Carituro Il
Biologia y manejo reproductivo del raton

2.1 Biologia del ratén
2.1.1 Habitat

Los denominados ratones caseros (ver Capftulo Ill por sistemdtica de los roedores) acompa-
fian al hombre en todos los territorios, desde los desiertos mds calurosos hasta las regiones
sub-antdrticas, a nivel del mar o en los poblados andinos a més de 4000 metros de altitud. En
las ciudades, los podemos encontrar virtualmente en todos lados, desde los tineles del des-
agle hasta las cdmaras frigorfficas, pasando por las bibliotecas. Algunas poblaciones de ratones
viven en el campo, donde construyen tineles de diversa arquitectura y complejidad, mientras
que otras lo hacen en regiones boscosas, donde encuentran refugio contra los predadores.
Sin embrago, la mayorfa son comensales del hombre, manteniéndose a expensas de sus ali-
mentos o desperdicios y usando sus construcciones (espacios entre paredes, cafierfas, con-
ductos de aire, entrepisos etc.) como refugio y fuente de calor. Su tremenda versatilidad les
permite trepar paredes, saltar, e inclusive nadar para acceder al lugar deseado. A pesar de
esto, el comensalismo no es ni una regla ni una obligacion para el ratén, ya que se conocen is-
las en el norte de Escocia que fueron abandonadas por el hombre pero no por estos peque-
fios roedores. Se conocen también algunas regiones del sur de Europa donde los ratones vi-
ven en el campo durante el verano y entran a las casas en el invierno.

La gran adaptabilidad del ratdn a todo tipo de ambientes y situaciones ha atraido la atencién
de los etdlogos, quienes consideran a estas especies como las mds adaptables —en particular
en términos reproductivos— de todos los mamiferos, con excepcién del hombre. En la mayo-
rfa de las especies, la adaptacién a una nuevo ambiente es un proceso muy lento, ligado a la
seleccion natural y por lo tanto a la carga genética. Parecerfa ser que en los ratones esa ajus-
tada ligadura entre comportamiento y genética se hubiese relajado.

2.1.2 Comportamiento

Los ratones son animales de actividad esencialmente nocturna y por lo tanto su vista estd
muy poco desarrollada, de hecho, muchas de las lineas de laboratorio son ciegas o tienen una
visidén borrosa, sin que por ello se vean perturbadas sus actividades. Los sentidos mds impor-
tantes para los ratones son, por lo tanto, el olfato vy el tacto. En la orina del macho, y en me-
nor grado de la hembra, existen compuestos odoriferos muy fuertes que sirven para marcar
el territorio y regular la actividad sexual y social del grupo (ver Capfitulo V). El oido de los ra-
tones también estd muy desarrollado, especialmente para frecuencias altas (ultrasonidos) que
los humanos no podemos percibir. Por ejemplo, los roedores pueden oir sonidos de frecuen-
cias tan altas como 70-80 kilohertz, aunque son insensibles a frecuencias de menos de 500
hertz.
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Con respecto a la agresividad, los ratones no son espontdneamente agresivos frente a las
otras especies con las cuales convive (incluido el hombre), siendo la huida su reaccién mas
comun. Por el contrario, cuando se trata de otros ratones, la reaccién de defensa del territo-
rio y de caza del intruso es muy caracteristica, especialmente en los machos. La pelea consiste
en morder al adversario en el morro o en la base de la cola. Entre los machos, existe una
competencia muy fuerte por la reproduccién. En todos los grupos hay machos dominantes
que tienen a su cargo un grupo de hembras, lo que constituye una unidad de reproduccién
relativamente consanguinea (en promedio, dos machos y seis hembras) cuya composicién
puede cambiar a lo largo del tiempo. La expectativa de vida de los ratones en medios natura-
les no excede, en general, de un afio, aunque las lineas de laboratorio pueden vivir algo mds
de dos afios (algunos hibridos FI pueden pasar los tres afios).

Los ratones caseros son animales donde el tubo digestivo, relativamente largo, estd adaptado
a una alimentacion preferentemente vegetal (en particular semillas) y por lo tanto rica en ce-
lulosa vy lignina. Sin embargo, los ratones pueden comer practicamente de todo, desde insec-
tos (inclusive sus larvas) hasta raices. El ratén posee un ciego enorme con una flora bacteriana
que asegura la digestidn (lisis) de la celulosa v la sintesis de vitaminas hidrosolubles. El estéma-
go del ratén (al igual que el de la rata) tiene la particularidad anatémica de estar dividido en
una porcién glandular y otra muscular (o no glandular). Ademds, los ratones caseros pueden
adaptarse facilmente a la falta de agua consumiendo vegetales y concentrando su orina. Sus
dientes delanteros (incisivos), como en todos los roedores, crecen en forma continua y de-
ben ser gastados por el uso. Se calcula que un incisivo de ratdn puede crecer hasta cinco cen-
timetros por afio. Por lo tanto, estos animales presentan la necesidad imperiosa de roer (de
alli el nombre de roedores) toda clase de objetos (no sdlo los alimentos), lo que los convier-
te en animales devastadores.

2.1.3 Reproduccion

2.1.3.1 Maduracién sexual y ciclo estral

Las hembras portan en sus ovarios (ya antes de nacer) miles de células germinales primordia-
les (ovogonias) las cuales quedan detenidas en la profase de la primera division meidtica. Las
ovogonias estdn rodeadas de capas celulares que, en conjunto, se denominan foliculos pri-
mordiales o primarios. Al llegar a la pubertad, los ovarios (con alrededor de 3000 foliculos
primarios cada uno) se activan por la estimulacién hormonal y (cada 4-5 dfas) un grupo de
ovogonias sigue su desarrollo para formar los oocitos (u ovocitos) (del inglés oocytes). (Tam-
bién se usan términos mds genéricos como évulos o huevos no fertilizados, del inglés unferti-
lized eggs.) Sin embargo, la gran mayorfa de los oocitos —la célula més grande entre los mami-
feros con alrededor de 80 micrones de didmetro en el ratén— nunca llegard a la ovulacion.
Luego de la ovulacion, las células del foliculo ovdérico se luteinizan, lo que origina la transfor-
macion del foliculo ovarico en cuerpo lUteo. Justo antes de la liberacién del ovocito se com-
pleta la primera divisién meidtica y se forma el primer cuerpo polar. La segunda divisién
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meidtica empieza inmediatamente después, pero se detiene en la metafase. Los évulos per-
manecen viables por 10-15 horas luego de la ovulacidn y en el caso de que se produzca la
fertilizacion se induce la terminacidn de la segunda divisién meidtica, lo que genera el segun-
do cuerpo polar. (En términos estrictos, las células germinales femeninas no son en ningdn
momento haploides, ya que expulsan el segundo cuerpo polar en el momento en que reci-
ben el grupo haploide de cromosomas proveniente del espermatozoide).

Las hembras en estado salvaje son capaces de reproducirse, como lo mds temprano, a partir
de las seis semanas de vida; aunque en el laboratorio, lo mismo que en los paises frios, la ma-
durez sexual estd un poco retrasada (7-8 semanas). La vida sexual de las hembras se prolonga
hasta una edad muy avanzada (13 a 14 meses de vida) y las camadas se suceden una tras otra (al
menos durante los primeros meses) a un ritmo de una cada tres o cuatro semanas. El ciclo estral
(proestro, estro, metaestro y diestro) dura de 4 a 6 dfas con un estro (o celo) de aproximada-
mente 8-12 horas. Durante el estro, las hembras estdn receptivas y aceptan la monta del macho.
Otro rasgo particular de las hembras, es la capacidad de entrar en estro dentro de las 24 horas
posteriores al parto. Este fendmeno se conoce como estro posparto y permite a la hembra que-
dar prefiada inmediatamente, aumentando su ya enorme prolificidad.

Los machos de la mayoria de las lineas de ratones de laboratorio son puberes (con actividad es-
permadtica establecida) entre 6 y 8 semanas y mantienen la fertilidad prdcticamente toda la vida.
Las células germinales masculinas se diferencian en los tibulos seminiferos a lo largo de toda la
vida de un animal normal adulto. Esta diferenciacién, que abarca desde las células primordiales
(denominadas espermatogonias) hasta los espermatozoides, se denomina espermatogénesis;
tardando alrededor de |3 semanas para que una espermatogonia produzca alrededor de 120
espermatozoides. Luego, los espermatozoides maduran pasando por el epididimo y realizan la
capacitacion al entrar en contacto con el tracto reproductivo femenino (tras la monta).

2.1.3.2 Comportamiento sexual en las poblaciones salvajes

La estructura poblacional mds caracteristica de los ratones en estado salvaje es la de un peque-
fio harén o familia (en inglés, deme), llevada por un macho dominante que controla un territorio
determinado. El harén puede estar formado hasta por 10 hembras y sus crias, las cuales son re-
conocidas y atendidas por el macho dominante. En cambio, el macho eliminard a todas aquellas
crias que pertenezcan a una hembra ajena a su harén. Como consecuencia de esta territoriali-
dad, el nivel de migracién entre familias es muy bajo, aun viviendo a pocos metros de distancia.
En condiciones salvajes (en particular en climas adversos), la reproduccién de los ratones tiende
a ser estacional (primavera-verano). Sélo bajo condiciones ideales, con exceso de alimento y cli-
ma favorable, los ratones comensales pueden reproducirse todo el afo.

2.1.3.3 Apareamiento, prefiez y amamantamiento

Los eventos mds importantes de la vida sexual del ratén ocurren durante la noche, o el co-
rrespondiente perfodo de oscuridad dentro de los ciclos de luz programados en el animalario.
La monta puede variar en duracién de |0 minutos hasta casi una hora, siendo un rasgo espe-
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cffico de cada linea consanguinea. Por ejemplo, los machos de la linea DBA son rapidos y los
machos BALB/c son mas lentos. La cuenta espermadtica se recupera recién a los dos dfas, aun-
que algunos machos de lineas no consanguineas pueden copular (y prefiar) hasta tres hem-
bras en una sola noche. Por lo dicho anteriormente, estd recomendado dejar descansar a los
machos por lo menos tres dfas entre montas.

En los ratones el esperma del macho coagula dentro de la vagina bajo la forma de un “tapoén
vaginal” relativamente duro (semejante a miga de pan masticada), que persiste unas 6 a 12
horas. Este tapdn esta formado por una mezcla de secreciones de las glandulas sexuales ac-
cesorias del macho y secreciones vaginales. Debido a este tapdn vaginal (a diferencia de
otros mamiferos), la hembra del ratén puede ser fecundada sélo por un macho. La presen-
cia del tapdn vaginal es un detalle de manejo esencial para los trabajos que requieran la con-
firmacién (y el cédlculo del tiempo) de la prefiez, por lo cual es recomendable controlar las
hembras bien temprano a la mafiana siguiente de la monta. A modo de ejemplo, los investi-
gadores que trabajan sobre el desarrollo embrionario necesitan saber con mucha precisidn
el momento de la concepcidn para calcular cudndo extraer los embriones. La palpacion de
los fetos es posible solamente a partir del dia 12 de prefiez, en particular en las hembras
multiparas, y el aumento de peso se hace evidente recién desde los dias |2-14 de prefiez,
dependiendo de las lineas.

La fertilizacion ocurre en la parte superior del oviducto (ampula) y al dia 5 el embridn (estado de
blastocito o blastocisto) se implanta en la pared del Utero. La gestacidn dura entre 185y 19,5
dfas en las hembras primiparas, y entre 19y 21 en las multiparas, dependiendo del estado fisio-
|6gico v la constitucion genética de la hembra y del nimero de crias que esté gestando. Un rasgo
interesante de la hembra del ratdn es que es una de las pocas hembras de mamifero que puede
quedar prefiada mientras estd amamantando. En este caso, la implantacién de los blastocitos en
el Utero sufre un retardo, alargando la gestacion hasta una semana.

Cuando una hembra prefiada entra en contacto con un macho genéticamente distinto (en el
caso del animalario, un macho de otra linea consanguinea) dentro de los primeros dias de
gestacion, existe la posibilidad de que detenga la prefiez en forma prematura. Este fendmeno
de bloqueo hormonal estarfa relacionado a la preferencia por la variabilidad genética (ver Ca-
pitulo V) y se designa efecto Bruce. De este fendmeno se desprende el consejo de no poner
a una hembra prefiada en contacto con machos (ni cama contaminada con orina) de otras Ii-
neas por lo menos durante los primeros cinco dias después de la monta.

El ratén es una especie politoca (ovulacién multiple) y por lo tanto porta varios fetos en la
misma gestacion. El eventual aborto de uno de los fetos no impide la llegada a término de los
otros; lo que constituye una ventaja evolutiva (y es conveniente para los estudios del desarro-
llo embrionario). Los diferentes estadios del desarrollo embrionario han sido estudiados en
detalle y existen manuales de embriologia que ilustran, dia por dfa, las etapas del desarrollo
intrauterino (Figura 2.1). Para mds detalles, consultar los libros de Theiler (1989), Rugh
(1990), Kaufman (1992) y Hogan y colaboradores (1994). Los aspectos basicos de la manipu-
lacidn genética de los embriones serdn vistos en el capitulo VIII.
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El ratdn hembra, que es una madre excepcional, se ocupa en forma meticulosa de las crfas,
desde el parto hasta el destete. Apenas nacidas las crias (faftas de pelo y con los ojos cerra-
dos) la madre devora la placenta y el cordén umbilical, lame los pequefios hasta que comien-
cen a respirar y los coloca en el nido (cuidadosamente preparado); luego expulsa el préximo
feto, del cual se ocupard con la misma dedicacién. Hay que considerar que también puede
ocurrir que la hembra abandone las crias por falta de estimulo para la lactacion, o que incluso
se las coma (canibalismo). Todo el proceso del parto puede durar hasta dos horas. Los rato-

Figura 2.1. Desarrollo embrionario en el ratéon. A: Embrion unicelular, O-1 dfa post-coito (p.c.). Observar el segundo corpusculo
polar (2CP), los prontcleos (PN) y la zona peldicida (ZP). B: Embridén de 2 células, | dia p.c. (momento de eleccidn para los transplantes
embrionarios). €: Embridn de 4 células, 2 dias p.c. D: Embridn de 8 células, 2 dias p.c. E: Mdrula, 3 dias p.c. F: Blastocito temprano, 3,5
dias p.c. (observar la cavidad llamada blastocele). G: Blastocito expandido (adin con zona pellicida), 4 dias p.c. H: Blastocito eclosionando
(hatching), 4 dias p.c. Fotos gentileza del Dr. Charles Babinet, Biologie du Développement, Institut Pasteur, Parfs, Francia.
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nes paren en general entre 4 y 8 crias, pero no es raro que en el laboratorio den a luz sélo
un par de crias. En el caso de algunos grupos de ratones exocriados, el nimero de crias pue-
de oscilar entre 12 y 14, con un récord de 32 crias para una hembra del grupo de ratones
Swiss (ICR). Recordar que el promedio de crias en la camada es un rasgo que depende fun-
damentalmente de la constitucién genética de la madre.

El rendimiento reproductivo (en inglés breeding performance) de las diferentes lineas y grupos
(stocks) de ratones de laboratorio suele medirse por los siguientes pardmetros: (i) edad del pri-
mer apareamiento, (i) nimero de apareamientos fértiles, (iii) nimero total de camadas duran-
te la vida reproductiva, (iv) promedio de crias por camada, y (V) nimero de crfas destetadas.

La Tabla 2.1 muestra las caracteristicas reproductivas de las lineas consanguineas mds popula-
res. Multiplicando el nimero de apareamientos fértiles por el nimero total de camadas v el
promedio de crfas por camada, se obtiene una tasa de fecundidad. A la cabeza de este “ran-
king" encontramos a la linea FVB/N, lo que explica, sdélo en parte, su eleccién como linea para
generar ratones transgénicos (como veremos en el Capitulo VIII, el gran tamafio de los pro-
nucleos también facilita el procedimiento), y en el otro extremo (dentro de las lineas estan-
dar) tenemos la Iinea BALB/c). Muchos responsables del manejo reproductivo en animalarios
de ratas y ratones prefieren hablar simplemente del nimero de crias por hembra y por sema-
na. En el ratdn, este valor va de 0,1 a 2,5 crias/lhembra/semana; por ejemplo, en el caso de la
linea C57BL/6 es de 0,6 crias/hembra/semana.

La lactancia dura entre 19y 21 dias y las crias comparten de modo "‘democrético” las mamas
disponibles (cinco pares: tres tordcicas y dos abdominales). No es raro observar que dos ma-
dres alternen sus servicios de cuidado y amamantamiento en un nido comun. En particular, la

Linen Aparzamierfos  Primera monto  Fromedio de  Taotal ae Fecundidad
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Al L= ] .6 H.41 2.4 1.4
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C3HH) REw 6.7 a.v 2.8 142
CSTELM.) 4% 6.8 1.0 4.0 23.5
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Tabla 2.1. Caracteristicas reproductivas de algunas lineas consanguineas estandar de ratones: Se considera apareamiento
productivo siempre que nazca al menos una crfa. La fecundidad relativa se calcula de la siguiente manera (% apareamientos productivos) X
(promedio de crias) X (total de camadas). El calor obtenido es una medida general de la fecundidad de la cepa. Adaptado de Silver L. M.
(ed.) Mouse Genetics. Concepts and applications. Oxfors University Press. Osford, 1995.
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leche de estos roedores es muy rica en grasas y con porcentajes mds bajos de agua que la le-
che de otros mamiferos. Durante los primeros dias, en cuanto la madre abandona el nido
para alimentarse, las crfas comienzan a enfriarse ya que —sin pelaje e inmaduros— no son capa-
ces de regular la temperatura e inmediatamente comienzan a llamar usando sonidos ultrasoni-
cos. A partir del dia 14 de vida, las crias, ya con pelaje completo y los ojos abiertos, abando-
nan el nido y comienzan a explorar, mientras la madre y el padre los toman por la piel del
cuello para devolverlos al nido. Alrededor de los |6 dias de vida, el amamantamiento se con-
vierte en facultativo y las crias comienzan a alimentarse por si mismas, ingiriendo alimentos
solidos por primera vez (Figura 2.2).

Figura 2.2. Desarrollo posparto. La foto A muestra una camada de ratones en su nido al dia | post-parto: notar la ausencia de pelo,
los ojos y las orejas cerradas. En el recuadro se puede observar la leche en el estémago a través de la piel (flecha). A la derecha (B) las mis-
mas cras al dfa 6 post-parto, momento en que comienza a crecer el pelaje. Los mismos ratones al dia 10 (C) notar los ojos ain cerrados,
y 14 (D), cuando comienzan a abrir los ojos y salir del nido. Abajo, la misma camada al dia 17 (E) y 21 post-parto (F). Fotos: F. Benavides.
The University of Texas - M.D. Anderson Cancer Center, Department of Carcinogenesis - Science Park, Texas, Estados Unidos.
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Esta pequefa resefia de la biologfa del ratdn servird para interpretar muchas de las medidas
del manejo reproductivo, tanto como las relacionadas al macro y microambiente en los ani-
malarios. Para mads informacidon sobre la biologia del ratén, consultar los siguientes libros: Bio-
logy of the Laboratory Mouse (1975), The Mouse in Biomedical Research Vol. | (1981) y Vol. 2
(1982) y Mouse Genetics: Concepts and Applications (1995).

2.2 Manejo reproductivo del ratén en el animalario

2.2.1 Generalidades

En las condiciones del animalario, las hembras de ratén son usadas como reproductoras entre
las 6-8 semanas vy los 8-10 meses de vida, dependiendo de las lineas y genotipos. La vida re-
productiva Util de los machos es un poco mas extensa. Sabiendo que la duracidn del ciclo es-
tral en las hembras es de 4-5 dfas podemos inferir que, en un momento determinado al azar,
una de cada cuatro hembras estard en celo, y por lo tanto receptiva para la cépula. En un ani-
malario con un ciclo de luz/oscuridad estdndar (12 horas luz/12 horas oscuridad), el celo se
produce generalmente luego de la medianoche.

Normalmente se usan tres tipos de planteles reproductivos: las parejas, los trios y el harén.
Las parejas pueden ser de por vida (monogdmicas), los trios estan formados por un macho y
dos hembras y el harén consiste en un macho con dos ¢ mds hembras. En el caso de machos
transgénicos (o mutantes), donde queremos propagar el genotipo, o durante el desarrollo de
lineas congénicas, se suele rotar al macho una vez por semana (minimo 4 dfas) con distintas
hembras (generalmente en trios) para optimizar la reproduccién. Se aconseja dejar al macho
en su jaula y rotar las hembras. Como regla general, no es aconsejable colocar mas de un ma-
cho en la misma jaula con fines reproductivos, ya que normalmente se pelean por razones de
dominio territorial.

En la circunstancia de necesitar acoplamientos programados, es recomendable sacar provecho del de-
nominado efecto Whitten: cuando un grupo de hembras se pone en contacto con un macho (o su
olor) su ciclo estral se sincroniza y la mayorfa estard receptiva al tercer dia. Este fendmeno permite pro-
gramar mejor el dia del acoplamiento: se coloca el macho en un compartimento aislado (dentro de la
jaula de las hembras) en el dia preseleccionado; al tercer dia se libera al macho y, muy probablemente,
se producird algiin acoplamiento. En todos los casos, es esencial seguir una identificacién precisa de los
animales, una prolija descripcién de los pedigries v registros de acoplamiento detallados. Para dicho pro-
posito existen varios programas de computacion que ayudan enormemente en estas tareas. Entre ellos:
Colony 'y Facility (http//www.locustechnology.com/), Gene-Track (http//www.gcsinc.com), Mendel's Lab

4.1.4 (Mendels Software), Progeny (http//Mww.progeny2000.comy), v BigBench Mouse (http/Awvww.big-
benchsoftware.com/).

El amamantamiento es un acto esencial, ya que de la cantidad y calidad de la leche materna
depende el crecimiento de las crias. Los recién nacidos comienzan a mamar inmediatamente
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después del parto y podemos evaluar este hecho por la visualizacién de la leche en el estd-
mago, a través de la delgada piel de los neonatos. En muchas circunstancias, es importante
considerar la posibilidad de usar madres sustitutas que puedan amamantar a crias ajenas;
por ejemplo cuando una hembra transgénica produce poca leche o su comportamiento
materno se encuentra alterado. Para esta funcién se elige generalmente una hembra multi-
para de un stock de ratones exocriados (ya que son muy buenas madres) que venga de pa-
rir. Para tal propdsito, se retira la camada propia y se la pone en un lugar limpio donde se
la mezcla con aquellas crias ajenas que queremos amamantar. Se aconseja dejar un nimero
total de crias razonable y, dentro de lo posible, usar el color del pelaje para distinguir el ori-
gen de las crfas. Las crias pueden destetarse tan temprano como al dfa 18 de vida, aunque
el manejo estdndar es hacerlo alrededor de las tres semanas. En el caso de animales mutan-
tes o inmunosuprimidos, es aconsejable extender el perfodo de amamantamiento hasta las
cuatro semanas.

La determinacion del sexo de los animales (sexado) se realiza por simple observacién de la
zona perianal a partir de las tres semanas (antes de la tercera semana es mas dificil y requiere
mas experiencia). Para dicho propdsito se evalda la distancia entre la papila genital y la aper-
tura anal, la cual es casi el doble en los machos (Figura 2.3). El tamafio de la papila genital es
también ligeramente mayor en los machos. Como una alternativa, es posible observar la parte
ventral de las crias, entre los dfas 9 y |5, y distinguir a las hembras por la falta de pelo alrede-
dor de los pezones. (También es posible observar una pequefia mancha negra en el escroto
de los machos pigmentados desde el primer dia de vida).

Figura 2.3. Sexado de los ratones. La foto A muestra un ratén hembra al mes de vida; a la derecha (B) un macho de la misma
camada. Como puede observarse, la distancia ano-genital en los machos es aproximadamente el doble que en las hembras. Ademés,
la papila genital (flecha) es mds prominente en los machos, lo que facilita el sexado en los animales adultos. Fotos: F. Benavides. The
University of Texas - M.D. Anderson Cancer Center, Department of Carcinogenesis - Science Park, Texas, Estados Unidos.
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Con respecto a la identificacion (o marcaje) de ratones (y otros roedores de laboratorio)
daremos sélo una breve resefia de los métodos de identificacion permanentes. Las muescas en
las orejas (en inglés, ear notching) es uno de los métodos de uso mds extendido. Se realiza por
medio de sacabocados disefiados para tal propdsito siguiendo un cédigo predeterminado por
el laboratorio, lo que permite la identificacion de los animales en forma muy eficiente. Este
sistema es de facil lectura y no requiere de la sedacidn de los animales ya que, bien ejecutado,
es poco traumdtico . A pesar de ser muy usado en ratas y ratones, este método no se reco-
mienda para hdmsters y cobayos debido a que suelen desfigurar las marcas a causa de peleas
o del excesivo acicalamiento (en inglés, grooming). Los tatuajes permanentes (con tinta) sue-
len realizarse en las orejas o en la cola, ya sea con pinzas metalicas o con ldpices electrdnicos.
Las tintas mds usadas son la tinta india (color negro), el éxido de cromio (color verde) v el
acido picrico (amarillo). Las amputaciones de dedos se utilizan especialmente para marcar ra-
tones recién nacidos, pero su uso estd desaconsejado por ser un sistema mds traumdtico que
el marcado de orejas y por llevar mds tiempo (en el caso de optar por este sistema, se reco-
mienda hacerlo con anestesia).

La aplicacién de grapas metalicas numeradas es otra posibilidad, pero se corre el riesgo de
que se pierdan o se infecten. Finalmente, los microchips implantados en forma subcutdnea
estdn ganando mucho terreno por ser faciles de instalar (ademds de no provocar reacciones
de rechazo) y de lectura rdpida (gracias al uso de lectores digitales); aunque su costo es supe-
rior a los otros métodos.

2.2.2 Sistemas de cria

Para el mantenimiento de stocks de ratones exocriados (no consanguineos) es necesario esta-
blecer sistemas de cruza especiales que eviten el aumento de los niveles de consanguinidad
en el grupo. Entre los sistemas mds usados se encuentra el método ideado por Poiley en
1960. Este sistema intenta, por medio de cruces en rotacién, copiar los apareamientos al azar
que se presentan en las poblaciones naturales, y de esta manera mantener la variabilidad den-
tro de la colonia.

En cambio, para realizar una endocria que dirija al desarrollo de una linea consanguinea, debe-
mos seguir rigurosos cruces hermano con hermana durante mds de 20 generaciones. Como
veremos en detalle en el Capitulo IV, este esquema reproductivo aumenta el grado de homo-
cigosis y genera animales genéticamente idénticos (isogénicos). Los sistemas monogdmicos
son los mas indicados ya que aumenta el rendimiento reproductivo de las hembras. Para el
mantenimiento de lineas consanguineas ya establecidas se recomienda un sistema basado en
un nucleo reproductor (foundation stock colony) y una colonia de multiplicacién o expansion

| Es interesante notar que la linea de ratones MRL/Mp posee la capacidad de regenerar el tejido en el espacio
dejado por la muesca, sin dejar cicatriz, lo que la convierte en un interesante modelo de regeneracion tisular.
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Colonia de Colonia de
I ¥ |- - . . ad
Colonio de Fundacidn |j M TI;T“EID“ |j Mulh;ll:acmn
(hermano x hermana) {cruzas al azor) {cruzas al azar)
Colonia de Fundacién Animales de experimentacién
{hermano x hermana)

Colonia de Fundacién
{hermano x hermana)

Figura 2.4. Sistemas de cria. El esquema muestra como se puede producir (multiplicar) un gran nimero de ratones a partir de
una colonia de fundacién de una linea consanguinea. Para Mantener la consanguinidad dentro del nicleo de fundacién se debe hacer
estrictamente cruzas hermano x hermana. Para la produccién de ratones de experimentacion es aceptable realizar algunas generacio-
nes de cruzas al azar en las colonias de multiplicacion, debido a que estos animales no contribuyen con el mantenimiento a largo pla-
zo de la cepa.

(multiplication colony). La Figura 2.4 muestra en forma esquemdtica como funciona este siste-
ma. El ndcleo de reproduccion es lo més valioso debido a que es la fuente de animales puros,
genéticamente controlados. Para tal propdsito se realizan controles de calidad en forma pe-
riddica (ver Capitulo IV) y se los mantiene aislados del resto del animalario (los aisladores son
muy Utiles para este fin). Este nicleo de reproduccion esta formado normalmente por un nu-
mero de parejas monogdmicas que oscila entre 10y 50.
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2.2.3 Sistemas de reproduccion asistida

2.2.3.1 Inseminacion artificial (IA)

Esta técnica no estd demasiado explotada en los animalarios que crian roedores de laborato-
rio. No obstante, es extensamente empleada en la industria ganadera, en el seno de la cual
fue desarrollada en la década de 1960. Una de las principales desventajas en el ratén, es el
hecho de tener que sacrificar al macho para la obtencion del esperma, debido a que se lo re-
cupera del epididimo y los vasos deferentes. Aunque existe la posibilidad de recuperar esper-
ma eyaculado del tracto reproductivo de una hembra, por distintas razones no es la variante
mds usada. Otra razdn histdrica del poco desarrollo de la IA en los animalarios es el hecho de
que el transporte de ratones (inclusive embriones) entre institutos es muy accesible. Una vez
mads, la presencia de una linea transgénica con problemas reproductivos pude llevarnos a ha-
cer uso de esta alternativa. Un ejemplo serfa el caso de un macho que no puede realizar la
monta por problemas motores o de comportamiento. En particular, el Ultimo caso se presen-
ta cuando se intenta cruzar ratones pertenecientes a especies distantes del género Mus (ver
Capttulo ).

Cldsicamente, existen dos alfternativas para la técnica de IA: la inseminacién por via vaginal y la
inseminacién por via uterina. La primera requiere del uso de otoscopios, espéculos y un nu-
mero elevado de espermatozoides (mds de 3 x 10¢) mientras que la segunda se realiza por
medio de una laparotomia y no necesita un nimero tan elevado de espermatozoides. Tam-
bién se han descripto técnicas de IA con transferencia del esperma dentro del oviducto, usan-
do un procedimiento quirdrgico similar al utilizado en la transferencia de embriones. Con res-
pecto a las hembras, se recomienda emplear hibridos Fl o ratones exocriados (por sus ma-
yores indices de fertilidad), previamente expuestos a un protocolo de superovulacién. El
momento ideal para la inseminacién es el comienzo del estro. Acto seguido se recomienda
poner a la hembra inseminada con un macho estéril (vasectomizado), esto lleva a la hembra
a un estado de pseudoprefez que favorece la implantacion del embridn. En el caso del méto-
do transvaginal, no se debe colocar al macho estéril con la hembra antes de la inseminacién
porque el tapdn vaginal impediria el procedimiento.

2.2.3.2 Transplante de ovarios

En aquellas situaciones donde una hembra mutante (o transgénica) es potencialmente fértil
(en el sentido de que produce oocitos viables) pero por alguna razén no logra llevar la pre-
fiez a término, el transplante de ovarios es una opcidn apropiada. Algunas mutaciones cldsicas
del ratén, como obese y dwarf, fueron histéricamente mantenidas de esta forma. La técnica
consiste en la ablacién quirdrgica de los ovarios de la hembra incapacitada y el transplante de
los mismos dentro de la bolsa ovdrica de una hembra receptora (a la cual se le extrajo sus
propios ovarios). Es recomendable usar una hembra receptora con un color de pelaje dife-
rente al de la hembra dadora de los ovarios, para poder diferenciar las posibles crias nacidas
de tejido ovdrico residual (genotipo de la hembra receptora). Pese a que el ovario es un dr-
gano de rechazo inmunoldgico lento e incluso nulo (sitios inmunoldgicamente privilegiados),
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es conveniente emplear hembras receptoras que compartan la mayor cantidad de antigenos
de histocompatibilidad (Capftulo V).

2.2.3.3 Fertilizacion in vitro (FIV)

Es una tecnologfa de reproduccidn asistida en la cual se fecundan uno o varios évulos fuera
del organismo materno. Desde fines de la década de 1970 se ha aplicado con éxito FIV (la si-
gla en inglés es IVF, por in vitro fertilization) en la reproduccion humana y en la industria gana-
dera. El primer bebé obtenido por FIV (mal llamado bebé de probeta) fue una nifa, en el afio

Figura 2.5. Fertilizacion in vi-
tro (FIV). La foto de arriba mues-
tra lo que los especialistas llaman
una “gota de FIV". En la misma po-
demos apreciar el ovocito maduro
rodeado de células espermiticas
tratando de fertilizarlo. Abajo, un
embrién en estadio de 2 células lis-
to para ser transplantado en la
hembra receptora. Fotos: Gentileza
del Dr. Jorge M Sztein. National Eye
Institute, NIH, Maryland, Estados
Unidos.
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1978 vy el primer ternero producto de un embridn fertilizado y desarrollado in vitro data de la
década de 1980. Como sucede con la IA, la FIV no estd demasiado extendida en los labora-
torios que crian roedores. En particular, podemos utilizar esta técnica con hembras transgénicas
(o mutantes) de mucho valor que presentan problemas de fertilidad. Se puede utilizar la supero-
vulacion de estas hembras (ver Capftulo VIII) para tener mds probabilidad de gestacién (en ese
caso, se transfieren entre 10 y |5 embriones). El esperma se obtiene a partir de los vasos defe-
rentes y epididimo, sacrificando a un macho joven (3 a 6 meses), y se distribuye en gotas de me-
dio de cultivo (llamadas gotas de FIV), donde se los incuba. Los dvulos se extraen de los oviduc-
tos, sacrificio de la hembra mediante, y se mantienen en un medio de cultivo especial, luego se
los afiade a las gotas de FIV junto con el semen lavado e incubado (Figura 2.5).

La probabilidad de fecundacion es del orden del 40-60% de los évulos, dependiendo de la ca-
lidad del esperma (fresco o congelado), la linea de origen vy la edad del macho donante, entre
otros factores. Los dvulos fecundados vy con un aspecto normal (generalmente en el estadio de
dos células) se implantan quirdrgicamente en el oviducto de una hembra receptora (pseudo-
prefiada), como en cualquier transplante embrionario. Alrededor del 50% de los embriones
transplantados llegard a término. Los protocolos detallados de los procedimientos de FIV en el
ratén los podemos encontrar en el manual de Hogan y colaboradores (1994). Como veremos
mas adelante, el uso de semen congelado es un complemento ideal de esta técnica, con miras
a la produccién rdpida y masiva de distintas cruzas experimentales de ratones (por ejemplo re-
trocruzas e intercruzas para mapeos de genes).

2.2.3.4 Método ICSI

El método ICSI (del inglés intracytoplasmic sperm injection) es una variante de las técnicas de
fertilizacidn asistida y consiste en la inyeccién de un espermatozoide directamente dentro
del citoplasma del dvulo. Puede ser muy dtil en el caso de ratones con espermatozoides de
baja calidad (con alteraciones estructurales, baja motilidad etc.) o cantidad insuficiente como
para intentar un IVF convencional. Se utiliza un sistema de micromanipulacién que contiene
una pipeta de sujecidn (para sujetar al évulo) vy una aguja de inyeccidén con una pieza espe-
cial llamada piezo drill. La aguja debe tener un tamafio similar al espermatozoide (no més de
6 micrones) y se carga con un sdlo espermatozoide (seleccionado entre los de mejor mor-
fologfa). Luego, se la introduce atravesando la zona peltcida y el citoplasma del évulo, don-
de se inyecta el espermatozoide con el menor volumen posible de liquido. Si bien su uso
estd bastante extendido en medicina humana, todavia no se ha desarrollado lo suficiente en
el ratén como para ser incorporada como una técnica de uso general. Los reportes en el ra-
tén muestran que la técnica es eficiente sélo cuando se utilizan ovocitos provenientes de hi-
bridos FI y que las combinaciones de esperma y ovocito de la misma linea consanguinea
(estos estudios fueron hechos con la linea C57BL/6) tienen muy baja eficiencia (alrededor
del 5%). Recientemente, se dio a conocer la obtencién de crias vivas obtenidas por ICSI en
la rata. El estudio fue realizado a partir de esperma congelado a —20°C vy el uso de un mi-
cromanipulador con piezo drill en ratas Wistar y Sprague-Dawley, con una eficiencia del
[0%. Por ahora, el método ICSI aparece como una alternativa muy prometedora, aunque
algo sofisticada.
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2.2.4 Rederivacion de embriones y recién nacidos

Las técnicas de rederivacidn, ya sea transferencia de embriones o cesdrea, se utilizan con el
propdsito de obtener animales libres de infecciones para introducirlos en animalarios (o ére-
as) libres de patdgenos especificos (en inglés, specific pathogen free o SPF), o mejorar el esta-
do sanitario del animalario. Hoy en dfa, la transferencia de embriones es el método preferido
ya que permite eliminar aquellos organismos patdgenos que pueden infectar al feto pasando
a través de la placenta. La cesdrea, en cambio, es una técnica quirdrgica que nos permite eli-
minar sdlo aquellos patdgenos que no atraviesan la placenta; aunque ha sido, por afos, el mé-
todo elegido para eliminar el virus de la hepatitis murina (MHV) de los animalarios.

El protocolo de la rederivacidn por transplante embrionario es similar al utilizado en las eta-
pas iniciales de la creacion de ratones transgénicos: superovulacién inducida por hormonas
—fertilizacion natural—>transplante de los embriones a una hembra pseudoprefiada (ver Ca-
pftulo VII). La superovulacidn es la clave del éxito de esta técnica, y como veremos mas
adelante, la calidad de la respuesta a las hormonas es un rasgo especifico de linea. Por eso,
en el caso de querer pasar una linea de ratones con una mutacién (o un transgén) hacia un
drea limpia, se recomienda cruzar los machos mutantes con hembras de lineas de buena res-
puesta a la superovulacién. La hembra receptora (pseudoprefiada) recibird (por cirugia) a los
embriones en el drea limpia y llevard a cabo la prefiez y el amamantamiento, sin aportar ma-
terial genético a las crias. Para aquellos laboratorios que no posean el equipamiento técnico
necesario o que carezcan de profesionales con experiencia en transplante embrionario, la
Unica alternativa serd la cesdrea de hembras a término (dfas 18-19 de prefiez). En este caso,
es esencial disponer de hembras nodrizas en el drea limpia que estén listas para amamantar
una camada adoptiva (bdsicamente que hayan parido en las Ultimas 24 horas).

2.3 Criopreservacion de embriones y gametos
2.3.1 Principios de criobiologia

La criobiologia es el estudio de los procesos bioldgicos que ocurren durante la exposicion a
bajas temperaturas. Esta disciplina tiene sus fundamentos en principios fisicos (temperatura y
cambios de estado), quimicos (composicidn de los crioprotectores) v bioldgicos (diferencias
entre células, tejidos o especies). El proceso de criopreservacién de embriones, tejidos o cé-
lulas consiste en descender la temperatura fisioldgica hasta temperaturas negativas (—196°C
en el caso del nitrégeno liquido). El descenso de la temperatura altera los procesos bioldgicos
normales y hace que el metabolismo sea mas lento y que las membranas celulares se contrai-
gan, poniendo en riesgo la integridad estructural de la célula. De esta forma, si la congelacion
no se produce en una forma controlada resultard en un deterioro irreversible, e incompatible
con la vida de la célula. En particular, existe una zona de letalidad con temperaturas interme-
dias (—15 a —60°C) que la célula debe atravesar dos veces (congelacién y descongelacidn) du-
rante el proceso.
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La deshidratacidn parcial de la célula es vital para evitar que el agua forme cristales de hielo
durante la congelacién. Por esta razén, se afiaden al medio de congelacién soluciones crio-
protectoras. La funcién de estos compuestos es desalojar el agua de la célula, evitando asf la
cristalizacion por el frio. Los crioprotectores son de variada estructura quimica y se dividen en
permeantes y no permeantes, dependiendo de su capacidad de atravesar la membrana celu-
lar por difusién pasiva. Dentro del grupo de los permeantes se encuentran el metanol, el gli-
cerol, el dimetilsulféxido (DMSO) v el propilenglicol. Como ejemplo de crioprotectores no
permeantes tenemos a los azdcares (rafinosa y sucrosa, en particular), la albdmina bovina y
distintos polimeros sintéticos como el PVP, entre otros.

Los dafios de la congelacién se deben a dos tipos de procesos: (i) la formacidn intracelular
de hielo y (i) la concentracion elevada de solutos debido a la precipitacion del agua en for-
ma de hielo. El primer caso se da cuando la congelacién se produce demasiado rédpido,
atrapando el agua dentro de la célula. El segundo tipo de dafio se produce cuando la con-
gelacidn es demasiado lenta, lo que expone a las células a las altas concentraciones de solu-
to. Cuando una solucién comienza su congelacion, se forman cristales de hielo y por lo tan-
to la concentracién de la solucidn (relacion entre moléculas de agua y moléculas de soluto
en solucién) aumenta.

Histdricamente se han utilizado dos enfoques para la criopreservacién: (i) la congelacion con-
trolada v (i) la vitrificacion (congelacidn ultra-rdpida). Existen basicamente dos tipos de con-
gelacién controlada, la congelacion lenta y la congelacion rapida. En el sistema de congela-
cion lenta, la temperatura desciende aproximadamente de 0,3 a 2°C por minuto en un medio
con concentraciones bajas de crioprotectores (por ejemplo, glicerol |,5M) hasta =30 a —80°C.
De esta manera las células tienen tiempo suficiente para eliminar exceso de liquido (deshidra-
tarse) y equilibrarse con el medio (por eso se llama también método de congelaciéon equili-
brada). Por el contrario, en los métodos de congelacién rapida (llamados “casi equilibrados”)
la congelacién ocurre méds rdpidamente (aproximadamente 200°C por minuto) que el tiempo
requerido por las células para deshidratarse y equiparar la presion interna, por lo que existen
mads riesgos de que se formen cristales de hielo en su interior. En ambos métodos, el paso fi-
nal serd guardar los contenedores (criotubos, ampollas o pajuelas) en los tanques de nitrége-
no liquido.

Por dltimo, el método de vitrificacion implica la formacién de vidrio —en vez de cristales de
hielo— en el interior de las células. Durante este proceso el agua llega al estado sdlido (vitreo)
sin pasar por la formacion de cristales. Esto se logra por medio de una congelacidn ultra-rapi-
da (>1000°C/min) y el uso de altas concentraciones de crioprotectores. Las células son des-
hidratadas, antes de la congelacidn, colocdndolas en altas concentraciones de un crioprotec-
tor (> 6M). Este método presenta la ventaja de no tener que usar un sistema de congelacién
controlado (pudiéndose transferir las muestras directamente en nitrégeno liquido y sus vapo-
res) y de no causar dafios a la célula debido a que no se forman cristales de hielo. La Unica
desventaja es la posible toxicidad del primer paso de deshidratacion en el medio crioprotec-
tor. Para que las células no se vean afectadas, se debe controlar en forma muy precisa la con-
centracién del medio crioprotector, la temperatura y el tiempo.
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2.3.2 Congelacion de embriones

Los primeros informes acerca de la congelacion exitosa de embriones de ratén fueron publi-
cados en la revista Science en el afo 1972 por David Whittingham y colaboradores, usando
el método equilibrado de congelacién lenta. Como hemos mencionado, para preservar em-
briones en forma congelada se puede utilizar la congelacion controlada v la vitrificacidn. To-
dos los estadios de pre-implantacion del embrién del ratén vy la rata son aptos para una crio-
preservacién utilizando una gran variedad de crioprotectores, condiciones de congelado/des-
congelado y contenedores. Sin embargo, el estadio de ocho células (dia 3) es el momento
de eleccién para muchos laboratorios, debido a su mayor resistencia a la manipulacién. A
modo de ejemplo, la eficiencia general del sistema, medida como porcentaje de crias vivas
sobre el total de embriones descongelados, oscila entre 5% para la linea BALB/c y 50%
para DBA/2.

Como ejemplos de métodos de congelacidon de embriones de rata y ratén podemos men-
cionar:

(i) Método que utiliza pajuelas de pldstico como contenedores, propilenglicol (1,5 M) como
crioprotector y congelacién lenta hasta —30°C (utilizado por el Frozen Embryo & Sperm Ar-
chive (FESA), MRC Mammalian Genetics Unit, Harwell, Inglaterra y el Institut Pasteur, Parfs,
Francia).

(i) Método con pajuelas de plastico, glicerol (1,5 M) como crioprotector y congelacion lenta
hasta —40°C (utilizado por los Institutos Nacionales de la Salud (NIH) de los Estados Uni-
dos).

(i) Método de vitrificacion en nitrégeno liquido en un medio concentrado de glicerol y suero
de albdmina bovina (utilizado por los Institutos Nacionales de la Salud (NIH) de los Esta-
dos Unidos).

Los tres métodos enumerados se completan con la correspondiente descongelacién de los
embriones y la transferencia embrionaria en hembras receptoras.

Para establecer un servicio de criopreservacion de embriones serd necesario contar con las
mismas instalaciones y habilidades técnicas que las necesarias para realizar FIV o ratones trans-
génicos. Sélo serd necesario instalar los equipos de congelacidn, sean estos tan sencillos como
bafios de alcohol, tanques de nitrdgeno o costosas congeladoras programables (Figura 2.6).
Para mds detalles sobre protocolos y marcas de equipos consultar el libro de |I. Jackson y C.
Abbott (2000).
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c D

Figura 2.6. Equipamiento para la criopreservacion. La foto A muestra un congelador de alcohol programable. A la derecha
(B) un tanque de nitrégeno liquido y los viales de congelacién. La foto C corresponde a un congelador de nitrégeno liquido de relle-
nado automdtico. La foto D muestra el tipo de pajuelas utilizadas para la congelacién de embriones y esperma. Fotos: Gentileza del
Dr. Jorge M Sztein. National Eye Institute, NIH, Frederick. Maryland, Estados Unidos.

2.3.3 Congelacion de gametos y géonadas

2.3.3.1 Congelacién de esperma

A pesar de que la congelacidon de embriones de roedores es un procedimiento estdandar
desde hace afios, fue sdlo en la década de 1990 que se lograron avances importantes para
estandarizar la congelacién de esperma de ratdn. Este retraso fue muy inesperado debido a
que la misma técnica se viene usando con éxito en humanos y bovinos desde hace 50
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afos. La congelacidn de esperma es un recurso muy Util (y econdmico) para archivar y dis-
tribuir lineas de roedores de distintos origenes, ya sean consanguineas, mutantes, transgéni-
cas o knock outs (KO). Las expectativas a largo plazo son muy buenas, ya que se tiene regis-
tro de oocitos de bovino fertilizados con éxito usando esperma congelado por 37 afios.
Combinada con la IA y la FIV, la congelacidén de esperma es una técnica esencial para los
proyectos internacionales (conjuntos) de mutagénesis quimica (ver Capitulo VII) o dirigida
en el ratén, ya que se pueden producir cientos de crias a partir de un sélo macho donante
de esperma.

Bédsicamente, el éxito de la criopreservacion del esperma del ratén se basé en el empleo de
determinadas soluciones crioprotectoras, en particular aquellas conteniendo distintas pro-
porciones de glicerol, DMSQO vy rafinosa. Este Ultimo crioprotector (un trisacdrido), en com-
binacién con leche en polvo, es sin duda uno de los mas eficientes para la preservacion de
esperma de ratdn. Los protocolos de congelacion también necesitan contemplar tiempos
muy precisos (ni muy lentos ni muy rdpidos). Como lo hemos visto para la IA, el esperma a
congelar se obtiene, fundamentalmente, del lavado del epididimo y los vasos deferentes de
un macho sacrificado. Otra alternativa es utilizar esperma eyaculado, sin sacrificar al macho.
En esta variante, se sacrifica una hembra que fue montada por el macho y se realiza el lavaje
(en inglés flushing) de los cuernos uterinos. Con tal motivo, se supervisa a la hembra cada
media hora para detectar la presencia de tapdn vaginal. Segin algunos autores, este esper-
ma es tan eficiente después de la congelacidn como el obtenido del epididimo vy los vasos
deferentes.

Alrededor del 40% de los oocitos fecundados in vitro con esperma congelado (ya sea del
epididimo o eyaculado) llega al estado de embridn de dos células; de éstos, cerca del 90%
puede desarrollar hasta un ratén a término. Es sabido que existen grandes diferencias entre
lineas de ratones con respecto a la eficiencia de fertilizacion a partir de esperma congelado
(Tabla 2.2). Lamentablemente, la linea C57BL/6 —una de las mds usadas como fondo genéti-
co de lineas mutantes y transgénicas— es una de las que presenta mds baja eficiencia. En es-
tos casos, se puede favorecer la fertilizacidn realizando la diseccidn parcial de la zona peldci-
da antes de la FIV, o por medio del mencionado método ICSI. Por el contrario, los hibridos
FI y los ratones no consanguineos (exocriados) son los méds eficientes al hacer una fertiliza-
cién con esperma congelado, dato que no deberfa sorprender. A modo de ejemplo, el es-
perma congelado de un solo macho (C3H/HeH x BALB/c)FI puede producir alrededor de
1000 crias por medio de la FIV. Al dia de hoy existe una sola publicacién informando de la
obtencidn de ratas a término a partir de esperma (del epididimo) criopreservado en nitrége-
no liquido; en este caso el método utilizado combind la congelacion con la inseminacion arti-
ficial intrauterina.

;Cudles son las ventajas de la congelacién de esperma versus la congelacién de embriones?
En primer lugar, los machos no deben ser tratados hormonalmente y la colecta de esperma
es mas rdpida que la de los embriones. Segundo, se sacrifican muy pocos animales va que el
ndmero (potencial) de crias obtenido a partir del esperma de un macho es 20 veces mayor
que el obtenido de la superovulacidon de una hembra. Para dar una idea, hace falta recolectar
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Esperma fresca Esperma congelads
Cepa Embrianes de Blostocitos Embricnes de  Blastocitos
2 células 2 células

BALBC 34% 82% 12% 56%
FWBIM 84%; GE% 42%, 44%;
CE7BELE] TO0% B85% % 0%
DBEAMZ] THE% 2% 34% 50%
129535y 3% 84% i MY

Tabla 2.2 Influencia del genotipo sobre la eficiencia de la FIV con esperma congelado de ratén. Se listan los porcen-
taje de embriones de dos células y blastocitos obtenidos in vitro luego de la FIV con esperma fresco en comparacién con esperma
congelado en distintas cepas consanguineas. La fertilidad fue evaluada por la presencia de embriones de 2 células luego de 24 horas
de cultivo en medio HTF y de blastocitos a las 48 horas de cultivo en medio KSOM/AA. En ambos casos, las condiciones de la incu-
badora fueron 5% CO,/5% O, con N, balanceado. Adaptado de Sztein et al., Biology of Reproduction 63: 1774-1780, 2000.

entre 200 y 500 embriones antes de iniciar la congelacion de una linea de ratones para asegu-
rar el restablecimiento de la colonia a partir de los embriones congelados. Finalmente, es la
Unica opcidn para aquellas lineas en las cuales las hembras tienen muy baja (o ninguna) fertili-
dad. Aquellos que trabajan en el drea genética deberdn recordar que, a diferencia de los em-
briones, estamos congelando (y salvaguardando) un genoma haploide.

Recientemente se ha comenzado ha probar algunas alternativas a la congelacién, como es el
caso del esperma liofilizado (del inglés freeze-dried), el cual parece ser una técnica muy pro-
metedora y claramente mds practica para el transporte, ya que resiste varios dias a tempera-
tura ambiente. La desventaja de este sistema es que, como el esperma estd técnicamente
muerto, debe ser inyectado directamente en los oocitos por medio de la técnica ICSI. Otro
adelanto muy reciente ha sido la obtencién de células esperméticas a partir de transplantes
de testiculos provenientes de animales recién nacidos (hasta ahora comprobado en ratén,
cerdo y cabra). Los transplantes se realizaron en el dorso de ratones inmunodeficientes nude
(castrados) v el tejido testicular logré proseguir con una espermatogénesis normal y producir
células esperméticas maduras (con capacidad de fertilizar).

2.3.3.2 Congelacién de oocitos y tejidos ovaricos

Mas alld del gran desarrollo de las técnicas de congelacién de embriones en estado de pre-
implantacién, la criopreservacion de oocitos y tejidos ovéricos ha sido siempre mds complica-
da, debido a la extrema sensibilidad de éstos en condiciones no fisioldgicas. No obstante, en
el caso del ratdn, se ha documentado la congelacion de oocitos y tejidos ovéricos con muy
buenos resuftados (mejores que los observados en otras especies de mamiferos). Tal es asf,
que la formacion de bancos de oocitos y ovarios es hoy en dia una alternativa muy interesan-
te, particularmente para colonias de ratones subfértiles donde la congelacién de embriones y
de esperma no son posibles.
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El primer reporte de ratones nacidos vivos a partir de oocitos congelados/descongelados y
fertilizados in vitro data del afio 1977. En el caso de los oocitos, existen dos estrategias de
congelacién: (i) en estado inmaduro, aislados del ovario en forma de vesicula germinal y (ii)
en estado maduro (después de la ovulacidn) bajo la forma de oocitos en metafase Il. Los
crioprotectores mds usados son el DMSO, el propilenglicol y el etilenglicol y el método de
congelacidn lento es el de eleccién. Luego de la descongelacion, en el caso de los oocitos in-
maduros, es necesario realizar un esquema de FIV que contenga un paso de maduracién y
otro de cultivo. Esto se conoce como IVMFC (del inglés in vitro maturation, fertilization and cul-
ture). Por otro lado, si se utilizan oocitos en metafase Il, sélo se agrega el paso de cultivo lue-
go de la fertilizacion, lo que aumenta mucho la efectividad. Este dltimo método se conoce
como IVFC (in vitro fertilization and culture). En ambos casos se prosigue con los protocolos
de transplante de embriones.

La congelacién de tejidos ovéricos como complemento de la técnica de transplante de ova-
rios ha interesado a los investigadores desde la década de 1950. La congelacion de ovarios
enteros es una ventaja de los roedores sobre otras especies de mamifero, debido a su pe-
quefio tamafio. Sin embargo, es preferible congelar pedazos pequefios (alrededor de 2 mm?)
de tejido ovarico. Los procedimientos de congelacion lenta son los mds adecuados para la
preservacion de los tejidos ovéricos en la mayorfa de las especies, en combinacion con crio-
protectores como el DMSQO, el propilenglicol v el etilenglicol. Una vez descongelado el tejido
ovarico, existen tres opciones: (i) aislamiento del foliculo seguido de IVMFC y transplante em-
brionario, (i) transplante ortotépico (en la bolsa ovdrica) en una hembra receptora seguido
de monta natural v (iii) transplante heterotépico (por ejemplo, debajo de la cdpsula renal en
ratones inmunodeficientes nude), seguido de la recuperacién de oocitos, IVMFC v transplante
embrionario.

La Figura 2.7 presenta un esquema resumiendo las posibles combinaciones de las técnicas de
reproduccion asistida y la criopreservacion. Estas técnicas son esenciales en la hora actual de-
bido a la enorme expansién en el nimero de lineas de rata y ratdn, en particular transgénicos
y mutantes.

2.3.4 Bancos de embriones y gametos congelados

La posibilidad de establecer bancos de embriones y gametos, es decir el almacenamiento a
largo plazo de distintas lineas consanguineas y mutantes de ratones o ratas, ha sido recibida
con mucho entusiasmo por los genetistas, ya que permite salvaguardar estos reactivos bioldgi-
cos tan valiosos para la ciencia. De hecho, existen experiencias realizadas en The Jackson Labo-
ratory y en el MRC Mammalian Genetics Unit que demuestran que los embriones de ratdn
pueden ser recuperados (viables) luego de 20 afos de almacenamiento en forma congelada.
La mayorfa de los esfuerzos para establecer bancos de embriones criopreservados provenien-
tes de modelos animales estdn concentrados en tan sélo unos pocos centros internacionales
(todos orientados hacia los estudios genéticos). Estos son: The Jackson Laboratory (Bar Harbor,
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Maine, Estados Unidos, http//www.jax.org), MRC Mammalian Genetics Unit (Harwell, Inglate-
rra, http//www.mgu.harac.uk/), NIH-Animal Genetic Resource (Bethesda, Maryland, Estados
Unidos, http//www.nih.gov/od/ors/dirs/vrp/nihagr.htm), Central Institute for Experimental Ani-
mals (Kawasaki, Japon) v The European Mouse Mutant Archive (EMMA) y sus laboratorios aso-
ciados (Roma, ltalia http//www.emma.rm.cnr.it/).

Se calcula que un total de dos millones de embriones de ratdn (correspondientes a alrededor
de 3000 modelos) se encuentran congelados en los repositorios de estos centros. Existen
aproximadamente 200 modelos de rata en el mismo estado de criopreservacién. El NIH-Ani-
mal Genetic Resource cuenta también con embriones congelados de conejo, ademds de los de
rata y ratén. Muchos de estos modelos existen sélo en estado criopreservado, lo que The
Jackson Laboratory identifica como nivel 5 de disponibilidad (aquellos que se descongelan sdlo
a pedido). Basandose en la eficiencia del sistema, podemos considerar que una linea o mode-
lo murino (genotipo) estard criopreservada en un banco de embriones (lo que en inglés se
conoce como banked) cuando: (i) se congelaron 500 embriones (suficiente para restablecer la
linea entre 5y 10 veces), (i) se rederivaron crias de esos embriones, (iii) los animales rederi-
vados evidenciaron el genotipo v, (iv) los animales rederivados se reprodujeron. Finalmente,
es importante destacar que el costo de este almacenamiento es apenas equivalente al costo
de mantenimiento de una colonia reproductora a lo largo de un afio.

Los autores agradecen al Dr. Jorge M. Sztein, colega y amigo en el Veterinary Research and Re-

sources Service, National Eye Institute, NIH, Maryland, Estados Unidos, por su valiosa ayuda en
la preparacion de este capftulo.

Bibliografia General

Acca Y. Cryopreservation of oocyte and ovarian tissue.
ILAR Journal 41: 207-220, 2000.

CalzoNE T, MonTjo KS, ST Crare MB, LaMoreaux E.
An integrated database for managing animal study
proposals and animal inventory for the small animal
facility. Lab Animal (NY) 30: 28-31, 2001.

CRITSER JK, MoBRAATEN LE. Cryopreservation of murine
spermatozoa. ILAR Journal 41: 197-206, 2000.

FosTer HL, SMALL JD anD Fox JG (Eds). The Mouse in
Biomedical Research, Vol I. Academic Press, New
York, 1981.

FosTer HL, SMALL JD anD Fox JG (Eds). The Mouse in
Biomedical Research, Vol Il. Academic Press, New
York, 1982.

Gro D, Crirser JK. Mechanisms of cryoinjury in living
cells. ILAR Journal 41: 187-196, 2000.

GLenisTER PH, THornTON CE. Cryoconservation-archiv-
ing for the future. Mammalian Genome | |: 565-
571, 2000.

GreeN EL (Ed). Biology of the laboratory mouse. 2nd
ed. Dover Publications, New York, 1975.

HiragavasH M, Kato M, Aoto T, Seximoto A, UeDA
M, MivosHi |, Kasal N, Hocri S. Offspring derived
from intracytoplasmic injection of  transgenic
rat sperm. Transgenic Research [1: 221-228,
2002.

Hoacan B, BepbingTon R, CostanTing F, Lacey E (Eds).
Manipulating the Mouse Embryo: A Laboratory Man-



82

MANUAL DE GENETICA DE ROEDORES DE LABORATORIO

ual (2nd Edition). Cold Spring Harbor Laboratory
Press, New York, 1994.

HONARAMOOZ A, SNEDAKER A, Bolani M, SCHOLER H,
DogriNski |, SCHLATT S. Sperm from neonatal mam-
malian testes grafted in mice. Nature 418: 778-781,
2002.

Jackson, | anp AssoTT C (Eds). Mouse Genetics and
Transgenics. A Practical Approach. Oxford Universi-
ty Press, New York, 2000.

Kawast Y, IwATA T, Tovobpa Y, WaKAYAMA T, YANAGI-
MACHI R, Suzuki H. Comparison of intracytoplasmic
sperm injection for inbred and hybrid mice. Molecular
Reproduction and Development 60: 74-78, 2001.

Kaurman, MH. The Atlas of Mouse Development. Aca-
demic Press, New York, 1992.

NakacaTta N, OkamoTto M, Uepa O, Suzuki H. Positive
effect of partial zona-pellucida dissection on the in
vitro fertilizing capacity of cryopreserved C57BL/¢)
transgenic mouse spermatozoa of low motility. Biolo-
gy of Reproduction 57: 1050-1055, 1997.

NakaTsukasA E, INOMATA T, Ikepa T, SHINO M, KasHI-
wazakl N. Generation of live rat offspring by in-
trauterine insemination with epididymal spermatozoa
cryopreserved at -196 degrees C. Reproduction
122: 463-467, 2001.

Novak G, ScHus T. Software for lab animal facilities.
Lab Animal (NY) 30: 39-43, 2001.

MARSCHALL S, HRaABE DE ANGELIS M. Cryopreservation of
mouse spermatozoa: double your mouse space.
Trends in Genetics 15: 128-131, 1999.

OgaTa Y, Kono T, HATADA . Gene silencing: matura-
tion of mouse fetal germ cells in vitro. Nature 418:
497, 2002.

PoiLey SM. A systematic method of breeder rotation for
non-inbred laboratory animals colonies. Proceedings
of the Animal Care Panel 10: 159, 1960.

RatL WF, ScHmipT PM, Lin X, BRownN SS, WarD AC,
Hansen CT. Factors affecting the efficiency of em-
bryo cryopreservation and rederivatoin of rat and
mouse models. ILAR Journal 41:221-227, 2000.

RucH, R. The Mouse: Its Reproduction and Develop-
ment. Oxford University Press, Oxford, 1990.

SILVER LM (ed) Mouse Genetics. Concepts and Applica-
tions. Oxford University Press, Oxford, 1995.
(Versién online disponible en  http://www.infor-
matics.jax.org/silver/)

Snow M, Cox SL, Jenkin G, TROUNSON A, SHAW .
Generation of live young from xenografted mouse
ovaries. Science 297: 2227, 2002.

SonasaseN N, Leeo SP. Cryopreservation of mouse
spermatozoa |. Effect of seeding on fertilizing ability
of cryopreserved spermatozoa. Cryobiology 35:
240-254, 1997.

SONGSASEN N, LEIBO SP. Cryopreservation of
mouse spermatozoa Il Relationship between survival
after cryopreservation and osmotic tolerance sperma-
tozoa from three strains of mice. Cryobiology 35:
255-269, 1997.

SoNGsaseN N, BETTERIDGE K], LeBo SP. Birth of live mice
resulting from oocytes fertilized in vitro with cryopre-
served spermatozoa. Biology of Reproduction 56:
[43-152, 1997.

SonasaseN N, Leso SP. Live mice from cryopreserved
embryos derived in vitro with cryopreserved ejaculat-
ed spermatozoa. Laboratory Animal Science 48:
275-281, 1998.

SZTEN JM, SweeT H, Fariey |, MoesraaTen L. Cryop-
reservation and orthotopic transplantation of mouse
ovaries: new approach in gamete banking. Biology of
Reproduction 58: 1071-1074, 1998.

SzTEN JM, McGReGor TE, Bepigian HJ, MoBRAATEN LE.
Transgenic mouse strain rescue by frozen ovaries.
Laboratory Animal Science 49: 99-100, 1999.

SzTEIN JM, FarLey |S, MosraaTeN LE. In vitro fertilization
with cryopreserved inbred mouse sperm. Biology of
Reproduction 63: 1774-1780, 2000.

SzTeN JM, O'BrREN M), FARLEY ]S, MoBRAATEN LE, Epric
J). Rescue of oocytes from antral follicles of cryopre-
served mouse ovaries: competence to undergo matu-
ration, embryogenesis, and development to term.
Human Reproduction 15: 567-571, 2000.

SHARP J), LINDER CC, MoBrAATEN LE. Genetically engi-
neered mice. Husbandry and resources. Methods in
Molecular Biology 158: 381-396, 2001.

Taba N, Sato M, Yamanol |, Mizoroal T, Kasal K|
Ocawa S. Cryopreservation of mouse spermatozoa
in the presence of raffinose and glycerol. Journal of
Reproduction and Fertility 89: 511-516, 1990.

THelLer K. The House Mouse: Atlas of Embryonic Devel-
opment. Springer-Verlag, 1989.

THornTON CE, BROWN SD, GLENISTER PH. Large num-
bers of mice established by in vitro fertilization with



BIOLOGIA Y MANEJO REPRODUCTIVO DEL RATON

83

cryopreserved spermatozoa: implications and appli-
cations for genetic resource banks, mutagenesis
screens and mouse backcrosses.  Mammalian
Genome 10: 987-992, 1999.

Wakavama T, YANAGIMACHI R. Development of normal
mice from oocytes injected with freeze-dried sperma-
tozoa. Nature Biotechnology |6: 639-641, 1998.

WHITTINGHAM DG, Lero SP, Mazur P. Survival of
mouse embryos frozen to -196 degrees and -269
degrees C. Science 178: 41 1-414, 1972.

WHITTINGHAM DG, Lyon MF, GLenisTER PH. Long-term
storage of mouse embryos at -196 degrees C: the ef-
fect of background radiation. Genetical Research 29:
I71-181, 1977.

WHITTINGHAM DG. Re-establishment of breeding stocks
of mutant and inbred strains of mice from embryos
stored at |96 degrees C for prolonged periods. Ge-
netical Research 30: 287-299, 1977.

WHITTINGHAM DG. Fertilization in vitro and develop-
ment to term of unfertilized mouse oocytes previously
stored at —196 degrees C. Journal of Reproduction
and Fertility 49: 89-94, 1977.



