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RESUMEN

El desarrollo de la ciencia de animales de laboratorio y de la ingenieria genética ha
permitido la generacion de un creciente niumero de lineas de ratones y modelos
genéticamente modificados. Estos avances han determinado un aumento cuantitativo en
el espacio de las instalaciones de animales de laboratorio y un riesgo creciente de perder
los valiosos modelos que se van generando. Las técnicas reproductivas permiten el
mantenimiento, conservacion, transporte y evita los impedimentos éticos que dificultan la
permanencia de animales vivos. La aplicacion del trasplante de ovario ha sido reportado
en varias lineas pero en modelos genéticamente modificados existen pocos estudios. El
objetivo de esta investigacion fue poner a punto la técnica de trasplante y vitrificacion de
ovario en un modelo genéticamente modificado, para contribuir a formar un banco
genético. Las donadoras de ovarios fueron 20 hembras triple transgénicas, modelo para
Enfermedad de Alzheimer < de 10 dias de edad. 16 ovarios fueron trasplantados en
fresco y 20 ovarios fueron vitrificados para su posterior trasplante. Las receptoras
correspondieron al fondo genético de la linea transgénica de 8 a 9 semanas de edad. Se
dividieron en 2 grupos al azar, 8 recibieron trasplante de ovarios frescos y 10 vitrificados.
Para la cirugia la anestesia administrada fue wuna combinaciobn de
xilacina/acepromacina/ketamina. A los 7 dias post cirugia se realiz6 colpocitologia vaginal
para determinar actividad ovarica; repitiendo a los 15 y 21 dias. Las hembras que
presentaron actividad ovérica fueron servidas con machos de la linea triple transgénica.
Las hembras que no quedaron prefiadas en un plazo de 16 semanas y las que fueron
trasplantadas con éxito al final del protocolo fueron sacrificadas por dislocacién cervical
para la observacién de los ovarios y evaluacién del trasplante. Se describen: i) las
modificaciones realizadas a la técnica quirargica; ii) los resultados de las colpocitologias
post cirugia; iii) los pardmetros reproductivos y iv) los resultados de los andlisis genéticos
de la descendencia. La actividad ovérica se observé entre 7 y 15 dias post cirugia. La
tasa de preiez fue de 87,5% en las receptoras de ovarios frescos y 60,0% en ovarios
vitrificados. El promedio de dias a la 1ler camada fue de 38 y 42 en receptoras de ovarios
frescos y vitrificados respectivamente. El promedio de crias por camada en las
trasplantadas con ovarios frescos fue 4 y 6 en las de ovarios vitrificados. El intervalo de
dias entre camadas en promedio fue 28 y 34. Todos los parametros reproductivos no
dieron diferencias estadisticamente significativas. Solo las receptoras trasplantadas con
ovarios frescos tuvieron descendencia genéticamente modificada. Esta técnica es una
herramienta sencilla y de bajo costo para la creacion de bancos genéticos que
complementa la criopreservacion de espermatozoides y el trasplante de embriones. Su
aplicacion en lineas genéticamente modificadas requiere mayores estudios ya que los
resultados dependen de las modificaciones y de los fondos genéticos ademas del
protocolo de eleccion.



SUMMARY

The development of laboratory animal science and genetic engineering has allowed the
generation of a growing number of genetically modified animal models. These advances
create a quantitative increase in the space of laboratory animal facilities and an increasing
risk of losing the valuable models that are generated. The implementation of reproductive
techniques allows the maintenance, conservation, transport and avoids the ethical
impediments that hinder the permanence of live animals. The application of ovarian
transplantation has been reported in several lines but there are few studies in genetically
modified models. The objective of this research was to develop the technique of ovarian
transplantation and vitrification in order to contribute to form a genetic bank. The ovarian
donors were 20 triple transgenic females mice, which are considered a model for
Alzheimer's disease <10 days old. 16 ovaries were fresh transplanted and 20 ovaries were
vitrified according to the technique described by Nakagata, 2015 for subsequent
transplantation. The recipients corresponded to the genetic background of the transgenic
line of 8 to 9 weeks old. They were divided into 2 random groups: 8 received fresh ovarian
transplantation and 10 vitrified ones. The surgery was performed according to the
technique described by Jones and Krohn in 1960, with some modifications. The
anesthesia administered was a combination of xylazine/ acepromazine /ketamine.
Ovarian function was monitored by vaginal cytology 7 days after transplantation; repeating
at 15 and 21 days. Females who had ovarian activity were co-housed with triple transgenic
males. Females that did not delivered any litter after breeding for 16 weeks and those who
were successfully transplanted at the end of the protocol were sacrificed by cervical
dislocation for observation of the ovary and transplant evaluation. In this study it is
reported: i) the modifications of the surgical technique, ii) the results of the vaginal cytology
after surgery, iii) the reproductive parameters and iv) the results of the genetic analyzes
of the offspring. Ovarian activity was observed between 7 and 15 days after
transplantation. The pregnancy rate was 87.5% in recipients of fresh ovaries and 60.0%
in those with vitrified ovaries. The average number of days at the 1st litter was 38 vs 42,
in the fresh ovaries recipients and with vitrified ovaries respectively. The average litter
size in females transplanted with fresh ovaries was 4 and 6 in those with vitrified ones.
The average range of days between litters was 28 and 34. Reproductive parameters did
not show statistically significant differences. Only recipients transplanted with fresh
ovaries delivered genetically modified offspring. This technique is a simple and low-cost
tool for the creation of genetic banks that complements sperm cryopreservation and
embryo transplantation. Its application in genetically modified lines requires further studies
since the results depend on the modifications and genetic funds, in addition to the protocol
of choice.
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1. INTRODUCCION

Historicamente los estudios con animales han sido fundamentales para conocer, prevenir
y curar las enfermedades humanas y animales. Han contribuido con la salud, la calidad
de vida y prolongacion de la esperanza de vida. Estos logros no hubiesen sido posibles
sin los conocimientos adquiridos por el uso de animales en investigacion. Ademas, los
estudios con animales son un requisito previo para poder autorizar ensayos clinicos en
humanos y predecir la eficacia de los medicamentos, a fin de proteger la salud y el medio
ambiente (Zufiga y Orellana, 2016).

En la actualidad existe un compromiso real para desarrollar métodos alternativos que
sustituyan al uso de animales. Reemplazar en el ambito del animal de laboratorio supone
sustituir la utilizaciéon de animales por otros métodos que no impliquen su uso o, en su
defecto, introducir nuevos disefios experimentales que permitan reducir su numero. El
desarrollo de métodos alternativos a la experimentacion animal ha tenido un gran avance
principalmente en el sector de la valoracion toxicolégica de farmacos y productos
quimicos (Doke y Dahawale, 2015).

Los métodos alternativos se basan principalmente en cultivos celulares o de tejidos, tales
como tejidos humanos en tres dimensiones y miniérganos reconstituidos. También se
han desarrollado herramientas bioinformaticas y el uso de datos masivos que se usan
sobre todo a la hora de evaluar la toxicidad de un producto farmacolégico (Balls, 2002;
Ranganatha y Kuppast, 2012).

Si bien el desarrollo de estos métodos ha reducido notoriamente el uso de animales, aln
siguen siendo, en muchos casos insustituibles.

En 2016 cifras aportadas por la Unién Britanica para la Abolicién de la Viviseccion vy el
Consejo en Bioética Nuffield del Reino Unido afirmaron que el uso de animales asciende
hasta 100 millones de vertebrados en todo el planeta, el 10% de los cuales se usaron en
la Unién Europea. En Espafia entre el 2009 y el 2017 el uso se redujo en 43% (datos del
gobierno publicados por el Ministerio de Agricultura, Pesca y Alimentacion). En la Union
Europea se utilizan alrededor de 10 millones de animales anualmente. Los roedores y los
conejos son los animales mas utilizados. Los ratones representaron el 59% del total
(Unién Europea, 2010).

Dentro de los modelos de experimentacion sin duda, es el raton, el mas conocido y el
mas utilizado en la investigacion biomédica. Son mamiferos de pequefio tamafio, tienen
caracteristicas anatémicas, fisiolégicas y bioquimicas similares al humano y comparten
el 99% de sus genes. Poseen un tiempo generacional muy corto, son muy prolificos y se
adaptan facilmente a la vida en los bioterios, lo que permite controlar las variables
ambientales en los experimentos (Hernandez, 2006).

El desarrollo de la ciencia de los animales de laboratorio ha permitido contar con lineas
de roedores genéticamente definidas. Se cuenta con mas de 9500 lineas que permiten
hacer experimentos eliminando la variabilidad de origen genético como las lineas
consanguineas, transgénicas, Knock- out, Knock- in y modelos humanizados, entre otros.
Recientemente el uso de la técnica CRISPR ha permitido generar modelos especificos
para enfermedades raras (The Jackson Laboratory, 2018; Montoliu, 2019).


https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319016413001096#b0010
https://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S1319016413001096#b0165

La gran oferta de modelos murinos resulta en un alto costo de mantenimiento. La
exposicibn a mutaciones espontédneas, la contaminacién genética, la infertilidad, el
envejecimiento y en muchos casos las dificultades para reproducirlos, se traducen en
grandes pérdidas econdémicas. La mayoria de las lineas mutantes tienen un uso limitado
ya que se crean para investigaciones especificas. No obstante, es una practica
académica preservar estas lineas para uso cientifico y verificacion de datos. Sin embargo
resulta una decision éticamente cuestionable mantener animales vivos, por el hecho de
preservar los modelos (Glenister y Thornton, 2000; Landen 2005). Es una obligacion
moral de los investigadores maximizar el refinamiento y la reduccién para cumplir con los
principios de las 3R’s (reduccion, refinamiento y reemplazo) en el uso de animales
(Russell y Burch, 1959).

Como una alternativa para satisfacer los requerimientos éticos y salvaguardar estos
modelos bioldgicos, tan valiosos para la ciencia, se han desarrollado técnicas
reproductivas que permiten la conservacion de gametos. La criopreservacion de gametos
se ha convertido en la tecnologia lider para la conservacion a largo plazo de germoplasma
(Knight y Abbott, 2002; Benavides y Guenet, 2004).

La criopreservacion de espermatozoides, embriones, tejido ovarico y ovocitos son los
mejores métodos para salvaguardar el genoma (Critser y Russell, 2000; Kashuba y col.,
2008).

La criopreservacion de los espermatozoides fue realizada por primera vez por Polge y
col. en 1949, en ratdn se logré por primera vez en la década de 1990 (Thornton y col.,
1999; Glenister y Thornton, 2000; Sztein y col., 2000; Nakagata, 2002; Landel, 2005).
No requiere la produccion especifica de ratones para este fin, ni equipo especifico y
costoso (a menos que se aplique el método de congelacion lenta). Es un método rapido,
bastante simple y con solo dos machos se pueden obtener 18 dosis de esperma,
suficiente para preservar una linea de ratones (The Jackson Laboratory, 2018).

Si bien, se ha aplicado para muchas lineas mutantes, existen dificultades en la
recuperacion de descendientes modificados genéticamente por fertilizacion in vitro (FIV)
con espermatozoides congelados de cepas de fondo genético comun como: C57BL /6,
BALB/c y 129 (Sztein y col., 2000; Nakagata, 2002; Landel, 2005). La FIV requiere
previamente la superovulacion de donadoras de oocitos y la sincronizacién de receptoras,
lo que se traduce en mayor costo y experticia.

Técnicas avanzadas para la FIV, tales como la inyeccion intracitoplasmatica de
espermatozoides (ICSI) o la incisién parcial en la zona peldcida (ZIP) requieren equipos
avanzados y mucho entrenamiento de laboratorio (Glenister y Thornton, 2000; Landel,
2005). Validar el stock de esperma congelado por estos métodos es complicado y
costoso.

El primer método exitoso de criopreservacion de embriones de ratén fue publicado por
Whittingham y col. en 1972. Desde entonces, embriones de mamiferos congelados-
descongelados han generado descendencia en muchas especies (Galli y Lazzari, 2008).
Miles de lineas de ratones han sido conservadas en muchos centros Yy repositorios de
ratones a gran escala, como European Mouse Mutant Archive (EMMA), Unidad de
Genética de Mamiferos de MRC (Harwell, Reino Unido), The Jackson Laboratory (Bar
Harbor, Maine, EE. UU) y el Instituto Nacional de Salud (Bethesda, Maryland, EE. UU).
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La principal ventaja de la criopreservacion de embriones es que las células son diploides.
Sin embargo, se necesita un gran nimero de animales, de 20 a 50 hembras donantes y
de 5 a 10 machos reproductores. La obtencién de la cantidad y calidad deseadas de los
embriones a congelar puede llevar varias semanas a meses, dependiendo del genotipo
en caso de cepas mutantes y del esquema de apareamiento (Rall y Fahy, 1985; Oktay y
col., 2000; Mazzur y col., 2008). Esto determina que sea una técnica muy costosa,
consume mucho tiempo y requiere mucho trabajo. Este método no es adecuado para la
intervencion en crisis o para rescatar a una “dltima linea” (Glenister y Thornton, 2000;
Landel, 2005).

La criopreservacion de ovocitos de mamiferos, en contraste, sigue siendo un desafio
debido a que las estructuras celulares son particularmente sensibles a la temperatura y
a los cambios. Para ovocitos de mamiferos, el método de vitrificacion se ha utilizado en
varias especies, incluidos ratones, conejos, vacas y humanos (Jimenez-Trigos y col.,
2014; Choi y col., 2015; Ezoe y col., 2015; Shanshan y col., 2015). En comparacién con
los métodos tradicionales de criopreservacion, la vitrificacion es mas efectiva, mas facil
de realizar y requiere menos tiempo. Sin embargo, la vitrificacion puede tener efectos
adversos en los ovocitos como la confusion del huso, el endurecimiento de la zona
pelacida y la muerte, principalmente debido al uso de altas concentraciones de
crioprotectores que tienen un efecto téxico en las células. El tamafio relativamente grande
de los ovocitos de mamiferos (~ 80 ym para ovocitos de ratdén) hace que el material
genético dentro de las células sea mas susceptible a los cambios de temperaturay a
los reactivos (Martino y col., 1996; Stacheckiy col., 1998; Kubota y col., 1998).

El interés sobre la técnica de trasplante de ovario (TOv) surge a partir del siglo XIX, pero
no llega a completarse hasta el siglo XX. Recién en las ultimas décadas ha resurgido su
aplicacion con el desarrollo de la criopreservacion de tejido ovarico (Thornton y col., 1999;
Glenister y Thornton, 2000; Landel, 2005; Mazur y col., 2008).

En medicina humana tiene amplia aplicacion porque permite restaurar la fertilidad de
mujeres jovenes que sufren infertilidad y menopausia prematura debido a la pérdida
iatrogénica de la funcioén ovarica resultante de quimio y radioterapias. También posibilita
la reproduccién a edad avanzada en mujeres sanas (Patridgea y col., 2004; Li y col.,
2015).

En el area de la medicina veterinaria representa una tecnologia potencialmente Gtil para
la conservacion de recursos genéticos de animales salvajes, domeésticos Yy
experimentales por su sencillez y bajo costo (Migishima y col., 2003).

El tejido ovarico murino es altamente eficiente, ya que el ovario contiene numerosas
células germinales femeninas. Se puede extraer facilmente de las donantes
preseleccionadas y la congelacion requiere menos trabajo preparativo que la
congelacion embrionaria. S6lo se necesitan instalaciones basicas de laboratorio y unos
cuantos animales para preservar una linea (Nakagata, 2002).

El TOv tiene entre otras ventajas que la edad de los animales es de menor importancia o
irrelevante en comparacion con el trasplante de embriones. Se puede restaurar la
fertilidad mediante el TOv de reproductoras envejecidas asi como también a partir de
ovarios de raton recién nacido y de ovarios recuperados de animales recientemente



muertos (no mas de 48 horas) y ser trasplantados restaurando la fertilidad (Sztein y col.,
1998; Wang y col., 2008; Youm y col., 2014).

La técnica fue descrita por primera vez por Robertson en 1940. Desde 1945, la
transferencia de ovarios frescos se ha utilizado en los Laboratorios Jackson para
mantener cepas de ratones con problemas de reproduccion. Esta técnica fue modificada
y publicada por varios investigadores (Russell y Hurst, 1945; Stevens, 1957; Cunliffe-
Beamer, 1983).

La congelacion de tejido ovarico como complemento de la técnica de TOv se comenzé a
investigar desde la década de 1950. En 1960 Parrot reporto la primera obtencidn de crias
a partir del TOv congelado a -79°C utilizando un método de congelacion lenta con 15%
de glicerol, cuya principal limitante fue la posibilidad de preservar el tejido a esa
temperatura por no méas de 44 dias (Sztein y col., 1998).

Desde las primeras publicaciones sobre la criopreservacion de ovario, muchas
variaciones en la metodologia han sido desarrolladas. Actualmente es posible congelar
el ovario con la metodologia apropiada de congelacion- descongelacion e implantaciéon
quirargica de los ovarios en receptoras y producir ovocitos viables para la fertilizacion de
embriones. El método de congelacion rapida por vitrificacion en ratones, se aplica desde
el afo 2000 (Courbiere y col., 2006). Existen numerosos reportes de su utilidad en
multiples lineas de ratones (Chen y col., 2006; Hani y col., 2006; Hasegawa y col., 2006;
Migishima y col., 2006; Bagis y col., 2008).

El desarrollo de la ingenieria genética ha permitido la generacién de un creciente nimero
de modelos animales genéticamente modificados (GM). Estos avances han determinado
un aumento cuantitativo en el espacio de las instalaciones de animales de laboratorio y
un riesgo creciente de perder los valiosos modelos que se van generando. Se requieren
métodos econdmicos y efectivos, ademas de la congelacion de embriones y esperma
para preservar las lineas de ratobn GM en expansion. La aplicacion del TOv ha sido
reportado en varias lineas pero en modelos GM existen pocos estudios. Las lineas
transgénicas son particularmente mas sensibles a las presiones de seleccién y
divergencia genética, la implementacién del procedimiento de criopreservacion y TOv
brinda la posibilidad de preservar por tiempo indefinido estos modelos.

En el bioterio del CUDIM se cria un modelo triple transgénico (3x Tg) para Enfermedad
de Alzheimer. La puesta a punto del TOv y la vitrificacion permitirian conservar y disponer
de estos ratones segun requerimientos, sin tener que asumir los costos y riesgos que
conlleva el mantenimiento de un ndcleo de fundacion. Ademas permite aplicar los
requisitos y objetivos de las 3R’s en investigacion animal (Russel y Burch, 1959).
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2. REVISION BIBLIOGRAFICA
El animal de laboratorio

Segun la Guia para el cuidado y uso de animales de laboratorio, el término “animal de
laboratorio” (también referido como animal) se define como cualquier animal vertebrado,
(es decir animales tradicionales, de agricultura, silvestres y especies acuaticas)
producidos para o utilizados en investigacion cientifica, ensayos o ensefianza (National
Research Council, 2017).

“El animal de laboratorio es un animal definido, con claros antecedentes genéticos y
microbiolégicos, con una comprobacion sistematica de estos antecedentes, originado y
mantenido en condiciones controladas segun los requerimientos de la especie” (Nomura,
1987).

El uso responsable y racional de estos animales de experimentacion, conlleva un
conocimiento previo de sus caracteristicas biologicas (anatomicas, fisiolégicas y
etolégicas), y de mantenimiento (alojamiento, alimentaciéon y manejo) apropiado que
satisfagan todas sus necesidades, promuevan su salud y bienestar, para lograr el fin
propuesto.

Por esta razén, se ha desarrollado a nivel mundial toda una estructura en torno a la
ciencia de los animales de laboratorio, tanto a nivel gubernamental como privado.

A partir de 1940 se cre6 una especialidad dentro de la medicina veterinaria: “la ciencia
de los animales de laboratorio”. Los expertos de OMS/FAO en una reunion realizada en
1972 fijaron el inicio de la estandarizacion de los biomodelos. En la actualidad esta ciencia
ha alcanzado niveles elevados de perfeccionamiento y desarrollo en los campos
relacionados con los aspectos arquitectonicos y funcionales de los bioterios, asi como en
la calidad y estandarizacion animal. Elementos que garantizan la validez, confianza,
reproducibilidad y eficiencia de las pruebas y de la producciéon bioldgica (National
Research Council, 2017).

Muchos paises como Estados Unidos, Japon, Canada y la Comunidad Econdémica
Europea y cada vez mas paises de América cuentan con legislaciones que regulan el uso
de los animales de laboratorio. Existen ademas normativas internacionales que son
principios y recomendaciones contenidas en documentos de referencia como la Guia de
Cuidados y Uso de Animales de Laboratorio (National Research Council, 2017).

En Nuestro pais se ha asumido un proceso de concientizacion, regulacion y desarrollo
para acercarse a los estandares establecidos en los paises desarrollados (CNEA, 2014).
En materia de legislacion se cuenta con:

e Ordenanza sobre el uso de animales en experimentacion, docencia e investigacion
Universitaria. Res N° 11 CDC del 21/12/1999.

e Tenencia responsable de animales. Ley N° 18.471 D: O: 21/04/2009-N° 27714.

e Utilizacion de animales en actividades de experimentacion. Ley 18.611 del
21/10/20009.

e Comision Nacional de Experimentacion Animal (CNEA) y Comités de ética
Institucionales. 28/03/2014 (Ley 18.611).
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Los modelos animales son determinantes para conocer los mecanismos del organismo,
la accion de los farmacos, el desarrollo de nuevos agentes terapéuticos y el avance hacia
los ensayos clinicos.

Un modelo animal es una imagen del hombre u otras especies, utilizado para investigar
circunstancias fisiologicas o patoldgicas, que se crea y se utiliza en la investigacion de
las causas, naturaleza y tratamientos de los fendmenos funcionales y de las
enfermedades humanas y animales (Zufiga y Orellana, 2016).

Dentro de los modelos de experimentacion sin duda, el raton es el mas conocido y
utilizado en la mayor parte de las experiencias in vivo de biologia y medicina, es en
general el modelo elegido para conocer la reaccion de un organismo mamifero frente a
una agresion, una intoxicacion o una infeccion experimental (parasitaria, bacteriana o
virica), reacciones o trastornos inmunolégicos, oncologia, teratologia y embriologia.
Muchos investigadores consideran al ratdbn como un modelo animal casi perfecto porque
ademas de su corto tiempo generacional, alta performance reproductiva y facil
mantenimiento, son los animales mas sofisticados que pueden ser utilizados por los
investigadores (Benavides y Guenet, 2004).

Cuando se complet6 el genoma humano a principios del siglo XXI, la siguiente especie
de la cual se obtuvo todo el genoma fue el ratén, exactamente de la cepa consanguinea
C57BL/6J. Cuando se compararon ambos genomas se descubrié que hay una homologia
de mas del 99%. Todo ello ha hecho posible la creacion de miles de estos modelos
animales modificados genéticamente para estudiar diferentes enfermedades humanasy
animales. En la actualidad se han desarrollado mas de 9500 lineas y perfeccionado una
gran variedad de modelos animales, a fin de cubrir las exigencias de los investigadores
para llevar a cabo los experimentos cada vez mas precisos. Existen mas de 478 cepas
consanguineas de raton y 234 de rata de laboratorio. Dentro de éstas, las hay de uso
general o especial, como los modelos para enfermedades autoinmunes, endécrinas y
tumorales. También se destacan los hibridos F1, cepas congénitas, coisogénicas,
transgénicos, knock-out y Knock in (The Jackson Laboratory, 2003, 2018).

El rapido desarrollo de la ingenieria genética y de la tecnologia de manipulacién
embrionaria durante la pasada década ha generado organismos genéticamente
modificados (OGM). Los transgénicos son OGM a los que se les han afiadido genes de
otra especie. Los OGM a los que simplemente se les inhibe o potencia la expresion de
uno de sus genes son OGM a secas (no transgénicos) (Gordon y Ruddle, 1981).

Desde que este tipo de tecnologia ha sido accesible una gran cantidad de modelos
animales se han producido para el estudio de enfermedades humanas y animales. Los
ratones, son los animales mas importantes en la investigacién transgénica. La técnica de
transgenizacion ha supuesto un enorme salto cualitativo en el avance de la genética de
desarrollo permitiendo obtener modelos animales de enfermedades humanas como la
rapida expansion de las colonias de ratones mutantes para la investigacion biomédica.

El Centro Uruguayo de Imagenologia Molecular (CUDIM) esta desarrollando una linea de
investigacion de la Enfermedad de Alzheimer (EA) para lo cual adquirié en el laboratorio
Jackson de USA un modelo triple transgénico para EA: B6; 129-Psenl™miMpm Tg
(APPSwe, tauP301L) 1Lfa/J (3xTg) desarrollado por el Dr. Frank LaFerla de la
Universidad de California. Los ratones triples transgénicos son aquellos mutados para
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APP/PS/tau. Este es el unico modelo que recrea la patologia completa de la EA (beta
amiloide y taupatia) y permite estudiar todo el curso de la enfermedad en
aproximadamente 12 a 15 meses (The Jackson Laboratory, 2003; Oddo y col, 2003).

La EA es una enfermedad neurodegenerativa severa que se caracteriza por pérdida
irreversible de la memoria y dafio en las funciones cognitivas. Los signos patognomaénicos
de la EA son la formacion de placas seniles en corteza cerebral e hipocampo, compuestas
por agregados del péptido B-amiloide (AB) y la aparicion de redes neurofibrilares
causadas por la proteina tau hiperfosforilada, acompafiados de degeneracién neuronal,
pérdida de sinapsis, dafio vascular y gliosis reactiva, que se correlaciona con deterioro
cognitivo y pérdida de la memoria, ademés de cambios celulares y moleculares asociados
(Ball y col., 1985; Rogawski y Wenk, 2003; Selkoe, 2001).Existe una predisposicion a
desarrollar tempranamente esta enfermedad que esta determinada por la presencia de
alguno de estos 3 genes, que son: la proteina precursora de amiloide (APP); la presenilina
1y 2 (PSEN1y PSEN2) y la apolipoproteina E (APOE) (Oddo y col, 2003;The Jackson
Laboratory, 2003).

El modelo de ratén humanizado 3x Tg fue generado (fondo genético) en un raton hibrido
obtenido por el cruzamiento de dos cepas C57BL/6J y 129/SvJ; al que por ingenieria
genética se le sustituyé0 una secuencia genética particular por la PSN1 mutada,
obteniendo de esta manera un raton Knock-in (Guo y col., 1999). Los embriones de estos
ratones knock-in se co-inyectaron con dos transgenes humanos mutantes
independientes: TAU y APP (The Jackson Laboratory, 2003; Billings y col., 2005).

El proceso de generacion se puede observar en las Figuras 1y 2.

C57BL/6J 129SvJ

y G
-

X »

\ . paa §

Figura 1. Generacion de raton Knockin. Fuente Adaptada de Oddo y col, 2003.
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Figura 2.Generacién del raton transgénico. Fuente: Adaptada de Oddo y col, 2003.

Este modelo es mantenido mediante cruzamientos endogamicos, debiéndose confirmar
la presencia de la mutacién mediante monitoreo genético. Si bien este modelo es apto
para reproduccién natural, la estabilidad de la mutacién tiene un alto riesgo. Mantener a
estos animales vivos genera el riesgo de perder el modelo por contaminacién o deriva
genética, alteraciones reproductivas, enfermedades y accidentes a gran escala, entre
otras causas. Con el fin de facilitar su mantenimiento y preservacion se estan
comenzando a desarrollar biotecnologias reproductivas para la creacion de un banco
genético (Nakagata, 2002; Benavides y Guenet, 2004; The Jackson Laboratory, 2007).

Un banco genético de animales se define como el almacenamiento a largo plazo de
genomas de manera tal que permite obtener animales a partir de estos, siempre y cuando
se requiera. Esta herramienta, sobre todo en ratones se ha vuelto habitual y de gran
utilidad para la preservacion de los diferentes modelos, y para no repetir la produccién de
los modelos ya existentes (reduccién), la accesibilidad para los investigadores y una
solucion para la limitacion de espacio fisico en los bioterios (Nakagata, 2002).

Caracteristicas reproductivas de la hembra de ratén de laboratorio
Anatomia del aparato reproductor

El aparato reproductor de la hembra esta compuesto por 2 génadas (ovarios) donde se
producen los gametos y las hormonas sexuales y una estructura tubular (oviductos, utero,
cérvix y vagina) necesaria para el transporte de los gametos (Figura 3).
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Figura 3. Anatomia del aparato reproductor de la hembra de ratén. Fuente adaptado de
Cook, 1965.

Los ovarios son 2 pequefios érganos ovales de 3mm?3, localizados cerca del rifién
suspendidos desde la pared dorsal por los ligamentos mesovaricos. Estan contenidos en
una bolsa o capsula ovarica que los separa de la cavidad abdominal. Esta cipsula esta
rodeada por tejido adiposo que incluso puede ser de mayor extension que el propio
ovario. La estructura del ovario estd conformada por médula y corteza. En la corteza se
alojan los foliculos en todos sus estadios de desarrollo, cuerpos lateos y tejido intersticial.
La médula estd conformada por tejido conectivo, sangre y vasos sanguineos. La
superficie del ovario esta constituida por una capa de células epiteliales. La funcion de
los ovarios es producir gametos y hormonas esteroideas las cuales determinan los
caracteres sexuales secundarios, el desarrollo del tracto reproductivo y foliculos ovaricos.
En la vida intrauterina se desarrollan miles de foliculos primordiales con los cuales nacera
la hembra que permaneceran en latencia hasta la pubertad, la cual se alcanza a las 4 a
5 semanas de vida aproximadamente (Fox y col., 2006).
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Los ovarios se conectan con el Utero a través del oviducto, dicha estructura mide unos
1,8 cm de largo. Esta compuesta por mucosa ciliada rodeada de tejido muscular. El
oviducto se divide en tres secciones: la ampolla, el itsmo y una corta porcién que se
conecta directamente con el Utero, el infundibulo. La ampolla es la porcion més proximal,
se caracteriza por su elasticidad, puede extenderse varias veces su tamafio cerca de la
ovulacion, para alojar a los ovocitos. El infundibulo esta rodeado de células ciliadas que
cumplen un rol fundamental en el transporte de los ovocitos a la ampolla donde se
produce la fertilizacion. Las funciones del oviducto son estimuladas por hormonas
esteroideas producidas por los ovarios las cuales afectan el desarrollo y transporte del
embrion.

El Utero en ratonas es bicorne con un cuerpo uterino corto dandole la apariencia de una
“Y”. El cuerpo esta dividido por un septum que le impide la implantacion. El cuerpo del
Utero esté ubicado cerca de la vejiga suspendido desde la pared dorsal por los ligamentos
del mesometrio. Al igual que el oviducto responde a las hormonas secretadas por el
ovario, sufriendo cambios dramaticos durante el ciclo estral y la prefiez. Sila hembra esta
prefiada, el embridn en estado de blastocisto al 5to dia se implanta en la pared del tero,
donde continta su desarrollo hasta el momento de la paricion.

El cérvix ampliamente compuesto por tejido conectivo esta separado en dos canales en
la mayoria de su longitud y se proyecta hacia la vagina por su extremo distal. La vagina
se extiende desde el cérvix al orificio vaginal, es corta y muscular. Las células epiteliales
de la vagina sufren cambios durante el ciclo estral lo que se usa para determinar la etapa
del ciclo. En la pared anterior de la vagina esté el clitoris constituido por tejido eréctil y a
su lado las glandulas sebaceas que son analogas a las glandulas prepuciales del macho
(Cook, 1965; Fox y col., 2006).

Fisiologia del aparato reproductor

Las hembras al nacer portan en sus goénadas alrededor de 3000 foliculos primordiales
por ovario (Nakagata, 2002; Johnson y col., 2004; Myers y col., 2004), mas de la mitad
de estos foliculos sufren un proceso de degeneracion antes de las 3 a 5 semanas de
edad (Faddy y col.,, 1983). Cuando las hembras alcanzan la pubertad cada ovario
contiene aproximadamente 10 ovocitos en diferentes etapas de desarrollo (Silver, 1995;
Faddy y col., 1992).

En el adulto los ovocitos se alojan dentro de foliculos ovéricos en distintos estadios de
desarrollo los cuales maduran durante cada ciclo reproductivo, este proceso se conoce
como foliculogénesis. Algunos foliculos primordiales se desarrollan a primarios,
secundarios, terciarios y pre ovulatorios (McGee y Hsueh, 2000). La evolucién de los
foliculos se puede observar en la figura 4 a continuacion.
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Figura 4. Evolucién de los foliculos. Fuente Adaptado de McGee y Hsueh, 2000.

La variacion de dichos estadios esta determinada por el nUmero de capas de células
granulosas que rodean el ovocito y la formacion de un antro folicular. Un foliculo primario
presenta una sola capa de células granulosas, mientras que un foliculo secundario
presenta al menos dos capas de células granulosas y ademas células tecales. Cuando
se desarrolla el antro folicular el foliculo se considera en estadio terciario. Durante todo
este proceso el ovocito se desarrolla de manera tal que el foliculo pre ovulatorio o de
Graff es un ovocito maduro rodeado por una zona pelucida y células del camulus, varias
capas de células granulosas y células tecales que se llegan a diferenciar por su ubicacion
en teca interna y externa (Eppig, 1977), (Figura 5).
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Figura 5. Diferentes etapas de la actividad ovarica. Fuente: Dyce y col., 2002.

El lapso de foliculogénesis en ratones suele ser de alrededor de 20 dias, cuya principal
estimulacién es dada por la hormona foliculo estimulante (FSH), esta hormona incentiva
la sintesis y secrecion de estrégenos por parte de las células de la teca interna del
foliculo. Los estrégenos generan un feedback positivo sobre el hipotdlamo de manera tal
que estimulan la liberacién de hormona liberadora de gonadotropinas (GnRH), y con ello
una elevacion de la hormona luteinizante (LH) hasta que desencadena la ovulacion,
produciendo una abertura que asegura el vaciado del contenido del foliculo de Graff. Los
foliculos restantes que estaban en desarrollo, pero no llegan a ovular se atresian, ya que
solo ovula el 0,1% del total de foliculos primordiales. El nimero de 6vulos por ovulacion
es de 6 a 16, variable segun la linea de ratén (Faddy y col., 1992; The Jackson Laboratory,
2007).

Justo antes de la liberacién del ovocito se completa la primera divisién meiética y se forma
el primer cuerpo polar, inmediatamente después comienza la segunda division meiotica
gue se detiene en la metafase. Los 6vulos permanecen viables por 10 a 15 horas post-
ovulacion. Si se produce la fertilizacion termina la segunda division meibética, que genera
un segundo cuerpo polar. Cabe destacar que las células germinales femeninas nunca
son haploides ya que expulsan el segundo cuerpo polar en el momento en que reciben
el grupo haploide de cromosomas proveniente del espermatozoide (Fox y col., 2006).
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Una vez que se produce la ovulacion las células del foliculo ovarico se luteinizan
transformando al foliculo ovarico en cuerpo lateo, dicha estructura sintetiza progesterona,
hormona fundamental para la prefiez. Si la fecundacién no se produce el cuerpo lateo
sera lisado por accion de la hormona prostaglandina F2alfa producida a nivel uterino.
Esto produce descenso de los niveles de progesterona, requisito previo para que se
produzca la proxima ovulacion. El embrion genera proteinas que bloquean el mecanismo
gue genera la lutedlisis (Fox y col., 2006).

Los estados reproductivos por los que puede pasar una hembra adulta son: ciclando,
prefiez, pseudoprefiez, anestro y senescencia.

Ciclo estral

El ciclo reproductivo de los ratones se conoce como ciclo estral. Es el periodo de tiempo
desde la aparicidon del estro hasta el inicio del siguiente estro.

Las hembras de la especie mus musculus son poliéstricas continuas. Los ciclos se inician
cuando alcanzan la pubertad a las 5 a 8 semanas de edad. El ciclo estral esta compuesto
por una serie de cambios fisioldgicos, enddcrinos y comportamentales que ocurren en
forma espontanea, aproximadamente cada 4 dias a lo largo de su vida reproductiva, salvo
gue sean interrumpidos por prefiez, pseudopreiiez o anestro (Silver, 1995; Fox y col.,
2006).

La madurez sexual en las hembras ocurre antes que en los machos. Mientras que las
hembras normalmente se utilizan para la reproduccion a los 45 a 50 dias de edad, los
machos no estén listos hasta los 60 dias de edad. La madurez sexual puede demorarse
aproximadamente una semana en ambos sexos y depende también de las lineas de
ratones y de las condiciones ambientales. El modelo 3x Tg alcanza la madurez
reproductiva a los 43 £2 dias.

La vida reproductiva de las hembras es de 7 a 8 meses pero generalmente son
mantenidas como reproductoras hasta los 6 meses, debido a que a partir de la tercera
generacion el numero de crias por camada disminuye. Los machos pueden reproducirse
exitosamente por mas tiempo que las hembras porque la espermatogénesis continta
durante toda la vida. Muchos machos tienden a tener sobrepeso con la edad, lo que
puede afectar negativamente a su capacidad reproductiva. A menudo se recomienda
retirar los machos viejos (9 a 10 meses de edad) y armar parejas con machos jovenes
(Silver, 1995).

Control neuroenddcrino del ciclo estral

La fisiologia reproductiva en la hembra se regula por accion del sistema nervioso en
conjunto con el sistema enddcrino, conformando el eje hipotalamo hipofisario gonadal
(Figura 6). La madurez sexual coincide con la liberacién pulsétil de la GnRH, que cumple
un rol fundamental en la regulacion del ciclo estral. Esta hormona se sintetiza y se
acumula como neuro hormona en células del hipotalamo, al liberarse actda sobre la
hipofisis, donde estimula la sintesis de las hormonas: FSH y LH. Los niveles crecientes
de FSH desencadenan el crecimiento y la maduracion folicular y la LH es la responsable
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de la ovulacion. Estos cambios se reflejan en la produccién de esteroides ovaricos,
durante cada ciclo estral (Cook, 1965; Fox y col, 2006).

Hipofisis (FSH, LH)

Inhibicion (E & P)

Ovario (E & P)

(Pg)

Figura 6. Control neuroenddécrino del ciclo estral. Fuente: Cook, 1965.

Factores que afectan el ciclo estral

La duracion del ciclo puede variar en las diferentes lineas de raton y esta fuertemente
influenciado por una serie de factores: genéticos, efectos ambientales, de manejo de los
animales, estrés, feromonas y hormonas exdégenas que modifican su duracion e incluso
pueden producir su interrupcion (Silver, 1995).

Entre los efectos ambientales que pueden provocar cambios reproductivos se encuentran
las deficiencias nutricionales, el estrés producido por el ruido, vibraciones, olores y
cambios en el manejo de los animales y sistemas de apareamiento, el estado sanitario,
los cambios estacionales (ritmos circadianos) y los ciclos de luz e intensidad dentro del
bioterio.

Los ratones son animales de actividad esencialmente nocturna. El ciclo de luz controla el
rendimiento reproductivo de hembras y machos. El ciclo de luz-oscuridad artificial de una
instalacion animal es critico para el desarrollo sincronizado de los évulos. La liberacion
de la hormona LH que induce la ovulacion, esta regulada por este ciclo. Las habitaciones
de los animales se mantienen en ciclos programados de luz/oscuridad de 12 horas de
luz: 12 horas de oscuridad o 14 horas de luz: 10 horas de oscuridad. Los eventos mas
importantes de la vida sexual del ratdbn ocurren durante la noche, o el correspondiente
periodo de oscuridad dentro de los ciclos de luz programados en el bioterio (Fox y col.,
2006).
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En esta especie, como en otras, se han descrito “Efectos” producidos por las feromonas
que producen la interrupcion del ciclo estral (Zufiiga y Orellana, 2016; The Jackson
Laboratory, 2018).

Efecto Lee-Boot, 1955: Cuando se agrupan hembras sin la presencia de machos pueden
presentar supresion del celo por pseudoprefiez o anestro. Si se agrupan en grupos
pequefios es mas probable que se produzca pseudoprefiez y en grupos mas grandes
anestro. Segun Whitten en estos casos se inhibe la liberacion de FSH y aumenta la LH,
situacién que lleva a la aparicion de pseudoprefiez. Este bloqueo del ciclo regular se
explicaria por la presencia de feromonas estrégeno-dependientes que actiuan sobre los
receptores ubicados en el 6rgano vomeronasal, ya que las hembras ovariectomizadas no
son capaces de inhibir el estro en hembras normales.

El Efecto Whitten, 1956: afirma que las hembras que han permanecido aisladas y
posteriormente son llevadas a la presencia de machos o expuestas a su olor, comienzan
a presentar ciclos con regularidad, porque las feromonas de la orina de los machos
inducen el estro en las hembras. Este efecto puede utilizarse para sincronizar el celo. Al
3er dia la mayoria de las hembras seran receptivas a los machos.

El efecto Bruce, 1959: es la tendencia de las hembras a interrumpir la prefiez luego de
exponerse a un macho extrafio o sus feromonas. En ratones, la prefiez solo se puede
interrumpir antes de la implantacion del embrién. Si la hembra es separada del macho
con el que se apared inmediatamente después de la copula y luego de aproximadamente
6 horas retorna con el mismo macho, el bloqueo se produce como si se tratara de un
macho extrafio. Esto implica que es necesario que el macho y la hembra permanezcan
juntos por lo menos 4 a 6 horas, de esta manera la hembra reconoce como familiares a
las feromonas masculinas. La memoria olfativa perdura 30 a 50 dias. Pasado ese tiempo
el macho original no es reconocido.

El efecto Vandenberg, 1969: Se refiere a la aceleracion de la pubertad por la presencia
de machos adultos en hembras prepuberes.

De manera artificial se puede interferir en algunas de las fases naturales del ciclo estral,
para conseguir una mayor produccion, adelantar el momento de la concepcién o
manipular los 6vulos o embriones. Esto se puede lograr por la administracién de
hormonas exdgenas. Las alteraciones mas habituales suelen ser:

Anovulacion: los anovulatorios (progesterona y derivados) impiden la maduracién de los
foliculos e inhiben la ovulacion. Se utilizan para sincronizar el celo de las hembras.

Superovulacion: Es una practica frecuente en ratones, mediante la inoculacion de
gonadotropinas se provoca la maduracion y la expulsion de un elevado numero de 6vulos
en un momento determinado. La eficacia del método depende de la edad, peso y linea,
asi como de la dosis de gonadotropinas y el momento de su administracion (Nakagata,
2002; The Jackson Laboratory, 2007).

Etapas del ciclo estral

Conceptualmente el ciclo estral esta compuesto por 4 etapas: proestro, estro, metaestro
y diestro. Estas etapas ocurren en cada ciclo y de manera secuencial. El dia del estro
generalmente se designa como el dia 1 del ciclo. El ciclo estral se acompafia de tipicos
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gue pueden diferenciarse a través de colpocitologia vaginal y/o en forma alternativa por
la observacion de la mucosa vulvar (Byers y col., 2012; McLean y col., 2012), (Tabla 1y

Figura 7).

Tabla 1. Caracteristicas del orificio vaginal y frotis vaginal segun etapa del ciclo estral.

Etapa Orificio vaginal

Frotis vaginal

Proestro  Color rojo- roséceo, orificio dilatado,
hendidura longitudinal desarrollada.

Estro Edema y hendidura longitudinal
prominente, orificio dilatado, mayor
coloracién que en proestro.

Metaestro Levemente edematizado, seco, palido,
pueden observarse restos de células
blancas.

Diestro Orificio contraido, color palido y humedo.

PROESTRO ESTRO METAESTRO

Células epiteliales
nucleadas, ocasionales
leucocitos y células
epiteliales cornificadas.

Abundantes células
cornificadas, escasas
células epiteliales
nucleadas.

Células cornificadas y
numerosos leucocitos.
Escasas células epiteliales
nucleadas.

Moco, menos células que
en otros estadios,
predominan leucocitos y
ocasionales células
epiteliales nucleadas

DIESTRO

Figura 7. Caracteristicas del orificio vaginal y frotis vaginal segun etapa del ciclo estral.
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El proestro presenta una duracion aproximada de 13 horas. Es donde acontece el
desarrollo de foliculos antrales y la elevacion de la concentracion de estrogenos y FSH.
La hembra presenta la mucosa vulvar edematizada e hiperémica por la accion de los
estrogenos. En la citologia vaginal se observa predominancia de células epiteliales
globosas nucleadas.

El estro es la etapa en la que se produce la ovulacion aproximadamente a las 15 horas
después del pico de LH, frecuentemente en horas de la noche. Por la accion de los
estrogénos, la hembra se torna receptiva frente al macho por 10 horas aproximadamente.
La mucosa vulvar continta hiperémica y edematizada, siendo una caracteristica del estro
la apertura y enrojecimiento de la vulva. La citologia vaginal muestra células epiteliales
escamosas en empalizada y anucleadas.

El proestro y estro culminan en la ovulacion, constituyen la fase estrogénica o de
liberacion de estrégenos. La vagina y los érganos genitales externos son receptivos a los
estrogenos por lo tanto sus cambios son indicadores de concentraciones estrogénicas.

Durante el metaestro se produce la declinacion de la concentracion estrogénica y
aumenta la progesterona o fase progesterénica. Su duracion es de 13 horas. La vagina
se observa palida y seca, disminuye la abertura vaginal y el edema. Las células vaginales
predominantes son los neutrofilos.

El diestro es la fase mas extensa, se extiende por hasta 56 horas. Se observa gran
cantidad de leucocitos junto con células nucleadas. La vulva se encuentra cerrada, sin
secrecion y palida. Hacia el fin del diestro comienza un rapido crecimiento folicular,
cambios en el Gtero y vagina hacia el comienzo del proestro.

El metaestro y diestro (o pseudoprefiez o prefiez) conforman la fase progestacional o
luteal (Allen, 1922; Byers y col., 2012; McLean y col., 2012).

Cépulay Fertilizacién

Normalmente el apareamiento se produce en el estro durante el periodo de oscuridad
cercano a la ovulacién, aunque es posible que la receptividad se extienda abarcando
parte del proestro y metaestro.

Después de la ovulacion, los évulos liberados por los ovarios ingresan al oviducto. Las
hembras normalmente ovulan entre 6 y 16 Ovulos en cada ciclo. Los 6vulos recién
ovulados estan rodeados por una masa de células cumulos (Fox y col., 2006; The
Jackson Laboratory, 2018).

La monta puede variar en duracion de 10 minutos hasta casi una hora, siendo un rasgo
especifico de cada linea. La concentracion espermatica se recuperarecién a los dos dias,
aunqgue algunos machos de lineas no consanguineas pueden copular (y prefiar) hasta
tres hembras en una sola noche (Fox y col., 2006).

En muchos casos, machos muy dominantes pueden obligar a las hembras a copular ain
fuera del periodo fisiolégico de receptividad sexual. Una gran proporcion de estos
apareamientos son estériles por la falta de sincronizacién con la ovulacion espontanea.
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La copula se puede demostrar por la presencia en la vagina del llamado «tap6n vaginal».
El esperma del macho coagula dentro de la vagina formando un tapon de aspecto
blanquecino o de color crema. Este tapdn esta formado por una mezcla de secreciones
de las glandulas sexuales accesorias del macho y secreciones vaginales. Persiste de 6
a 12 horas por lo que hay que revisar a las hembras que se ponen a aparear lo mas
temprano posible en el ciclo de luz, de lo contrario, el tapon puede desprenderse o
disolverse. La naturaleza y la ubicacion del tapon vaginal pueden ser una caracteristica
de la cepa. Puede ser superficial, lo que permite que se visualice facilmente o profundo.
Si es profundo, generalmente se puede ver abriendo la vagina suavemente. Debido a
este tapon vaginal, a diferencia de otros mamiferos, la hembra del raton puede ser
fecundada solo por un macho. La presencia de un tapon vaginal en la mafiana siguiente
a la copulacién es indicador de apareamiento exitoso, pero no es indicador de prefiez
(Fox y col., 2006; The Jackson Laboratory, 2007; Perret, 2015) (Figura 8).

Figura 8. Tapdn vaginal. Fuente: Perret, 2015.

El macho eyacula en el Utero, el esperma viaja a través de ambos cuernos uterinos para
alcanzar el sitio de fertilizacion en la parte superior del oviducto (dmpula). Por lo general,
mas de un espermatozoide entra en el espacio perivitelino, sin embargo, sélo un
espermatozoide penetra y fertiliza el évulo. Los espermatozoides tienen capacidad
fecundante aproximadamente por 6 horas, aunque mantienen una motilidad remanente
durante mas de 14 horas. Son eliminados por fagocitosis leucocitaria 24 horas después
de la copula. Los évulos mantienen su fertilidad hasta por 10 a 15 horas (Benavides y
Guenet 2004; The Jackson Laboratory, 2018).

Después de la fertilizacion, el cigoto se divide mitoticamente para eventualmente alcanzar
la etapa de blastocisto, al 5to. dia se implanta en el Utero. Después de aparearse, el
estimulo de acoplamiento desencadena la liberacion de prolactina de la hipdfisis, lo que
conduce a la formacion de un cuerpo luteo funcional en el ovario, bloqueando la ovulacion
y ciclicidad para continuar con la gestacién (Fox y col., 2006).

Pseudoprefiez

Es un estado que resulta de cépulas estériles, o que aparece en hembras aisladas o
agrupadas entre si. En los primeros momentos no es distinguible de la prefiez, ya que la
progesterona es segregada del mismo modo. Entre los dias 7 y 8 se produce la regresion
de los cuerpos luteos y la caida de los niveles de progesterona. Si bien la duracion de la
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pseudoprefiez oscila, por término medio entre 10 y 13 dias, ésta puede también durar
como una prefiez normal; ello dependera de factores tales como la edad de la hembra,
mas que de caracteristicas genéticas (The Jackson Laboratory, 2007).

Gestacion

El raton es una especie politoca y por lo tanto porta varios fetos en la misma gestacion.
El periodo de gestacion para los ratones de laboratorio es generalmente consistente
dentro de una cepa, pero varia entre las cepas. Oscila entre 18,5 y 19,5 dias en las
hembras primiparas y entre 19 y 21 dias en las multiparas, dependiendo del estado
fisioldgico, la constitucion genética de la hembra y del nimero de crias que esta gestando.
La gestacion es mas corta cuando se trata de camadas hibridas que cuando son cepas
puras, lo que probablemente esta en relacion con las diferencias antigénicas entre la
madre y los fetos. El periodo de gestacién en el modelo 3x Tg es de 19 a 20 dias en
primiparas y multiparas respectivamente.

Los embriones se implantan y desarrollan en los cuernos uterinos. La placenta es
discoidal, circunscrita y se delimita a una zona determinada de la vesicula embrionaria.
Esta placenta sustituye al cuerpo lateo, provocando su involucidén por la secrecién de
progesterona e inhibidores estrogénicos que impiden el desarrollo folicular y la ovulacién.
A través de la placenta se produce el pasaje de anticuerpos maternos al feto durante su
desarrollo y se completan con los que recibird por el calostro durante la lactancia.

El eventual aborto de uno de los fetos, no impide la llegada a término de los otros, lo que
constituye una ventaja evolutiva. En el sistema de apareamiento permanente, en el que
el macho y la hembra permanecen continuamente juntos, es habitual que se aproveche
el celo posparto que aparece aproximadamente entre 16 y 24 horas después del mismo.
En este caso, la implantacidn de los blastocistos en el utero sufre un retardo, alargando
la gestacion hasta una semana. La cornificacién de la vagina es incompleta en este celo
y la fertilidad es menor que la que se obtiene por el apareamiento en un ciclo normal. Si
es fecundada, la hembra en lactacion comienza a gestar a pocos dias después del parto.
En esas condiciones, cuando son mas de 3 las crias en lactaciéon, durante por lo menos
3 dias se produce un retardo en la implantacién porque la lactancia inhibe la secrecion
de las gonadotropinas hipofisarias. Esto conduce a que se prolongue la duracion del
periodo de gestacion (Fox y col., 2006; The Jackson Laboratory, 2007).

Deteccion de la prefez

Con frecuencia, se necesita saber exactamente cuando un ratén concibié. Aunque no
hay pruebas de prefiez tempranas para ratones, se puede decir que una hembra se ha
apareado en las ultimas 8 a 30 horas si su vagina contiene un tapon vaginal. La prefiez
se puede observar entre los 10 y 12 dias de gestacion (Figura 9) y se puede palpar como
una cadena de perlas a los 14 dias. El dia 1 de gestacion es el dia siguiente a la
observacion del tapon vaginal (Perret, 2015).
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Figura 9. Hembra a los 10 dias de gestacion.

Parto y Lactacion

Si bien algunos autores no han encontrado una relacion entre el inicio del parto y el ciclo
luz/oscuridad, otros sefialan que la mayoria de los nacimientos se producen en las horas
de oscuridad. Se sabe que tanto la relaxina como la oxitocina intervienen en el parto del
ratén (Fox y col., 2006).

La relaxina comienza a producirse hacia el dia 13 de gestacion, favoreciendo la movilidad
y separacién de la sinfisis pubiana. En cuanto a la oxitocina, hay discrepancias entorno
a su papel como determinante de la expulsién de los fetos, ya que no ha sido detectada
en sangre en ese momento. Se piensa que la prostaglandina podria ser la responsable
de la motilidad uterina ya que los niveles sanguineos se hallan incrementados (Fox y col.,
2006; The Jackson Laboratory, 2007).

Excepto el primer feto, que por lo general sale del cuerno derecho, los otros son
expulsados al azar. Las ratonas suelen ser madres excepcionales y se ocupan de forma
meticulosa de las crias, desde el parto hasta el destete. Segun van naciendo las crias, la
madre devora la placenta y el cordon umbilical, lame a los pequefios hasta que
comienzan a respirar y los coloca en el nido; luego expulsa la siguiente cria, ocupandose
de ella de la misma forma. Sin embargo, es posible que la madre abandone las crias por
falta del estimulo de la lactacién o que incluso las devore. Todo el proceso del parto puede
durar unas 2 horas. En general, paren entre 4 a 8 crias aunque debemos recordar que el
promedio de crias por camada es un rasgo que depende fundamentalmente de la
constitucién genética de la madre. El modelo 3x Tg tienen en promedio 7 crias por
camada.

Tras el parto, la produccion y secrecion de leche aumenta rapidamente, aunque después
se inhibe, siendo necesaria la succion de las crias para mantener una produccion
constante durante toda la lactancia. La lactancia dura entre 19 y 21 dias y las crias
comparten las mamas (5 pares: 3 toracicas y 2 abdominales). No es raro observar que 2
madres alternen sus servicios y cuidados en un nido (The Jackson Laboratory, 2007).
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El reflejo de expulsion de la leche es necesario no solo para la liberacién de oxitocina por
la neurohipofisis, sino también para la secrecion de hormonas de la hipdfisis anterior,
responsables del mantenimiento de la secrecion lactea. La proliferacion y el crecimiento
de los conductos mamarios requieren de la accion de los estrégenos, somatotropina
(STH) y adrenocorticotropina (ACTH), mientras que el crecimiento I6bulo-alveolar que
acompafia las Ultimas etapas de la prefiez es estimulado por los estrogenos, STH, ACTH,
prolactina y progesterona. El complejo lactogénico esta constituido principalmente por la
prolactina y ACTH. La STH tiene importancia lactogénica en algunas cepas de raton
comdan.

En particular, la leche de estos roedores es muy rica en grasa y con mas bajos
porcentajes de agua. Los recién nacidos empiezan a mamar inmediatamente después
del parto, pudiéndose observar facilmente tras cada comida la leche en su estbmago a
través de su piel. Los maximos niveles de secrecion lactea se alcanzan entre los 12 a 13
dias posparto.

La edad Optima para el destete oscila entre los 19y 21 dias, aunque suele recomendarse
25 dias en animales GM o imunodeprimidos (Perret, 2015; The Jackson Laboratory,
2007). El Destete de los 3 x Tg se realiza a los 19 dias.

El tiempo generacional en ratones de laboratorio es de aproximadamente 12 semanas:
aproximadamente 3 semanas de gestacion, 3 a 4 semanas de lactanciay 5 a 6 semanas
para alcanzar la madurez sexual.

Senescencia

A medida que las hembras van envejeciendo se hace insuficiente la cantidad de foliculos
en desarrollo para inducir el soporte hormonal necesario para una adecuada liberacién
de hormona GnRH, asi como el posterior aumento de LH preovulatorio (Wu y col., 2005).
La disminucién de la funcién ovéarica conduce a una falla reproductiva gradual que se
caracteriza por una disminucion progresiva de la fertilidad atribuida a la pérdida de
foliculos del ovario, disminucion de la calidad de los ovocitos, defectos del utero
relacionados con la edad y cambios en el eje neuroendocrino (Faddy y col., 1983; Wise
y col., 1999).

Los cambios neuroendocrinos comunes en roedores hembras de mediana edad incluyen
elevacion de la hormona FSH, liberacion alterada de LH (generalmente mayor duracién
y disminucion de la frecuencia de pulsos) y una mayor variabilidad en la duracién del ciclo
estral (Wise y col., 2002).

Se cree que la disminucion de la funcion ovarica esta influenciada por deterioro
progresivo en la funcion del eje hipotalamo-hipdfisis-gonadal y es acompafiado por una
aceleracion del agotamiento del foliculo (Wu y col., 2005; Danilovich y Ram Sairam,
2006). La disminucién de la funcién ovérica y de la calidad de los ovocitos hace que la
reproduccion eficiente de las hembras de laboratorio se limite a los 6 meses. Por lo tanto,
la senescencia reproductiva se debe en parte al agotamiento de los foliculos en las
hembras de edad avanzada, lo que significa que los ovarios de hembras jévenes tendran
un mejor rendimiento reproductivo si se utilizan como donantes para TOv. Es asi que la
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edad del donante de ovario también puede ejercer un efecto significativo en el resultado
del proceso de criopreservacion de tejido ovarico (Nakagata, 2002).

Criopreservacion

La criopreservacion es una herramienta muy (til para la conservacion de gametos,
células, tejidos y embriones. Mediante este proceso las células o tejidos son congelados
a muy bajas temperaturas, generalmente entre -80 °C y -196 °C para disminuir las
funciones vitales y poder mantenerse en condiciones de vida suspendida por mucho
tiempo, manteniendo la integridad estructural a lo largo de todo el procedimiento. El frio
prolonga el tiempo bioldgico puesto que enlentece estas reacciones, quedando detenida
cualquier actividad biolégica, incluidas las reacciones bioquimicas que producirian la
muerte celular (Whittingham y col., 1972; Critser and Russell 2000).

Este procedimiento abarca varias etapas que implica una exposicion inicial de células y
tejidos a agentes crioprotectores (CP), enfriamiento a temperaturas bajo cero,
almacenamiento, descongelacion y finalmente, dilucién y eliminacién del CP con retorno
al entorno fisiolégico que permite el desarrollo (Whittingham y col., 1972).

El efecto fisico de la baja temperatura de 0°C o menos, hace que una solucién cambie de
estado liquido a sélido. El agua que contiene la solucion, esta combinada con sales. La
presencia de sales hace que el punto de congelacion disminuya a medida que aumenta
la concentracion (Mazur y col., 1972; Mazur, 1984).

El punto eutéctico de una solucion es el punto térmico en el cual la solucion a
consecuencia de la congelacion misma ya no tiene mas agua libre, ya que toda se ha
congelado, logrando la maxima concentracién de las sales que estaban en la solucion.
Durante el proceso de congelacion las células pueden sufrir dafio: 1) formacién de hielo
intracelular, que ocurre cuando la muestra se enfria “demasiado rapido”, lo que hace que
el agua quede “atrapada” dentro de las células; y 2) precipitacion del agua como hielo
debido a las altas concentraciones de soluto, que se generan cuando las células se
enfrian “muy lentamente” (Mazur y col., 1972, Mazur y col., 1977, Mazur y col., 1984;
Karlsson y Toner, 1996).

Los principales factores que intervienen en el proceso de enfriamiento lento son la
velocidad de paso del agua y el CP a través de la membrana celular. La velocidad de
enfriamiento depende de la composicion, caracteristicas y permeabilidad de la
membrana, de la temperatura y de la relacion superficie-volumen (Leibo, 1980; Mazur y
Schneider, 1986). Estos parametros permiten el célculo de métodos Optimos para la
adicion y eliminacion del CP, y las velocidades de enfriamiento y calentamiento
necesarias para evitar la formacién de hielo intracelular y los llamados “efectos de
solucion” (Mazur, 1990; Karlsson y Toner, 1996).

Los CPs son sustancias hidrosolubles y de baja toxicidad, que disminuyen el punto
eutéctico de una solucion. Se incorporan al medio de congelacion para proteger del frio
y actuar sinérgicamente en la deshidratacion de la célula. Tienen como funcion desplazar
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o extraer el agua del citoplasma y asi evitar que durante la congelacion se formen
cristales de hielo en el interior de la célula. Estos compuestos son de variadas estructuras
quimicas y diverso peso molecular. De acuerdo a la permeabilidad celular se pueden
clasificar en permeables y no permeables. Dentro del grupo de CPs permeables se
encuentran los polialcoholes o glicoles, como el metanol, glicerol, dimetilsulfoxido
(DMSO0), etilenglicol (EG) y propilenglicol. Los no permeables son los azucares, sean
monosacaridos, disacaridos o trisacaridos. Dentro de este grupo también estan otras
moléculas de gran tamafio como la albimina bovina y distintos polimeros sintéticos como
la polivinilpirrilidona (PVP) o polivinilalcohol (PVA) (Woods y col., 2004).

Idealmente un CP debe ser de bajo peso molecular, debe pasar a través de la membrana
celular por difusion, no ser toxico y de alta solubilidad. Obviamente no todos los
compuestos penetran la célula con la misma velocidad; por ejemplo el glicerol es mas
lento que el DMSO y este a su vez mas lento que el EG, de manera que también el
volumen final de la célula se ve afectado en funcién del CP. En otras palabras, la difusion
del EG es rapida, la variacion en el volumen de la célula pasa desapercibida, sin embargo
con el glicerol, que difunde lentamente, se puede apreciar bajo la lupa como la célula se
contrae y expande. Los CPs permeables presentan toxicidad variable en concentraciones
de 1M 0 mas.

La evidencia muestra que el DMSO, las soluciones a base de propanodiol y EG son
igualmente efectivas para congelacion de tejido ovarico de ratdon pero la evidencia actual
indica que es menos adecuado que los otros tres crioprotectores (Candy y col., 1997,
Nakagata, 2002).

La solubilidad y viscosidad de los azUcares dependen de su estructura quimica. La
rafinosa (trisacarido) es menos soluble que la sucrosa (disacarido) y esta menos que la
glucosa (monosacarido). Los azucares son denominados buffer o tampones osmaticos,
no son permeables a la membrana celular pero crean una gran presion osmotica en el
medio, ante la cual la célula responde eliminando el agua para equilibrar las presiones,
por lo tanto, se deshidrata. Los azUcares y componentes con alto peso molecular son
agregados frecuentemente para prevenir la excesiva hinchazén osmotica durante la
salida del CP de la célula, contribuyendo a la estabilidad de membrana y previniendo la
formacion de cristales de hielo (Fahy, 1986).

Tipos de congelacion

Si exponemos una célula a las bajas temperaturas de congelacion, el medio que rodea a
la célula se enfriara mas rapido que el interior de la misma, por lo tanto el medio externo,
al congelarse, se volvera osméticamente mas concentrado que el interior de la célula.
Debido a esto, la célula reacciona eliminando el exceso de agua (contraccién), logrando
que la presion producida por la concentracion del medio interno se equilibre con la del
medio externo. Este fendmeno de reaccion de la célula por equiparar la presion osmatica,
sea esta hipertonica o hipoténica, puede resultar peligrosa si no es controlada. Si la
deshidratacion es muy rapida o extrema, el dafio producido serd irreversible, por lo que
se hace necesario determinar el tiempo de exposicion (Portillo y col., 2006).
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La evolucién de la temperatura con el tiempo durante el proceso de congelacion se
denominada curva de congelacion. La curva de congelacion depende del tipo, origen,
tamafo y estadio de la célula. El tipo de congelacion se determina conforme a la
temperatura en funcion del tiempo, dando como resultado tres tipos de congelacion: 1)
lenta, 2) rapida y, 3) ultra rapida (Mazur, 1990).

En el sistema de congelacion lenta, por lo general la temperatura desciende
aproximadamente 0,5°C por minuto hasta llegar a -80°C, de esta manera las células
tienen tiempo suficiente para eliminar el agua y equilibrarse con el medio, por lo cual se
llama también método de congelacion equilibrado. Este procedimiento requiere equipo
especializado de congelacion para controlar la tasa de enfriamiento a temperaturas bajas.
En el procedimiento de enfriamiento lento hay que equilibrar las células en
concentraciones de CPs relativamente bajas (~1,5M) y la deshidratacion durante el
enfriamiento (0,3-2° C/min) (Elliot y Whelan, 1977; Mazur, 1990).

Estos métodos fueron los primeros que se aplicaron para criopreservar embriones y
ovocitos de ratdn. El enfriamiento lento esta bien caracterizado y no se ha asociado con
alteraciones genéticas graves pero pueden alterar los embriones en la fase S de
duplicacién del ADN vy al inicio de la mitosis (Whittingham y col., 1972; Mazur, 1990;
Pomeroy, 1991; Dulioust y col., 1995, Nakagata, 2002).

Las desventajas de este método es el tiempo que consume y por lo general requiere
equipo especifico. En el caso de los espermatozoides la velocidad de enfriamiento es
relativamente rapida y simple de lograr con equipos improvisados (Balakier y col., 1991).

Con métodos de congelacién rapidos o no equilibrados, la congelacion ocurre mas rapido
que el tiempo que necesitan las células para deshidratarse y lograr equiparar la presion
interna con la del medio externo, por lo que la probabilidad de que se formen cristales de
hielo en su interior es sustancialmente mayor.

El quasi equilibrio (enfriamiento rapido, 200°C/ min) y el congelamiento sin equilibrio
(enfriamiento ultrarrapido, ~2500 °C / min) son alternativas al congelamiento equilibrado
(Mazur, 1990).

Los métodos rapidos exitosos para embriones de ratdn fueron desarrollados por primera
vez por Rall y Fahy en 1985. Se han desarrollado métodos, altamente efectivos y faciles
de usar, tanto para los ovarios de ratdbn como para embriones (Rall y Fahy, 1985).

Los métodos rapidos se pueden dividir en dos categorias amplias: enfriamiento y
vitrificacion. Difieren principalmente en la composicion y concentracién del CP utilizado.

La vitrificacion es una alternativa a los métodos convencionales de criopreservacion. Es
un procedimiento que usa elevadas concentraciones de CP a menudo 7 a 8 M, para
garantizar que no se forme hielo en ninguna etapa, produciendo un incremento de la
viscosidad. Es asi que se mantiene la distribucién molecular e ibnica que existia antes de
la congelacion (Fahy y col., 1984; Fahy, 1986). La solucion de vitrificacion que contiene
los agentes CPs esta en contacto directo con las células y el nitrégeno liquido (Rall y
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Fahy, 1985). Este proceso fisico de solidificacion se puede utilizar para conservar
organos, tejidos y embriones.

La estrategia de vitrificacion es basicamente diferente a la estrategia de congelacion
tradicional. Una velocidad lenta de congelacion intenta mantener un delicado balance
entre varios factores, los cuales pueden resultar en lesiones celulares provocadas por la
formacién de cristales de hielo, los choques osmdticos, el efecto toxico de los CPs, la
concentracion de electrolitos intracelulares, los dafios por enfriamiento, las fracturas en
la zona peldcida y las alteraciones de los organelos intracelulares, el citoesqueleto o el
contacto entre las células (Dobrinsky, 1996; Martino y col., 1996). La vitrificacién elimina
totalmente la formacion de cristales de hielo ya que al aumentar la velocidad de
congelacion disminuyen los dafios causados por el enfriamiento pasando rapidamente
por el rango de temperatura de mayor peligro
entre +15 a -5°C (Dobrinsky, 1996; Martino y col., 1996; Isachenko y col., 19974a;
Isachenko y col., 1997b), (Tabla 2).

Tabla 2. Criopreservacion lenta y vitrificacién segun caracteristicas.

Caracteristicas Procedimiento
Congelacion lenta Vitrificacion
Tiempo de trabajo Mas de 3 horas Rapido, menos de 10
minutos
Costo Elevado, requiere Reducido, no requiere
equipamiento especial equipamiento especial
Volumen muestra(l) 100-250 1-2
Concentracion de CP Baja Alta
Riesgo de injuria Alto Bajo
Viabilidad post Alta Alta
descongelacion
Riesgo de toxicidad del CP Baja Alta
Potencial contaminacion Baja Alta
con agentes patogenos
Dificultad de manipulacian Facil Dificil

Fuente Adaptado Jang y col., 2017.

Generalmente los CPs utilizados son los mismos que en congelacion lenta. La exposicion
a los CPs es de segundos a minutos, posteriormente el tejido es sumergido directamente
en nitrégeno liquido. Esta es una ventaja de la técnica, ya que permite prescindir del uso
de equipos de congelacion programables. Sin embargo puede producir toxicidad durante
la deshidratacién en el medio CP. El mecanismo de toxicidad celular de los CPs puede
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variar de un deterioro inespecifico de los componentes celulares (por ejemplo, ruptura de
membranas, desnaturalizacion de proteinas) a una accion especifica sobre distintas
enzimas. El grado de toxicidad quimica esta directamente relacionado a la concentracion
y temperatura de la solucion de vitrificacion, asi como el tiempo de exposicion de la
muestra a la solucion. Por estos motivos el proceso requiere un control preciso de la
concentracion de los CPs asi como la temperatura y el tiempo (Sugimoto y col., 2000;
Salehnia y col., 2002; Migishima y col., 2003; Yeoman y col., 2005).

Independientemente del método de criopreservacion que se apligue o del tipo de material
gue se almacene, es vital que el material se conserve en condiciones 6ptimas. El material
siempre debe mantenerse a temperaturas bajo cero y nunca debe ser parcial o totalmente
descongelado. Una vez que la temperatura aumenta por encima de -140°C, las moléculas
comienzan a moverse y los cambios comenzardn a ocurrir en las muestras y a su
alrededor. Las temperaturas superiores a —90°C pueden dafiar los embriones en
segundos (Nakagata, 2002).

Si la congelacion se hace en pajuelas la temperatura critica se puede alcanzar en tan
solo 5 segundos al aire. Si se aplica el material y procedimientos correctos de
manipulacion en congelaciéon la vida util del material generado serd muy larga
(Whittingham y col., 1977).

La técnica de descongelacién tiene sus fundamentos en cambios de estado basados en
principios fisicos (temperatura), quimicos (composicién de los CPs) y biolégicos
(caracteristicas celulares). La descongelacion de las células debe ser muy rapida, para
prevenir la formacién de cristales en el momento que la temperatura cambia de -50°C a
0°C, si el proceso se lleva a cabo lentamente causa dafio celular y pérdida de viabilidad.
Luego de descongeladas hay que realizar una serie de lavados para eliminar el CP ya
gue estos dafan las células (Figura 10).
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Figura 10. Eventos fisicos en las células segun tipo de congelacion equilibrada. Fuente
adaptado Mazur, 1977.
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Trasplante de ovario y vitrificacion

Antecedentes de la técnica

El trasplante y la criopreservacion de ovario se han estudiado basicamente en dos
periodos de tiempo. Después del ler. informe en 1940 sobre el TOv, se sucedieron una
serie de trabajos realizados en ratdn y rata con ovarios frescos y los primeros intentos de
criopreservacion lenta con glicerol como CP. La 2da. etapa se inicia en la década de
1990 con el surgimiento de congelacién rapida y ultrarrapida y los tratamientos contra el
cancer en humanos, que visualizaron su aplicacion para preservar gametos de mujeres
infértiles (Carrol y Gosden, 1993; Anderson y col., 2008; Gosden, 2008; Silber y col.,
2018).

El primer TOv ortotdpico exitoso fue realizado por Robertson en 1940, en raton. Pocos
afos después, Russell y Hurst del Laboratorio Jackson, publicaron su trabajo sobre el
mantenimiento de cepas consanguineas de raton por TOv. En esta etapa la mayoria de
los trabajos se centraron en optimizar la técnica de trasplante e identificar las dificultades
en las diferentes especies. Stevens, 1957 modificé la técnica utilizando medio ovario, una
variacion que supero la mayoria de las dificultades en el éxito del injerto. Estas
dificultades relacionadas con el tamafio del injerto podrian explicar algunas de las
diferencias en los resultados reportados por los diferentes investigadores (Sztein, 1998).

Referido a la criopreservacion, Parkes y Smith en 1954 realizaron los 1ros. ensayos
utilizando el método de enfriamiento lento a -79°C en presencia de un 15% de glicerol en
cortes de 1 mm de ovario de rata. Mediante esta técnica se logro restaurar parcialmente
la funcién ciclica, pero el ovario no pudo ser preservado por mas de 44 dias a esa
temperatura. Usando el mismo protocolo, en el mismo afio Deanesly crio preservé tejido
relativamente mas grande (la mitad de un ovario de rata) y observoé que la region central
no sobrevivia tan bien como la region periférica. Los estudios posteriores durante la
década de 1950 se centraron en las tasas de establecimiento del injerto, la duracion y el
intervalo del ciclo estral después de la exposicion a diversas concentraciones de glicerol
a distintos tiempos de exposicion (sin congelacion) y tasas de enfriamiento. Green y col.,
1956; Deanesly, 1957; Rall y Fhay, 1985, observaron una alta tasa de supervivencia de
embriones de raton tanto como con el método de enfriamiento lento y rapido utilizando
como CP al VS1 altamente concentrado, sin embargo posteriormente fue reportado que
a altas concentraciones produce malformaciones fetales (Migishima y col., 2006).

La segunda etapa corresponde al resurgimiento del interés por esta técnica en la década
del 90 al reanudarse los trabajos de criopreservacion. Trabajos sobre la viabilidad in vivo
del tejido ovérico criopreservado fueron reportados por Carroll y Gosden, 1993. Estos
investigadores congelaron foliculos ovaricos de raton y examinaron el crecimiento in vitro
de foliculos frescos y congelados. Los foliculos los trasplantaron ortotopicamente en
ratones ovariectomizados y obtuvieron descendencia viva. Otro paso significativo fue el
nacimiento de un cordero después del autotrasplante de cortes de tejido ovarico
descongelado realizado por Gosden y col. en 1994. Harp y col, 1994 en el mismo afio
informo actividad esteroidogénica después del trasplante autodlogo de ovario de raton
criopreservado, pero no hay datos sobre apareamiento y prefiez.
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Alo largo de esta etapa se sucedieron una serie de trabajos con diferentes cepas y stocks
de ratdon aplicando el método de congelacion equilibrada: Cox y col., 1996; Gunasena y
col., 1997; Sztein y col., 1998.

Los ratones inmunodeficientes se han utilizado con éxito como animales modelos para la
evaluacion in vivo de xenoinjertos de tejido ovarico criopreservado de ovejas, gato, mono
titi, elefante (Gosden y col., 1994; Candy y col., 1995; Gunasena y col., 1998). En la
década del 2000, fueron publicados exitosos trabajos usando DMSO 1,5 M como CP
principal en enfriamiento lento (0.3-0.5 ° C / min) (Candy y col., 2000; Shaw y col., 2000;
Shaw y Trounson, 2002).

La vitrificacién de ovarios fue reportada en roedores, animales domésticos, primates y
humanos (Takahashi y col., 2001; Migishima y col., 2003; Wang y col., 2008). Su
aplicacion inicial fue en embriones de ratdn que presentaron tan buena supervivencia
como con la congelacion lenta. También ha sido utilizada para preservar blastocistos y
oocitos humanos (Rall y Fahy, 1985; Takahashi y col.,, 2005). Existen reportes en
humanos de TOv frescos y criopreservados de corteza ovarica exitosos en 2004 y 2005
(Donnez y col., 2011).

Takahashi simplific6 el método de vitrificacion de Rall y Fahy (1985) con VS1
desarrollando el DAP213 a partir de VS1. Migishima, 2003 desarroll6 un nuevo método
de criopreservacion de ovarios por vitrificacion utilizando DAP213 como CP, modificando
el protocolo de Nakagata. Aunque la toxicidad de DAP213 en células ovaricas es
desconocido, se ha obtenido un alto grado de viabilidad (Migishima y col., 2003).

En cuanto a la vitrificacion de ovarios de lineas de ratones GM algunos investigadores
han reportado descendencia viva después del alotrasplante ortotépico (Migishima y col.,
2003; Hani y col., 2006, Migishima y col., 2006, Bagis y col., 2008).

La aplicacion de esta técnica se fue incrementando en los ultimos afios cuando se logré
obtener mejoras considerables, siendo utilizada principalmente para animales de
laboratorio particularmente en cepas subfértiles o cuando no es posible o es ineficaz
congelar embriones (Nakagata, 2002). En medicina humana actualmente tiene una
importante aplicacion en mujeres pre puberes que han sufrido tratamiento de
quimioterapia y es un método robusto para restaurar también la funcién hormonal.

Trasplante de ovario-caracteristicas

Se han descrito 2 técnicas de TOv: el trasplante ortotdpico en el cual se implanta el ovario
sustituto en el lugar del ovario original y el trasplante heterotopico, donde la implantacion
del nuevo érgano se realiza fuera de su lugar normal, por ejemplo en el tejido subcutaneo
0 en la capsula renal. Esta ultima técnica es de utilidad frecuente en humanos para
restaurar el funcionamiento hormonal (Migishima y col., 2006). La técnica de TOv
ortotopico ha sido bien descrita en el trabajo publicado por Jones y Krohn, 1960 y
Nakagata, 2002.

El éxito del TOv depende de minimizar el rechazo del injerto y de una buena cirugia
(Nakagata, 2002).
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Las ratonas receptoras deben ser maduras sexualmente (3 a 4 meses) e
histocompatibles con la donante. EIl tejido ovéarico es significativamente menos
inmunogénico que la piel, pero la mayoria de los injertos entre individuos no idénticos son
rechazados. El tejido ovérico transporta antigenos de histocompatibilidad, y la bursa
ovarica no es un sitio inmunologicamente privilegiado. Para superar los problemas de
rechazo del trasplante, el receptor deber ser histocompatible con el donante o
inmunoloégicamente comprometido. Si la donante tiene un transgen, puede ser rechazado
por esta causa aunque la receptora sea de una cepa endogamica. Segun Nakagata, 2002
el injerto puede ser efectivo en receptores inmunolégicamente comprometidos.

Para asegurar la viabilidad del ovario es crucial el manejo de la capsula ovarica y la
revascularizacién del ovario durante la cirugia. La capsula ovarica debe permanecer
integra, al igual que los vasos del ovario trasplantado. La perfusion del tejido depende del
crecimiento invasivo de los nuevos vasos sanguineos y del endotelio vascular, asi como
de la oxigenacion y reperfusion de nutrientes, ya que el TOv se realiza sin re anastomosis
vascular. El tiempo que lleven estos acontecimientos es critico para la supervivencia y
longevidad de la funcionalidad del tejido ovarico. Los foliculos primordiales pueden tolerar
hasta 4 horas de isquemia, pero las células que rodean los foliculos son mas sensibles
(Schmidt y col., 2003). Animales jévenes son los utilizados con mayor preferencia, entre
8y 12 dias de edad ya que contienen el maximo numero de foliculos primordiales y estos
son menos sensibles al dafio que puede provocar la vitrificacion debido a su pequefio
tamafio y la ausencia tanto de zona peltcida como de células granulosas, aumentando
la permeabilidad a los CPs (Oktay y col., 2000; Shaw y col., 2000). Ademas por su
metabolismo lento tienen mayor supervivencia en un ambiente isquémico. En contraste,
los animales de mayor edad que ya presentan foliculos secundarios, terciarios y pre
ovulatorios presentan una pobre supervivencia después del descongelado ya que estos
foliculos son mas sensibles al frio. Hani y col, 2006 obtuvo una viabilidad reducida en
ovarios congelados y descongelados en animales donadores de 4 semanas, 10 semanas
y 7 meses de edad, en comparacion con donadoras de 10 dias de vida.

Nakagata, 2002 afirma que se puede mejorar la revascularizacién del ovario implantado
dejando un 10% del ovario de la receptora; sin embargo es factible que se produzcan
gestaciones procedentes de foliculos provenientes del 10% del ovario residual.

Muchos investigadores aplican esta sugerencia pero se debe monitorear genéticamente
la progenie a no ser que la donadora tenga diferencias fenotipicas con la receptora que
permitan identificar el origen de las crias. La extraccibn completa del ovario de la
receptora es dificil de lograr, ya que existe una alta probabilidad de que quede algo de
tejido remanente (Huang y col., 2010). Si solo se extrae un ovario el restante
generalmente compensa esta pérdida (hipertrofia ovarica) liberando casi el doble de la
cantidad normal de ovocitos. Como los embriones resultantes se implantan normalmente
el tamafio de la camada de ratones con un solo ovario es comparable con el de hembras
con dos ovarios funcionales. La restauracion del ciclo estral en las receptoras se produce
a las 2 semanas aproximadamente, momento en el cual se pueden colocar con machos
fértiles (Nakagata, 2002).
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Criopreservacion de ovario- caracteristicas

Varias son las ventajas de la criopreservacion del tejido ovérico: se puede extraer de
animales recientemente muertos, la edad del donante es relativamente poco importante
y es facil de congelar. Si un ovario se corta en trozos se pueden generar varios
reproductores por donante. En el caso de la vitrificacibn no necesita equipamiento
especifico y la técnica es muy rapida y sencilla (Cox y col., 1996; Gunasena y col., 1997;
Sztein y col., 1998).

El método de congelacion lenta estd perfectamente estandarizado con resultados
ampliamente exitosos sin embargo la vitrificacion siendo méas reciente ha obtenido
resultados satisfactorios (Nakagata, 2002; Migishima, 2006).

La integridad metabdlica y estructural del tejido ovarico criopreservado luego de la
congelacion y descongelacion es crucial para lograr una foliculogénesis normal luego del
trasplante (Nakagata, 2002; Huang y col., 2010).

Durante el proceso de descongelacién puede ocurrir la desvitrificacion. Para evitar este
efecto, es necesario aumentar la tasa de descongelacion ya sea utilizando ovarios
pequefios (menores de 10 dias) o cortando los ovarios en trozos mas pequefios
(Nakagata, 2002; Migishima y col., 2006).

Las desventajas de la criopreservacion del tejido ovarico es que los protocolos de
maduracién y cultivo in vitro todavia necesitan optimizacién, deben ser trasplantados a
receptoras histocompatibles o inmunolégicamente comprometidos. Ademas los tejidos de
un animal donante enfermo pueden transmitir enfermedades al receptor como infecciones
virales o bacterianas, canceres, entre otros (Nakagata, 2002).

Validacion del ovario criopreservado

La validacion o evaluaciéon del tejido criopreservado es necesaria para mejorar los
protocolos de criopreservacion en relacion con la concentraciéon de CPs, tiempo de
equilibrio, velocidad de enfriamiento o descongelaciéon y medio de descongelacion.

La histologia del tejido ovérico se ha aplicado para examinar la supervivencia del tejido
inmediatamente después de descongelar o después del trasplante y la recuperacion del
injerto. Sin embargo, la ausencia de atresia folicular visible o del dafio obvio del tejido
intersticial no es una indicacion confiable de la viabilidad adecuada del tejido ovarico
descongelado. La evaluacion histolégica del tejido del ovario trasplantado también puede
verse obstaculizada debido a la dificultad de discriminar el injerto del tejido ovarico del
receptor in vitro y fundamentalmente en los casos que se deja el 10% del ovario de la
hembra receptora. También hay que considerar que el tejido del injerto puede formar un
“nuevo ovario” al mezclarse con los restos del ovario del huésped (Huang y col., 2010).
El desarrollo de los foliculos extraidos del tejido ovarico descongelado es un método
aplicado a menudo y se utiliza con mas éxito en ratones que en otras especies de
mamiferos. Esto puede deberse al tiempo relativamente corto de desarrollo folicular en
esta especie y al pequefio tamafio de los foliculos de los ratones en comparacion con los
de otras especies.
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Los foliculos primordiales de raton en cultivo pueden ser activados y desarrollarse a
etapas antrales. También pueden ser fertilizados con éxito en procedimientos de FIV para
producir embriones viables (Liu y col., 2001; Liu y col., 2002; Hasegawa y col., 2006; Xu
y col., 2009) y crias vivas posteriores a la transferencia (Liu y col., 2001, Hasegawa y
col., 2006). Sin embargo, esto se refiere a la calidad de los foliculos individuales, pero no
a la viabilidad de todo el tejido ovarico.

La produccién de descendencia viva a partir de receptores de tejido ovarico congelado-
descongelado es de hecho la prueba definitiva del rendimiento reproductivo sostenido del
injerto (Candy y col., 2000; Migishima y col., 2003, Migishima y col., 2006; Chen y col.,
2006; Hani y col., 2006; Bagis y col., 2008).

3. OBJETIVOS

Objetivo general: Validar las técnicas de trasplante de ovario y vitrificacion de ovario en
ratonas triple transgénicos para enfermedad de Alzheimer para contribuir a crear un
banco genético.

Objetivos especificos

e Poner a punto la cirugia de trasplante y vitrificacion de ovario en un modelo 3x Tg

¢ Identificar el momento de recuperacion de la actividad ovérica por citologia vaginal
en las receptoras segun tipo de ovario trasplantado.

e Calcular la tasa de prefiez en receptoras segun tipo de ovario trasplantado.

¢ |dentificar el promedio de dias a la 1er camada post trasplante en receptoras segun
tipo de ovario trasplantado.

¢ Identificar el intervalo de dias entre camadas.

e Calcular el promedio de crias por camada en receptoras segun tipo de ovario
trasplantado.

e Identificar la presencia de la modificacion genética en las camadas procedentes de
receptoras segun tipo de ovario trasplantado.

4. MATERIALES Y METODOS

La aprobacion de este proyecto fue realizada por el Comité de Etica Institucional de
Cuidado y Uso de Animales del CUDIM (N° 16091902). Los protocolos se llevaron a cabo
de acuerdo a las recomendaciones internacionales de cuidado y uso de animales de
laboratorio. Las lineas de ratones fueron reproducidas y mantenidas en el bioterio del
CUDIM en instalaciones libres de patégenos especificos, en condiciones ambientales
estandarizadas: ciclos de luz/oscuridad 12:12, temperatura controlada 24+2°C, Humedad
50% 10 y con agua y alimento estéril ad libitum.
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Prueba piloto

Para poner a punto la cirugia de TOv se realiz6 en primera instancia una prueba piloto,
trasplantando ovarios frescos en receptoras de descarte disponibles en el bioterio del
CUDIM. La técnica aplicada fue la descrita por Jones y Krohn en 1960, aplicando la
modificacion sugerida por Nakagata, 2015 de dejar 10% del ovario de la receptora en la
capsula ovarica para favorecer la revascularizacion del ovario implantado.

Como en la prueba piloto, la primera camada nacida tuvo mas del 74,0% de la
descendencia no GM podria haber provenido del 10% del ovario residual, de la receptora,
se decidié aplicar en el proyecto, la ovariotomia bilateral total en las receptoras, para
evitar el posible efecto de dominancia. Otra modificacidn que se aplicé fue suprimir la
compresion con pinzas de los vasos sanguineos del ovario de la receptora, dejando
formar un coagulo para favorecer el implante del ovario trasplantado. Los pasos de la
técnica se pueden observar en la Figura 11.
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Figura 11. Extraccion de ovarios de donadora y técnica de TOv.

1= muestra la extraccion de los ovarios de las donadoras; 2= ovario <10 dias, luego de
la diseccion bajo lupa, 3= se puede observar la receptora anestesiada con el ovario
exteriorizado, 4= muestra el ovario/oviducto/cuerno uterino, 5= corresponde al ovario de
la donadora dentro en la cavidad bursal de la receptora, luego de la ovariectomia, 6=
hembra trasplantada con crias.

Animales

Todos los animales utilizados para esta investigacion correspondieron a la especie Mus
musculus.

1) Grupo hembras donadoras de ovarios y machos reproductores:

Modelo de enfermedad de Alzheimer, linea triple transgénica: B6; 129-Psenl1tmMpm Tg
(APPSwe, tauP301L) 1Lfa/Mmjax (3x Tg -AD MMRRC stock #34830) procedente del
Laboratorio Jackson de USA; modelo cedido por el Dr. Frank LaFerla Profesor y Decano
de School of Biological Sciences y Director de, Alzheimer’s Disease Research Center at
the University of California, Irvine, USA.
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Hembras donadoras de ovarios: n=20, <10 dias de edad.
Machos reproductores: n=8, de 8-10 semanas de edad, con fertilidad probada.

2) Grupo Hembras receptoras:

Hibridos F2 (fondo genético del modelo transgénico): B6129SF/J ambas lineas
procedentes del laboratorio Jackson de USA.

Hembras receptoras: n=18, de 8 a 10 semanas de edad, se dividieron en 2 grupos al
azar. grupo 2.1. Receptoras trasplantadas con ovarios frescos, total 8 y grupo 2.2
receptoras trasplantadas con ovarios vitrificados, total 10.

Extraccion de ovarios del donante

Se realizdé de acuerdo al protocolo descrito por Nakagata, 2002. Los donantes fueron
sacrificados por decapitacion.

Se desinfecto la piel del abdomen con alcohol 70%, varias veces con un intervalo de 3 a
4 minutos entre cada aplicacion. En condiciones asépticas se realizé una incision en la
linea media del abdomen. Una vez abierta la cavidad abdominal se utilizé un segundo
juego de instrumental. Se replegaron los intestinos y se expuso el tracto reproductivo.
Siguiendo cada trompa uterina hacia el riidn se localiz6 la almohadilla de
grasa/ovario/oviducto. Se extrajo todo el tracto reproductivo y luego se disecé el ovario
en medio mMWM con agujas de calibre 26 bajo lupa marca NIKON modelo SMZ800 15x,
Japdén y se removid la grasa subyacente al ovario para su posterior trasplante o
vitrificacion segun protocolo.

Se tomaron muestras para analisis genético de todas las donadoras para corroborar que
portaban el transgen.

Protocolo de vitrificacion y descongelacion de ovarios

Los ovarios fueron vitrificados segin método descrito por Nakagata, 2015 con DAP213
(2 mol /1 DMSO, 1 mol / | acetamida y 3 mol / | de propanodiol en medio PBI).
Previamente se prepararon 4 gotas de DMSO 1M, con el fin de realizar el lavado de los
ovarios pasandolos de una gota a otra durante 5 minutos a temperatura ambiente. Los
ovarios se transfirieron a criotubos de 1 ml (Nalge Nunc International KK, Tokio, Japon)
que contenian 5uL de 1 mol /| de DMSO en medio PBI. Los criotubos se colocaron en un
enfriador Labtop 0°C (Nalge Nunc International KK, Tokio, Japdn) durante 5 min, y se
agrego a cada criotubo 95 pL de DAP213 mantenidos a 0°C por 5 min. Después de la
exposicion a DAP213, los criotubos se sumergieron directamente en nitrégeno liquido y
se almacenaron en criostatos a -196°C.

La descongelacion de los ovarios se realiz6 retirandolos del tanque de Nitrégeno liquido
y dejandolos 30 segundos a temperatura ambiente. Se le agregé al criotubo 0,9 ml de
medio PBI con 0,25 mol / | de sacarosa mantenida a 37 ° C, pipeteando el contenido sin
burbujear por 5 minutos. Transcurrido ese tiempo cada ovario fue transferido a una placa
de Petri adicionando 0,4 ml mas de la solucion de sacarosa e incubandolos a estufa de
CO2 a 37°C por 5 minutos. Posteriormente fueron lavados en una placa de Petri
conteniendo 3 gotas de medio KSOM/AA que fueron incubadas previamente por 30
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minutos en la estufa de CO2. Cada ovario fue pasado por cada gota durante 10 minutos
en estufa de CO2.

Procedimiento de trasplante de ovario

La ovariectomia bilateral de las receptoras y el TOv se realiz6 de acuerdo al protocolo de
Jones y Krohn, 1960 con modificaciones descritas en la prueba piloto. Para la cirugia las
hembras se anestesiaron por via i/peritoneal con una mezcla de ketamina (50mg/kg),
xilacina (5mg/kg) y acepromacina (0,75mg/kg) diluida en fosfato buffer salino. 10 minutos
antes de la anestesia se les administr6 un analgésico: Tramadol 3 mg/Kg por via
subcutinea. La dosis se repitié cada 7 horas en caso de manifestaciones de dolor.

Toda la cirugia se realizé en condiciones asépticas y bajo lupa NIKON modelo SMZ645,
Japdn, en aumentol5x. Se realizé una pequefia incision dorso lateral en cada flanco a la
altura de la ubicacién del ovario. Al realizar el corte del musculo se pudo visualizar la
almohadilla de grasa ovarica. Cada ovario fue expuesto fuera de la cavidad tirando de la
almohadilla con una pinza roma. Se rot0 el tejido hasta que el ovario quedo claramente
visible. Previa identificacién de los vasos que irrigan el ovario para no dafiarlos, con una
tijera de miniature, long handle, 6mm blade de micro cirugia se hizo una pequefa
hendidura en la grasa que rodea la bolsa ovéarica para sacar el ovario de la capsula,
teniendo sumo cuidado de preservar la integridad de la cdpsula. Se extirpé la totalidad
de cada ovario de la receptora (ovariectomia bilateral) y se sustituyé cada ovario por un
ovario fresco o vitrificado de las donantes 3x Tg, segun protocolo. Cada ovario fue
colocado dentro de su respectiva bolsa ovarica y cubierto por la capsula de la receptora,
presionando con pinza roma. El ovario fue introducido dentro de la cavidad y el musculo
fue suturado en u continua con ethicon reabsorbible 5.0 y la piel cerrada con cianocrilato.

Determinacion de la ciclicidad, apareamiento y evaluacion de la prefiez

El monitoreo de la recuperacion de la actividad ovérica se realizd por colpocitologia
vaginal segun técnica descrita por McLean y col., 2012. Se comenzé a los 7 dias post
cirugia, y en caso de no haber presentado ningun ciclo se repitié el control a los 15y 21
dias post cirugia. Las receptoras con actividad ciclica se comenzaron a servir con machos
3x Tg con fertilidad probada entre las 2 y 3 semanas post cirugia. La monta fue
confirmada por la presencia de tapon vaginal en las primeras horas de la mafiana del dia
siguiente al apareamiento. La prefiez se diagnosticO mediante la observacion de
distensiéon abdominal y se registrd fecha de paricion, nimero de crias/camada, intervalo
interpartos. A las hembras que no quedaron prefiadas, se les realiz6 nuevamente
citologia vaginal entre los 28 y 30 dias del apareamiento. Las hembras que no
presentaron ciclos y/o no se detectod prefiez transcurridas 16 semanas se considerd que
el trasplante no fue exitoso y fueron sacrificadas por dislocacion cervical y por necropsia
se evaluo la estructura del tejido ovarico con lupa NIKON modelo SMZ800, Japén.

A las hembras con implantes exitosos se les permitio parir hasta 3 camadas. Al destete

de la 3er camada las receptoras fueron sacrificadas por dislocacion cervical y los ovarios
fueron extraidos para su evaluacion.
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Identificacidén de la presencia de los transgenes APP, Tau y mutaciones en Psen

Para identificar la presencia del triple transgen en las camadas paridas por las receptoras
y en las hembras donadoras de ovarios se realiz6 analisis genético por PCR a partir de
muestras obtenidas de las orejas y cola respectivamente, en el laboratorio de Biologia
Molecular de la Facultad de Quimica, Universidad de la Republica.

El ADN se extrajo de tejido con kit Pure Link Genomic DNA minikit (Invitrogen).

La determinacion del transgen APP, se realiz6 mediante reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) con primers y condiciones sugeridos por laboratorio Bioartic.

La determinacién de transgenes Tau se realiz6 mediante reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) con primers y condiciones sugeridos por Jackson Laboratory.

Las mutaciones en Psenl se analizaron mediante PCR_RFLP (con primers y condiciones
sugeridos por Jackson Laboratory).

Se utilizé controles positivos y negativos en todas las determinaciones.

Se calculé un indicador de eficiencia reproductiva, el cual se definié como el N° de crias

3x Tg/ N° total de ovarios 3x Tg traspantados /100.

Analisis de los datos

Los resultados se presentan en tablas y graficos. Se calcularon los promedios de los
pardmetros de estudio y el intervalo de confianza (IC). El analisis estadistico de los grupos
se realizd por el test no paramétrico de chi cuadrado y test exacto de Fisher con el
programa SPSS 22.0. Las diferencias se consideraron significativas cuando el valor p fue
<a0,05.
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5. RESULTADOS

Un total de 18 receptoras recibieron TOv bilateral; 8 con ovarios frescos y 10 con ovarios
vitrificados. A los 7 dias post trasplante el 61% de las receptoras presento ciclicidad y a
los 15 dias el 77,8%, en las siguientes figuras se observa la distribucion de receptoras
ciclando a los 7 y 15 dias segun tipo de ovario trasplantado.

7 dias post trasplante 15 dias post trasplante
m R. Ov. Fresco  mR. Ov. Vitrificado m R. Ov. Fresco m R. Ov. Vitrificado

Figuras 12y 13. Distribucién del total de receptoras ciclando a los 7 y 15 dias segun tipo
de trasplante. R= receptora, Ov= ovario

En la tabla 3 se pueden observar las diferentes etapas del ciclo estral (CE) de las
receptoras segun tipo de trasplantes a los 7 y 15 dias post cirugia.

Tabla 3. Citologia vaginal de hembras trasplantadas a los 7 y 15 dias segun tipo de
ovario.

Etapas del CE 7 dias post cirugia 15 dias post cirugia
Receptoras/ Receptoras/ Receptoras/ Receptoras/

Ov frescos Ov/v Ov frescos Ov/v
Proestro 2/8 3/10 2/8 2/10
Estro 5/8 1/10 2/8 3/10
Diestro 0/8 0/10 1/8 1/10
Metasestro 0/8 0/10 2/8 1/10
Anestro 1/8 6/10 1/8 3/10

Ov = ovarios, v= vitrificados

La colpocitologia realizada a los 7 dias post trasplante mostré que el 87,5% (7/8) de las
receptoras de ovarios frescos y 40,0% (4/10) de las receptoras de ovarios vitrificados
estaban ciclando. A los 15 dias el total de las receptoras trasplantadas con ovarios
frescos mantuvieron su porcentaje de actividad ovarica y las trasplantadas con ovarios
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vitrificados llegaron a 70,0% (7/10). Las 4 hembras que no presentaron actividad ovarica,
continuaron sin ciclar a los 21 dias.

Del total de hembras que se identificaron ciclando segun tipo de ovario las tasas de
prefiez para las de ovarios frescos y vitrificados fueron de 87,5% y 60,0%, representando
el éxito del trasplante.

ReceptorasTOv Fresco Receptoras TOv Vitrificado

= Prefiadas = No prefiadas = Prefiadas = No prefiadas

Figuras 14 y 15. Distribucion de las receptoras segun resultado de prefiez por tipo de
ovario trasplantado.

El promedio de dias desde la cirugia hasta la paricion de la primera camada fue de 38 y
42 dias segun tipo de ovario fresco o vitrificado respectivamente. El promedio de crias
obtenidas por camada fue 6 (rango 2-8) con ovarios frescos y 4 (rango 1-7) con ovarios
vitrificados. El promedio de dias entre camadas para ambos protocolos fue de 28 a 34
dias. La distribucion de los parametros reproductivos se muestra en la tabla 4. Ninguno
de los parametros mostré diferencias estadisticamente significativas.
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Tabla 4. Distribucion de los parametros reproductivos de las receptoras segun tipo de
ovario trasplantado.

Parametros Ov. Fresco Ov. vitrificado Valor p
N° de Receptoras 8 10 N/C
N° de H prefiadas 7 6 0,3137
X de dias ala 38 (IC:31,5-42,5) 42 (1C:35,8-48,2) 0,99873
ler camada
X tamafio de camada 6 (IC: 0,83-11,2) 4 (1C: 0,27-7,7) 0,99999
X de intervalo en dias 28 (IC: 24,3-31,8) 34 (1C:32,6-35,4) 0,988793

entre camadas

PCR 90/126 (71,4%) 0/72 N/C

Ov. = ovario, IC= intervalo de confianza

El 100, 0% de las receptoras con TOv frescos exitosos tuvieron 3 camadas y el 85, 7%
de las trasplantadas con ovario vitrificado.

Los promedios de crias por camada por filial segin receptoras de ovarios frescos y
vitrificados fue menor en la primera camada, aumentando en la 2da y algo menor en la
3ra.

Todas las receptoras de ovarios frescos dieron crias GM; la proporcién de crias GM fue
71,4%. La probabilidad de tener cria GM en la 1er filial fue de 11,5%; en la 2da 93,9% y
en la 3ra. 87,2%. El indicador de eficiencia reproductiva de las hembras trasplantadas
con Ov fresco fue 56,2%.

En cuanto a las receptoras de ovarios vitrificados no tuvieron crias GM.

La distribucién de las camadas por filial segun andlisis genético se muestra en la figura
16.
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Figura 16. Distribucion de crias por filial segun tipo de receptora y analisis genético.

OF = ovario fresco; OV= ovario vitrificado.

La necropsia de las receptoras permitié analizar la evolucién de los ovarios trasplantados.
En la figura 17 se pueden observar las caracteristicas de los ovarios de donadoras < de
10 dias y su tamafio en comparacion con el de una hembra en edad reproductiva (B). Los
ovarios C y D vitrificados vy frescos respectivamente, alcanzaron un desarrollo similar al
de las hembras 3x Tg en edad reproductiva, luego del trasplante (2,1 a 2,8 mm?).

Q

C D

Figura 17. Ovarios 3x Tg segun procedencia.

A= Ovario de hembra 3xTg < de 10 dias, B= Ovario de hembra 3xTg 8 a 10 semanas, C=
Ovario trasplantado vitrificado, D= Ovario trasplantado en fresco.
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El total de ovarios trasplantados fue 36 (20 vitrificados y 16 en fresco). En TOv vitrificado
9 injertos tuvieron éxito y en fresco 12.

En 73% de las receptoras con TOv fresco el injerto exitoso fue bilateral y en las TOv con
ovarios vitrificados el 48%.

El analisis de los ovarios de las receptoras con trasplante exitoso mostro actividad
folicular, foliculos de tamafio considerable con coloracion hemorragica y cuerpos lateos
diferenciables como se observa en la figura 18.

Figura 18. Evolucion de los ovarios trasplantados con éxito (15x).

El tamafio de los ovarios en las hembras que se observo un solo ovario exitoso su tamafio
fue 0,8 a 1,5 mm mayor que las que tuvieron desarrollo de los dos ovarios.

Las hembras que no quedaron prefiadas, asi como las que no ciclaron no presentaron
cambios en las colpocitologias. Los resultados de las necropsias a las 16 semanas
mostraron ausencia de tejido ovarico en la cavidad bursal o en algunos casos una
pequefia porcion de tejido con ausencia de foliculos o cuerpos lateos. El Utero presentd
coloracién palida y poco desarrollo (Figura 19).

FTITITTIIL
Figura 19. Aspecto de los ovarios trasplantados no desarrollados (15x).

A= Trasplante sin éxito, Utero con poco desarrollo y ausencia de ovarios. B= Ausencia
de tejido ovarico dentro de la cavidad bursal. C y D= Ovarios en regresion, ausencia de
cuerpo luteo y foliculos.
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6. DISCUSION

La criopreservacion de ovarios como medio para preservar lineas de raton aun no se
utiliza de forma rutinaria y solo unas pocas instalaciones ofrecen este servicio, aunque la
tecnologia ya ha demostrado su eficacia. La criopreservacion de lineas con fines de
conservacion permite aplicar los principios éticos de las 3 R’s y cumpliendo con dicha
obligacion. Aunque los animales donantes y receptores no pueden ser reemplazados en
el material criopreservado, se puede minimizar el nimero utlizado y promover el
bienestar animal.

El TOv ortotopico de ovarios frescos y criopreservados por congelacion lenta en lineas
de ratdén ha sido ampliamente reportado (Cox y col, 1996; Gunasena y col, 1997; Sztein
y col, 1998, 1999; Candy y col, 2000; Shaw y Trounson, 2002). Sin embargo la aplicacion
del método de vitrificacion es mas reciente y ha mostrado resultados comparables
(Takahashi y col., 2001; Migishima y col., 2003; Chen y col., 2006; Courbiere y col.,
2006; Wang y col.; 2008; Youm y col., 2014). Esta técnica se destaca por ser facil, rapida
y de bajo costo para conservar gametos femeninos, permitiendo recuperar lineas a partir
de animales envejecidos o recientemente muertos (Takahashi, 2001; Dawesy col., 2010),
asi como comenzar lineas libres de patégenos especificos, facilitar el intercambio de
lineas entre laboratorios transfiriendo el material congelado en lugar de enviar animales
vivos. También es una alternativa en lineas que no responden bien a la superovulacion
y por lo tanto no se puede realizar trasplante embrionario (Nakagata 2002). En el caso
de paises como el nuestro que no cuentan con accesibilidad a repositorios a diferencia
de los paises desarrollados es una valiosa posibilidad de preservar las lineas de uso
comun y poder refrescar el pie de cria y stocks de fundacion.

En esta investigacion se implementd el protocolo Jones y Krohn, 1960 quien afirmaba
que el éxito del trasplante dependia en gran medida de una correcta hemostasia para la
fijacion del injerto, sin embargo con la practica se pudo corroborar que el sangrado
permite la formacion de un coagulo que favorece la revascularizacion, actuando como
cama del injerto. Huang y col., 2009 indicé que la revascularizaciéon es un factor
determinante para el éxito del trasplante, ya que puede proporcionar factores
angiogénicos, de crecimiento endotelial vascular, y de fibroblastos. Soleimani y col, 2010
demostré que el nimero de vasos sanguineos presenta una correlacion positiva con la
supervivencia del injerto y de los foliculos, ademas informé que la isquemia inevitable
que sufre el ovario posterior al trasplante es mas dafino que el producido por la
exposicidon al frio, aunque el dafio provocado por el frio reduce la vascularizacion del
tejido. Muchos autores también han realizado implante de medio ovario o0 solo corteza a
fin de asegurar una buena vascularizacion sobre todo en ovarios de animales de mayor
porte. Eimani y col.,, 2008 plantea otra alternativa para mejorar la revascularizacion
mediante dos incisiones en el ovario donante sin que las porciones del tejido se separen
completamente. Nakagata, 2015 y otros investigadores dejan un 10% del ovario de la
receptora para favorecer la revascularizacién, sin embargo esta medida tiene como
inconveniente que aumenta la probabilidad de obtener descendencia del ovario residual.
Este hecho lo comprobamos al realizar la prueba piloto con medio ovario remanente de
la receptora y se obtuvo como resultado 74% de descendencia procedente del ovario
residual; sin embargo en nuestro trabajo a pesar de realizar la extraccion completa de
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los ovarios de la receptora se obtuvo descendencia no GM que podria proceder de algun
vestigio del ovario residual ya que la extraccion completa es muy dificil de garantizar
debido a su anatomia.

Otro elemento fundamental a tener en cuenta en la cirugia es la integridad de la capsula
ovarica de la receptora, siendo esta un determinante importante para el éxito del implante,
ya que ha sido reportado que alteraciones en la capsula de ovarios trasplantados que
presentaron buen desarrollo y morfologia normal no generaron descendencia (Huang y
col, 2010). En nuestro estudio no observamos alteraciones de la capsula.

Los resultados obtenidos en las colpocitologias vaginales realizadas a los 7 dias post
cirugia demostraron ciclicidad en la mayoria de las receptoras, coincidiendo con los
resultados obtenidos por Nakagata, 2002 y Huang y col.,, 2010. Otros autores han
reportado el comienzo de la ciclicidad entre 10 y 15 dias (Cox y col 1996; Candy y col.,
1997; Liu y col., 2002), estas diferencias se pueden deber a factores multicausales como:
el método de criopreservacion, las caracteristicas propias de cada linea de raton, la edad
de la receptora y de la donadora, entre otros. Posiblemente en nuestro trabajo un
elemento favorecedor haya sido la ovariectomia bilateral que ocasiona un aumento de
las concentraciones de gonadotropinas en la circulacion. Ese aumento provee el estimulo
para acelerar el desarrollo de los ovarios inmaduros de las donantes (Cox y col., 1996).

Las receptoras con TOv vitrificado, demoraron mas dias en comenzar a ciclar o
presentaron ciclos irregulares como observaron otros investigadores (Nakagata, 2002;
Huang y col, 2010).

La tasa de prefiez en el grupo de las receptoras con TOv vitrificados fue menor en relacion
al obtenido en el grupo de TOv frescos, aunque las diferencias no fueron significativas.
Estos resultados son coincidentes con los reportados por otros autores como Candy y
col, 2000; Chen y col., 2006; Migishima y col., 2003. Huang y col., 2010 concluy6 que
durante la vitrificacién un alto porcentaje de foliculos se pierden, esto puede explicar la
reduccion de la tasa de prefiez en hembras con trasplante vitrificado. Chen y col., 2006
estudio el dafio producido en los foliculos como consecuencia de la vitrificacion, encontrd
un 59,6+ 7,1 % de foliculos primordiales viables y un 83,0 + 2,8 % de foliculos primordiales
con morfologia normal luego de ser sometidos a vitrificacién, sin embargo los foliculos
primordiales fueron los menos afectados en relaciébn a los primarios y secundarios.
Eimaniy col., 2008 reporté que la muerte celular se produce en las células de la granulosa
y el estroma, mas que en los foliculos primordiales.

Las receptoras que tuvieron un solo injerto exitoso mostraron desarrollo folicular y
actividad hormonal suficiente para ciclar y gestar en las mismas condiciones que las
hembras con 2 ovarios funcionales. Esto podria explicarse por lo reportado por Nakagata,
2002 quien indica que cuando se remueve un solo ovario el homaélogo se hipertrofia para
compensar la pérdida del mismo, produciendo el doble de ovocitos que el nimero normal.
Los embriones se implantan con normalidad y el nUmero de crias que se obtuvieron
fueron comparables con las receptoras con dos ovarios funcionales. Resultados similares
fueron reportados por Huang y col, 2010 quien utilizé un protocolo de trasplante unilateral.
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El promedio de dias entre la cirugia y la obtencién de la primera camada no mostré
diferencias significativas en hembras con TOv fresco o vitrificado. Sztein y col., 1999
reporté cifras similares en receptoras con TOvs frescos y menor tiempo en las
trasplantadas con ovarios criopreservados por congelacion lenta. Huang y col., 2009 en
hembras de diferente fondo genético trasplantadas con ovarios de donadoras GM obtuvo
la 1er camada a los 2.9 meses en fondo C57BL / 6 (rango de 1.3 a 5.5 meses), 1.8 meses
en FVB (rango de 1.0 a 2.5 meses) y 3.1 meses en BALB / ¢, hecho que permite apreciar
las diferencias que se pueden ocasionar dependiendo de esta variable.

El promedio de crias por camada se redujo en receptoras con TOvs vitrificados en
relacion a las de TOvs frescos. Similares resultados han sido obtenidos por diversos
autores (Chen y col., 2006, Migishima y col., 2003). Por otra parte Huang y col., 2009 en
una cepa transgénica con fondo genético C57BL/6 no obtuvo diferencias significativas
entre el promedio de crias por camada entre las provenientes de receptoras con TOv
fresco y vitrificado (3.0 y 3.2 crias respectivamente). El promedio de crias por camada
fue menor en la ler. filial tanto en receptoras con TOv frescos como vitrificados. Esto
podria deberse al tiempo que demoraron los foliculos en desarrollarse, aumentando el
namero de estos en funcién del tiempo de realizada la cirugia. Las diferencias reportadas
pueden deberse a variaciones inherentes a cada linea de raton, ya que todos han
trabajado con diferentes modelos y es real que fisiolégicamente el tamafio de las
camadas independientemente de las lineas va descendiendo a partir de la 3ra.
generacion.

Todas las receptoras con TOvs frescos exitosos tuvieron descendencia GM en sus
camadas, sin embargo las receptoras con TOvs vitrificados no tuvieron descendencia
GM. El porcentaje de crias GM obtenido fue 71,4% resultados similares fueron reportados
por Migishima y Hani utilizando fondo genético C57BL/6.

En esta investigacion los resultados obtenidos en ambos grupos indican que el desarrollo
del ovario implantado y de los foliculos se logré sin inconvenientes, ya que un alto
porcentaje de receptoras lograron producir descendencia. La dificultad en obtener crias
GM a partir de ovarios vitrificados puede deberse a multiples factores. Segin Nakagata,
2002 aungue la receptora sea histocompatible con la donante existe la posibilidad de que
al utilizar donantes GM el ovario trasplantado actie como un antigeno, la alternativa a
este inconveniente es el uso de receptores de cepas inmunocomprometidas como nude,
NIH Ill, SCID, entre otras. Otro factor influyente es la toxicidad del CP utilizado (DAP213)
cuya magnitud permanece desconocida (Migishima y col., 2003; Hani y col., 2006). El
meétodo de vitrificacion requiere de altas concentraciones de los crioprotectores lo cual
aumenta la toxicidad, pudiendo tener efectos adversos en los ovocitos como la confusién
del huso, el endurecimiento de la zona pellcida e inclusive la muerte celular. La gravedad
del efecto toxico varia en funcion del tiempo de exposicién al CP, la temperatura, la
velocidad con la que se llega a -196°C y el tamafo de las células. También hay que
considerar la estabilidad de las mutaciones que si bien en este modelo ha mostrado ser
estable en la reproduccién natural, puede haberse visto afectada por el proceso de
vitrificacion.

El andlisis de la bibliografia existente no muestra resultados con modelos triples
transgénicos y permiten observar una gran variacion en los resultados reportados con
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una sola modificacion genética en diferentes fondos genéticos. Migishima, 2003 y Hani,
2006 en receptoras trasplantadas con ovarios vitrificados de lineas transgénicas con
fondo genético C57BL/6 obtuvieron 48,5% y 44% de crias GM respectivamente. Por su
parte Huang, 2009 en 22 lineas GM con 3 fondos genéticos diferentes, reportd
descendencia entre 2y 49% en fondos C57BL/6; en FVB 3% y BALB/c 15%; no pudiendo
obtener descendencia GM en dos lineas, una con fondo C57BL/6 y otra FVB. Ademas
observo la mayor probabilidad de tener descendencia GM en la primera camada con una
proporcion de 43.1%, y descendid en la segunda, tercera y cuarta camada a 29.3%,
20.7% y 6.9% respectivamente. Estos resultados muestran claramente una gran
variabilidad dependiente del tipo de modificacion genética y que la probabilidad de
obtener crias GM es menor en las receptoras con TOv vitrificado.

Puede haber diferentes efectos sobre la funcionalidad del TOv vitrificado o modificacion
genética o ambos a largo plazo, se necesitan méas estudios para investigar estos efectos,
para seleccionar la mejor combinacion de procedimientos que logren una vitrificacion
ovarica eficiente. A tales efectos, dejamos planteadas posibles hipétesis sobre factores
gue pueden haber afectado el resultado como: el método de vitrificacion utilizado, la
toxicidad del CP, las modificaciones genéticas de la linea y su estabilidad.

7. CONCLUSIONES

El trasplante y la vitrificacién de ovario es una técnica sencilla, rapida, de bajo costo y de
amplia aplicacién para almacenar material genético valioso de modelos de ratén. Si bien
en relaciéon a los animales GM es necesario profundizar para conocer los determinantes
gue actuan alterando la trasmisién de las modificaciones genéticas, dado los diferentes
resultados que se obtienen dependiendo de los fondos genéticos y de la tecnologia
aplicada.

Esta metodologia es una herramienta para la generaciébn de bancos genéticos que
completa la criopreservacion de espermatozoides y el trasplante de embriones.

En nuestro medio al no tener facil acceso a repositorios y por el alto costo de los modelos
representa una herramienta valiosa para los investigadores ya que permitiria preservar y
garantizar la disponibilidad de lineas comunmente utilizadas.
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