“n = tamafio de la muestra.
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V.- RESULTADOS

V.1l. Muestreo del aire acondicionado.

En los siete muestreos dg la salida del aire acondiciocnado
se aislaron 51 colonias en las 21 cajas de Petri expuestas, usando 3
cajas pbr: muestreo. Los valores del nimero de colonias variaron de -
cero hasta veinte, con un valor promedio de 2.4 +/- 4.91 SEM coloniaz
por caja con un intervalo de confianza de 2.28 (I1.C), siendo el valor
minimo de 0.12 y un miximo de 4.68.

Cuarenta y nueve por ciento de las colonias fueron identi-
ficadas mediante la tincién de Gram, como cocos Gram (+), cuarenta -
y tres por cliento cocos Gram (-) y ocho por ciento bacilos largos -
Gram (+). (Tabla No.1).

V.2. Muestreo del aire ambiental.’

En los siete muestreos mensuales realizados del aire ambien
tal también por triplicado, de las cajas localizadas arriba del estan
te de los animales y en la tarja del cuarto se aislaron 263 colonias
en 42 cajas. Los valores del ntmero de colonias variaron de cero has-
ta treinta y siete, con un valor promedio de 6.2 +/- 6.09 SEM colo-
nias por caja con un intervalo de confianza de 1.90, con un minimo de

4.3 ¥y un miximo de 8.1.

Cincuenta y uno punto tres por ciento de las colonias fue-
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"Tabla' No.l. Muestras miyc‘:'r'obéib‘légiéﬁ

del aire acondicionado.

No. : %

Colonias
Cocos Gram (+) 25 ‘ 49
Cocos Gram (-) 22 43
Bacilos largos Gram (+) 4 8

I.C.

Ro. de caljas 21
No. total de colonias 51 e o
Promedio de colonias por caja 2.4 +/- 2.28"
Desaviacién estandar 5.03

I.C. Intervalo de confianza.

Silva B.M. 1992.
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ron cocos Gram (+), cuarenta punto tres por ciento cocos Gram (-), -
cinco punto cuatro por ciento bacilos cortos Gram (-), dos punto sie-
te por ciento bacilos iargos Gram (+) y punto tres por ciento bacilos
cortos Gram (+). (Tabla No. 2). Estos resultados son 2.3 veces mayor
que el nimero de colonias de la salida del aire acondicionado, lo que
parece ser resultado de las particulas que levanta el movimiento y -
los aerosoles de los animales. La identificacién bioquimica de las -
bacterias soclo se realizé en la necropsia de un ratén muerto.

Sin embargo, muchas més particulas son removidas con el -
precipitador electrénico de particulas, como lo demuestra un estudio
preliminar (18). En caso de estar apagado la cantidad de colonias -
aumenta 10 veces.

Los resultados mencionados arriba fueron muy semejantes a -
los encontrados en un estudio piloto, que permitié mantener una colo-
nia de ratones Balb/c convencionales, libre de enfermedades respirato
rias (18).

El dnico animal que murié por enfermedad respiratoria lo hi
zo a los cinco dias de su arribo de Alemania. Este presentd conges-
tién pulmonar, con infiltracién de gran cantidad de leucocitos. E1 -
estudio microbiolégico de muestras tomadas en pulmén y otros tejidos
mostré la presencia de bacilos Gram (-), los que fueron identificados
como Kilebsiella preumoniae, por pruebas bicquimicas.

Los machos heterocigotos de la cepa 32 Lub Rb(16-17)/ 2H -
Rb(11-16) solo empezaron a morir después de 24 meses de estancia en -

el Bioterio, en las condiciones de manejo y cuidados antes menciona-
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Tabla No.2 Muestras microbiolégicas del aire ambiental.

Colonias No. k4
Cocos Gram (+) 135 51.3
Cocos Gram (-) 1086 40.3
Bacilos cortos Gram (-) 14 5.4
Bacilos largos Gram (+) 7 2.7
Bacilos cortos Gram (+) 1 0.3
I.C
Ro. de cajas 42
No. total de colonias 283

Promedio de colonias por caja

Desviacién estandar

6.2 +/- 1.90

6.1

I.C. Intervalo de confianza.

" Silva B.M. 1982.




das. Tomando en consideracién que llegaron con 4 y 5 meses de edad, -
resulta una edad de aproximadamente 30 meses, que corresponde a su -~

ciclo normal de vida.
V.3. Muestreo del agua:

De los siete muestreos mensuales recalizados en el agua pota
ble del cuarto de los animales se aislaron 20 colonias, en las 21 co-
jas de Petri utilizadas. Los valores del numero de colonias variaron
de cero hasta trece, con un valor promedio de 0.95 +/- 2.77 SEM colo-
nias por caja con un intervalo de confianza de 1.28, con un minimo de
0.33 ¥ un miximo de 2.23. Este valor fue el mds bajo de los encontra-
dos en los muestreos que se realizaron en el cuarto de los animales,
encontrandose que el sesenta y cuatro por ciento correspondia a baci-
los cortos Gram (+), veintitrés por ciento cocos Gram (-), nueve por
ciento bacilos cortos Gram (-) y el cuatro por ciento cocos Gram (+).
{Tabla No.3).

Como sc mencioné en la metodologia el agua de bebida siem-
pre se esterilizd mediante autoclave, o bien mediante la adicion de -
acido perclérico, para evitar infecciones gastrointestinales. En es-
tas dos condiciones el muestreo microbiolégico del agua no reveld la
presencia de ninguna colonia bacteriana.

En las condiciones gefialadas no se presentaron enfermedades
diarrgicas en ninguno de los animales machos SPF ni en las hembras -

Balb/c.
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Tabla No.3. Muestras microbioldgicas del agua de ia llave.

Colonias No. %
Bacilos cortos Gram (+) 14 64
Cocos Gram (-) 3 23
Baclilos cortos Gram (-) 2 9
Cocos Gram (+) 1 4
1.C.

No. de cadjas 21

No. total de colonias 20

Promedio de colonias por caJja 0.95 +/~ 1.28
Desviacién estandar 2.83

Se muestreo 1 ml de agua por caja

I.C. Intervalo de confianza. Silva B.M. 1992.



V.4. Apareamiento de ratones.

Con el propésitc de obtener embriones trisémicos T-18 y -
normales se realizaron 30 uniones. En cada una de ellas se emplearon
10 hembras Balb/c. El ntmero total de hembras utilizadas fue de 300,
en las cuales se sincronizo el ciclo estral. Se usaron 5 machos hete-
rocigotos SPF por semana en una relacién de dos hembras por macho. -
{Figura No.3).

El peso promedio de las hembras virgenes con 60 dias de -
edad fue de 24.8 +/- 1.3 g (n=300). Este era el peso de las hembras -
al ser colocadas con los machos, y es tomada como control.

Noventa y seis de ellas presentaron tapén vaginal el dia -~
siguiente de colocadas con lozs machos, lo que indicaba la copulacién.

A los 10 dias fueron pesadas nuevamente. Cincuenta y una de
ellas no modificaron su peso dando un valor promedio de 26.8 +/- -
1.4 g (n=51). Estas mismas a los 14 dias confirmaron no estar gestan-
tes al presentar un peéo promedio de 24.8 4;/— 0.4 g (n=51). Eate peso
no era estadisticamente diferente del valor control de las hembras -
virgenes.

Cuarenta y cinco hembras presentaron, al término de los 10
dias de la formacidén del tapén vaginal, un aumento de peso en prome-
dio de 6.6 g mayor que el control cuando virgenes. El valor promedio
del peso corporal de estas hembras fue de 31.2 +/- 0.3 g (n=45), lo
que es estadisticamente significativo (p < 0.01).

En esta etapa no se observé abultamiento del abdomen, ni se
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palpaban los embriones, por lo que el aumento de peso era el método -
ma4s sensible para diagnosticar la gestacidn.

Cuarenta y cuatro de estas Gltimas hembras fueron confirma-
das como gestantes a los 14 dias después de la formacién del tapdon -
vaginal, tanto por el aumento de peso corporal que alcanzd 37.7 +/-
0.2 g (n=44) como por el agrandamiento del abdomen a la inspeccién. -
(Tabla No. 4).

El tdnico caso falso positivo se presento en una hembra que
habiendo ganado peso, no estaba gestante, y el aumento habia ocurrido
por produccioén de liquido ascitico, probablemente por la presencia de
un tumor hepatico.

Lo anterior muestra que 44 hembras quedaron prefiadas de las
86 que presentaron tapdn vaginal. Esto representa un 45.8% de gestan-
tes y 58.3% de no gestantes. También cabe mencionar que las 44 hem-
bras gestantes representan el 15% del total de hembras empleadas -
(n=300).

La curva de peso de las hembras gestantes puede ser ajusta-
da a una recta con coeficiente de correlacién de 0.99 y cuya pendien-
te es de 0.77, lo que es estadisticamente diferente de una pendiente
de cero <p< 0.01). La pendiente de la recta del peso de las hembras -
no gestantes no fue significativamente diferente de cero. (Figura -
No. 6).

V.5. Produccién de embriones trisdmicos.

Cuarenta y cinco hembras se enviaron al Departamento de -
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Fig.No. 6 Se muestra lgs variaciones de peso de las hembras que presentaron
tapon vaginal. Tanto los gestantes (§) como las no gestontes (§).

Las variociones en el peso de estas uitimas no fue estadisticamente
significativo respecto al valor X inicial de las hembras virgenes.

Silva B. M, 1992,



TABLA No.4. Peso de las hembras virgenes con 60 dias de edad.

Peso X de hembras virgenes 24.6 +/- 1.3 @

96 Tapén vaginal 204 Sin tap6én vaginal
Gestantes No gestantes No gestantes
44 51 204

Peso a los

10 dias *
31.2 26.8 No se pesaron.
+/- 0.3 g +/- 1.4 g

Peso a los

14 dias *x

37.7 24.8 No ge pesaron.
+/- 0.2 g +/- 0.4 g
* p< 0.05 Silva B. M. 1992.
*%x p < 0.01



Fisiologia Humana de la E.S.M. a los 14 dias de gestacién. La edad -
gestacional de los fetos fue muy éemejante en las diferentes camadas,
juzgando por el desarrollo de los miembros anteriores y posteriores -
(21), lo que probablemente estuvo determinado por la sincronizacidn -
de las hembras.

Las 44 hembras gestantes se obtuvieron en un perfodo de 32
semanas (7 meses), lo que dié un promedio de 1.3 +/- 0.3 hembras por
semana con embriones trisémicos y normales. El nimero de hembras ges-
tantes es mAs regular apartir de Epmero e incluso aumenta marcadamente
en el mes de Abril. (Figura No.7).

Los embriones normales y trisdomicos T-16 con 15 a 16 dias -
de gestacién, se emplearon para realizar experimentos electrofisiolé-
gicos y morfométricos. Las camadas contenian entre 6-8 embriones, -
aunque’ este numero decrecié con la edad de los machos. Estos numeros
son compatibles con la baja fertilidad de los machos. Treinta y un -
embriones resultaron con trisomia del cromosoma 16, juzgados por la -
presencia de anasarca (edema generalizado) y cardiomegalia (aumento -
de las cavidades cardiacas generalmente con disminucién del espesor -
de las paredes del corazén que son manifestaciones de la insuficien-
cia cardiaca). Doscientos setenta y cinco fueron normales, lo que -
repregsenta que un 10% del total de embriones, fueron triasdémicos. Los

resultados son semejantes a los reportados anteriormente (9).
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NUMERO DE HEMBRAS GESTANTES

HEMBRAS GESTANTES OBTENIDAS SEMANALMENTE:
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@® cero

Fig.No. 7 Hembras con |15- 16 dias de gestacion entregadas semanalmente al
Departamento de Fisiclogic Humana durante el periodo de estudio.

Sitva B. M, 1392



VI.- DISCUSION

Los resultados del presente trabajo muestran que los 16 -
ratones SPF 32 Lub Rb{(16-17)/ 2H Rb(11-16), con excepcién de uno, -
pudieron mantenerse en el Bioterio de la Escuela Superior de Medicina
por periodos mayores de 24 meses, libres de enfermedades respirato-
rias y gastrointestinales lo que permitidé que estos ratones concluye-
ran su ciclo normal de vida, gque es de 24-36 meses. Los resultados -
también muestran que los machos heterocigotos pudieron fertilizar hem
bras Balb/c convencionales, obteniendo embriones normales y trisémi-
cos con 14 y 16 dias de gestacién. Esto muestra que las condiciones -
en las que se mantuvieron en el Bioterio de la E.S.M. son adecuadas
para mantener ratones SPF.

El hecho de que 56lo un ratén heterocigoto muridé de enferme
dad respiratoria pocos dias después de haber llegado de Alemania su-
giere que la infeccién la adquirié durante el viaje, tal vez por una
disminucioén de su respuesta inmunolégica debida al estrés del viaje y
no por las condicioes adversas en el cuarto de los animales. El resto
de los animales vivieron por perfodos mayores de 24 mesges. Los -
decesos ocurrieron en ausencia de infecciones respiratorias y -

gastrointestinales, Jjuzgado por la falta de lesiones observadas duran

te la necropsia.
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Aan cuando los monitoreos microbioldgicos no se llevaron -~
hasta la identificacién de los microorganismos nos dan una idea de la
contaninacién del cuarto de los animales y nos serviran de referencia
para saber cuando éstas no sean satisfactorias.

Kste resultado es importante ya que muestra por primera vez
que pueden mantenerse ratones SPF en buenas condiciones de salud en
el Bioterio de la K.S.M., lo cual fue fuertemente cuestionado antes -
de iniciar el presente proyecto. Esto permitird realizar proyectos
futuros utilizando animales SPF en los que se tiene gran confiabili-
dad de los resultados experimentales.

Como se observa en los resultados se presentaron variacio-
nes en €l nimero de hembras gestantes obtenidas semanalmente durante
los meses de estudio, lo que sugiere que aunque el fotoperiodo en el
cuarto de los animales es controlado, el periodo de luz exterior pue-
de lograr influir en los ciclos sexuales como se observa en la figura
No. 7.

I.o anterior nos indica que pueden obtenerse embriones trisg
micos y normales de manera regular, para estudiar las alteraciones -
genéticas similares al sindrome de Down, los cudles por razones &ti-
cas y técnicas es dificil llevar a cabo en fetos humanos.

De las 300 bhembras empleadas solo 96 presentaron tapén -
vaginal, lo cual indica que los machos realizaron la copula con 32%
de las hembras. De estas dltimas solo 44 quedaron gestantes. Las cama
das estuvieron formadas por 6 a 8 embriones, lo que corrobora lo re-

portado en la literatura de que estos machos tiemen baja fertilidad -
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(9) y solo 15% de hembras resultaron gestantes del total (300), a pe-

sar de que las hembras fueron superovuladas.
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VII.- CONCLUSIONES

1) Kl estado de salud de los machos heterocigotos SPF me -
mantuvo en forma adecuada en el cuarto de cuarentena del Bioterio de

la B.S.M..

2) Embriones trisémicos T-16 y normales con 14-16 dfas de
gestacién fueron obtenidos de los apareamientos con los machos de la
cepa 32 Lub Rb(16-17)/ 2H BRb(11-16), con doble translocacién -
Robertsoniana con las hembras de la cepa Balb/c convencionales contro

ladas en el Bioterio de la E.S.H..

3) El desarrollo de dichas condiciones permitira obtener -
directamente en México los machos heterocigotos con doble transloca-

cién Robertsoniana apartir de las lineas homocigotas.
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