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RESUMEN

La transgenesis es una potente herramienta biotecnologica para la
generacion de animales maodificados geneticamente con aplicaciones en
diversas areas como veterinaria, biomedicina y agricultura. En 1988, el
grupo de investigacion dirigido por la Dra. Marialuisa Lavitrano describe un
nuevo metodo para la produccion de animales transgénicos, la
transgeénesis mediada por espermatozoides {SMGT). Este metodo esta
basado en la habilidad intrinseca de las células espermaticas para unir e
interiorizar ADN exogeno y permitir su transferencia al interior de los
ovocitos tras la fecundacion, e integrarse en el genoma del nuevo embrian.
El objetivo global de este estudio fue desarrollar un meétodo eficiente de
produccion i wvitro de embriones porcinos y lechones transgenicos
aprovechando la capacidad de transferencia de ADN exogeno gque presenta
el espermatozoide. Para ellp, se analizaron diferentes factores agrupados en
3 experiencias: 1) La capacidad de transferencia de ADN exogeno de las
espermatozoides porcinos; 2) El efecto de diferentes tratamientos
espermaticos sobre la produccion in vitro y el desarrollo de embriones
transgenicos; v por dltimo, 3) La valoracion de la produccion in vivo de
embriones v lechones transgénicos.

Para conseguir los objetivos propuestos, en primer lugar, se valoro
la interaccion entre el transgen y los espermatozoides estudiando el
porcentaje de unian en los diferentes tratamientos espermaticos, medios de
incubacion, cinetica de union entre los espermatozoides v el ADN, vy la
localizacion de esta interaccion. En segundo lugar, evaluamos la capacidad
de produccion de embrianes transgenicos mediante esta técnica, utilizando
para ello la fecundacion in vitro {FIV e ICSI) con diversas tratamientos
espermaticos. En tercer lugar, pretendimaos aplicar los resultados obtenidos
en el laboratoric a la produccion de embricnes y lechones transgenicos
mediante el uso de diferentes técnicas biotecnologicas reproductivas
{transferencia de embricnes, Iinseminaciones intrauterinas profundas
guirdrgicas y no quirurgicas).



En el primer bloque de experiencias, |os resultados del estudio
indicaron que la presencia del plasma seminal inhibio la interaccion de los
espermatozoides con el ADN. Los tratamientos de permeabilizacion de las
membranas espermaticas aumentan el porcentaje de union al ADN, v esta
interaccion ADM-espermatozoide se produce, en mayor medida, durante las
primeros 15 minutos de incubacion. Ademas, la union al ADN esta asociada
a la desestabilizacion de la membrana espermatica y por tanto es necesario
optimizar los sistemas de preparacion de espermatozoides para poder
canseguir €l mavyor numero de espermatozoides vivos capaces de
transportar ADN. En relacion a la localizacion del plasmida en los
espermatozoides, observamos que el ADN se une a la region postacrosomal,
al acrosoma y a la matriz acrosomal, ademas de la regign ecuatorial en las
proximidades del nlcleo espermatico.

En el segundo bloque de experiencias, |os resultados indican gue,
bajo las candiciones de trabajo de nuestro laboratorio, la utilizacion de la
fecundacion in vitro {FIV-SMGT porcina) no permitic obtener ningun
embrion transgenico, sin que, hasta el momento, conozcamos gue ningun
otro grupo lo haya conseguido. Sin embargo, el emples de la ICSI ha
permitido |a obtencian de altos porcentajes de embriones que expresaban la
proteina EGFP. Los tratamientos espermaticos tienen efecto sobre el
rendimiento de la técnica de ICSI, obteniéndose los mejores resultados
cuando los espermatozoides fueron coincubados con la proteina Rech, con
aproximadamente el 90% de los embricnes producidos gue expresaban la
proteina EGFP.

Por altimo, en relacion al desarrolloe in vivo, no obtuvimos ningun
embrion ni lechon modificado genéticamente mediante inseminaciones
intrauterinas tanto quirdrgica como no guirdrgica. Respecto a las
transferencias de embriones producidos por ICSI, obtuvimos una gestacion
gque dio lugar a 8 lechones {los primeros lechones nacidos en Espana
mediante ICSI), de los cuales 2 fueron transgeénicos, siendo |os primeros
lechones transgeénicos nacidos en Europa mediante la técnica SMGT-ICSI vy
los primeros del mundo mediante |a combinacion de SMGT-ICSI vy una
recombinasa.

En conclusion, la combinacion de la técnica de ICSI y SMGT es un
metoda eficiente para la produccion de lechones y embriones transgénicos,
viendose incrementada su eficiencia mediante el uso de la recombinasa
Rech.
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REVISION BIBLIOGRAFICA

1.1 INTRODUCCION Y DEFINICION DE ANIMAL
TRANSGENICO

Durante decadas los ganaderos han seleccionade los genes mas adecuados
mediante cruzamientos entre animales de la misma especie, buscando los alelos
mas favorables segun el requerimiento del mercado tales como la mayor
produccian, menar engrasamiento, etc. Pero este proceso reguiere de un largo
periodo de tiempo hasta conseguir el producto o animal deseado. Por ello, la
transgenesis ha sido uno de los mas recientes e importantes avances en la
biotecnologia animal, existiendo aplicaciones en diversas areas de |la
investigacion biologica v biomédica, como son la genética {genes implicadas en
el cancer, regulacion del sistema inmunologico, control del crecimiento), la
agricultura {mejora de la produccion, resistencia a enfermedades), y la
produccion de organos modificados genéticamente para xenotrasplantes
{produccion de organos animales con genes humanas).

Un animal transgénico es aguel en el gque se ha modificado la
informacion genetica de forma intencionada por el hombre, mediante la
introduccian de nueva informacion o por la supresion dirigida de informacion
existente {Wall 1996). Podemos definir, por tanto, transgén como la unidad de
formacion geneética gue se introduce en el individuo transgeénico.
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La transgeénesis nos ofrece una gran variedad de nuevas posibilidades. El
hecho mas importante es la transferencia estable en el genoma de una
informacion conocida procedente o no de la misma especie. Este metodo es por
tanto, mas preciso y genera una mayor diversidad gue la seleccion natural. La
transgenesis ha comenzado a ser una herramienta esencial en el estudio de Ia
funcion genomica. Ello ha dado |a posibilidad a los investigadores de estudiar los
genes en su ambiente natural.

Las primeros animales transgénicos fueron producidos por Gordon &
Ruddie en 1981 mediante microinyeccion pronuclear. Estos autores crearon
ratones gigantes mediante la introduccion del transgen gue codificaba la
hormona del crecimiento humaneo en embriones de una sola celula. A mediados
de los afios BO y durante la decada de los 30 se aplico esta tecnologia para
obtener animales de granja transgenicos como son conejos, ovejas y cerdos
{Hammer ef af. 1985), vacas vy cabras {Pursel & Rexroad 19%3a). En todos estos
estudios con animales de granja se hizo evidente gue la eficiencia en la
generacion de animales transgenicos era menor que la obtenida previamente en
ratones.

Desde que se crearan los primeras animales transgénicos de granja hace
25 afios {Hammer ef al 1985}, una gran variedad de metodos se han ido
desarrollando para la produccion de animales transgenicos {Wall 2001, 2002).
Entre las gue destacamos: la microinyeccion pronuclear, el empleo de virus,
celulas embriagnarias indiferenciadas, transferencia nuclear, espermatozoides
camo vectores, biolistica, electroporacion y liposomas, gue desarrollaremos con
mavyor profundidad en el capitulo correspondiente.

En la actualidad existen principalmente 3 metodos para la produccion de
animales transgenicos de granja: (1) Microinyeccion directa de ADN exogena en
el prondclec de ovocitos fecundados; {2) Transferencia nuclear usando
embriones modificados geneticamente o donador de células somaticas; v {3)
Vectores virales para la introduccion de ADN exogeno en los embriones {Kues &
Miemann 2004). Los problemas o limitaciones de estos metodos derivan de su
baja eficiencia, inversiones elevadas y por Ultimo, la dificultad gue supone el
manejo de |os embriones en estadios tempranos de su desarrollo. Ademas el uso
de retrovirus como vectores puede conllevar riesgos sanitarios a considerar.
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1.2 ANIMALES TRANSGENICOS: APLICACIONES

La transgenesis es una potente herramienta biotecnologica para la
generacion de animales madificados geneticamente con aplicaciones en diversas
areas como veterinaria, biomedicina y agricultura. Los animales transgenicas se
pueden utilizar para wvarios propositos. Wheeler en 2003, propone algunas
aplicaciones para |la produccion de animales transgeénicos:

1) Adquirir nueves conocimientos

2) Descifrar el codigo genético

3) BEstudio geneético de los sistemas fisiologicos
4) Construir modelos genéticos de enfermedades
53 Mejorar la praduccian animal

6) Producir nuevos productos animales

Estas aplicaciones las podemos dividir en varias categorias: {i} obtencion
de informacion de la regulacion y funcion de los genes gue controlan las
enfermedades humanas, {ii} obtencion de productos de alto valor {proteinas
farmacologicas recombinantes, organos para Xenotrasplantes, etc.) para su uso
en terapias humanas, {iii) mejora de la produccion animal.

1.2.1 ESTUDIO DE LA FUNCION DE LOS GENES Y DE LAS
ENFERMEDADES HUMANAS

El mayor uso de los arganismos modificados genéticamente es la
obtencion de un mejor conocimiento sobre la funcion y regulacion de los genes
para su posterior aplicacion en el conocimiento, prevencion y tratamiento de las
enfermedades humanas. Alrededor de unas 300.000 lineas de ratones
transgenicos se obtendran en las siguientes dos décadas {Abbatt 2004) con este
proposito.

Las animales transgenicos son usados para estudios de las patologias
humanas como modelos en diferentes areas: enfermedades genéticas,
enfermedades infecciosas, enfermedades neurpdegenerativas, apoptosis celular,
envejecimiento, arterioesclerosis, cancer, xenotrasplantes, endocrinologia,
metabalismo y desarrollo reproductivo {Houdebine 2004).
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El raton hasta el mamento ha sido el animal mas utilizado como modelo de
estudio para muchas de las enfermedades humanas. Sin embargo, en algunos
casos las diferencias funcionales que existen entre ambas especies hacen gque el
maodelo murino no sea el mas adecuado. Este es el caso de los estudios sobre el
metabalismo lipidico y los problemas asociados de arterioesclerosis. Por esta
razon, los conejos transgenicos son extensamente usados para estudios de
enfermedades humanas relacionadas con desordenes lipidicos {Fan & Watanabe
2003).

El cerdo podria ser un modelo muy adecuado para el estudio de
determinadas enfermedades humanas. Sin embargo, hasta el momento, la
produccion de cerdos transgenicos ha sido mas compleja v costosa gue otros
maodelos animales coma el conejo. Aun asi, los cerdaos transgénicos son utilizados
para el estudio de otro tipo de enfermedades {Kues & Niemann 2004).

A cantinuacion se exponen algunos ejemplos de la utilizacion de diversos
animales transgenicos como modelos de estudio de enfermedades humanas:

a) Genes implicados en el desarrollo del cancer {oncogenes) vy virus

oncogenicos. Una variedad de oncogenes virales y celulares ha sido
identificada como causante de cancer en ratones transgenicos {Clarke
1994). Los animales transgeénicos son una fuente para comprobar la
influencia geneética, fisiologica v del medio ambiente en el desarrollo del
cancer {Kemp 1397).

b) Mecanismos de regulacion del sisterna inmunoclogico {Brinster et al.
1983; Alt ef af. 1985; Bucchini 1987). Estas investigaciones son de gran
valia para el estudio del SIDA causado por el virus de inmunodeficiencia
humana {VIH) {Pezen ef al. 1881).

¢) Se pueden crear animales modificados genéticamente para que

reproduzcan enfermedades humanas y asi investigar nuevos posibles
tratamientos para dichas enfermedades, tales como hipogonadismo o

crecimiento anormal de las gonadas, distrofia muscular o miastenia
gravis, desordenes sanguineos {Paszty ef al. 1995), etc. También existen
ratones transgenicos gue expresan antigenos de superficie de |a hepatitis
B vy reproducen la enfermedad. Del mismo modo se han creado ratones
transgeénicos con la enfermedad de Alzheimer, por lo gue minimizan el
uso de primates en experimentacion. Otros modelos de enfermedades
son: diabetes, hiperplasia prostatica, arterioescleraosis, retinoblastomas,
fibrosis quistica {Wagner ef al. 1995; Wall 1896). Un ejemplo de la
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utilizacion del cerdo transgénico como modelo de enfermedad es la
produccian de cerdos que presentan un cuadro eguivalente a la retinitis
pigmentosa humana {Petters =f all 1997). Estos animales expresan el
gen mutado de |la rodopsina {(Pro347Leu) lo gue hace que presenten de
manera precoz una degeneracion de los fotorreceptores de |la rodopsina.
d) Mecanismos ¥ control del crecimiento. Tanto ratones, conejos, ovejas vy

cerdos transgenicos han sido usados como modelos para examinar el
crecimiento {Brem ef af. 1985; Ebert ef al. 1988, 1991; Vise =f al. 1985;
Polge ef af. 198%; Rexroad ef af. 1989, 19%91; Wieghart ef a/. 1880). El
resultado final de tales experiencias, resultd en alteraciones tanto
anatomicas como fisiologicas en los animales producidos.

e) El gen GFP {Green Fluorescent Protein) ha sido transferido a la mayoria

de las especies en las cuales la transgeénesis es posible. Conejos gue
expresan GFP en todos |os tipos celulares {Boulanger ef al. 2002) estan
siendo usados para seguir los destinos celulares de embriones
guimericas, tal ¥y como sucede en conejos normales en los cuales se han
trasplantado organos. Se prefieren para estos casos los conejos debido al
mayor tamafo de sus arganos y mayor facilidad para su trasplante.

1.2.2 ORGANOS Y TEJIDOS DE CERDO PARA
TRASPLANTES A HUMANOS

En la actualidad, los avances en la medicina han permitido que los
trasplantes de organos sea una practica rutinaria. Sin embargo, no se dispone de
los arganos humanos suficientes para cubrir las necesidades crecientes de los
mismos. Por lo gque las listas de espera son cada vez mayores y muchos
pacientes mueren antes de que el argano sea encontrada. Por ello son buscadas
diversas alternativas entre las gue se encuentran la posibilidad de utilizar
organos de animales, los llamados xenotrasplantes.

La transgenesis aparece no solo como una herramienta para el estudio de
los mecanismos de rechazo, sino tambien el uso del cerdo como donante de
organos para humanos. En la actualidad, se estan realizando estudios
experimentales de los mecanismos de rechaze en raton, conejo, ratas y en
cerdos {Houdebine & Weill 13337,

Las cerdos san elegidos como potenciales donantes de organos y células
para humanos por diversas razones:
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» Los organos tienen un tamafo similar a los humanos
¥ La fisiologia y anatomia no difieren en exceso de la humana
¥ Los ciclos reproductivos de los cerdos son relativamente
cortos
Crecimiento rapido
Pueden mantenerse en candiciones higienicas adecuadas a
bajo precio
¥ Son animales domeésticas

Las primates podrian ser probablemente mejores donantes pero estos
animales tienen altas probabilidades de transmitir enfermedades infecciosas a los
receptares. Estos animales ademas estan protegidos por razones éticas y sus
costes de produccion son particularmente altos.

La idea de trasplantar organos de animales a humanos no es reciente. La
primera vez gue se realizo fue hace un siglo, cuando se trasplantaron rifones
procedentes de conejos como animales donantes {Pricentau 1905). El trasplante
fue un exito desde el punto de vista guirirgico, pero el organo trasplantada no
sabrevivio mas de 3 dias y fue fuertemente rechazado. Estas primeras
investigaciones fueron abandonadas hasta el descubrimiento de los
inmunosupresores en la década de los 60, gue permitio el estudio de los
xenotrasplantes con arganos procedentes de primates no humanos. En 1964,
Reemtsma realizo 12 xenotrasplantes renales utilizando el chimpance {Pan
trogfodytes) como animal donante. A pesar de la intensa inmunosupresion a la
gue fueron sometidos {azatioprina, corticoides, actinomicina C e irradiacion
local), todos |los pacientes presentaron varios episodios de rechazo agudo severo
e infecciones. Uno de estos pacientes consiguio vivir hasta 9 meses con el rifian
del chimpanceé. Esto indica que al menos algunos de los mecanismaos implicados
en el rechazo de xeno-organos son diferentes a los que operan en los
alotrasplantes {Houdebine 2005). En la misma eépoca, Starzi {1364) realizo otra
serie de 6 xenotrasplantes renales utilizando el babuino {Papio sp.) como animal
donante, con resultados similares a los obtenidos al usar los chimpances. Hardy
en 1964, llevd a cabo dos xenotrasplantes de corazon de chimpanceé, perp ambaos
pacientes receptores fallecieron a las 24 horas. Se dedujo gue el tamafo de los
carazones de chimpanceé era demasiado pequefio como para poder llevar a cabo
una adecuada funcionalidad en una persona adulta. Postericrmente, Barnard en
1977, realizo 2 trasplantes a babuino donde se utilizo el chimpancé como
donante. La supervivencia final fue de 4 dias, v Bayley en 1885, trasplantd un
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carazon de mandril {Mandrifius sphinx) a un recien nacido gue vivio 20 dias,
falleciendo finalmente por un rechazeo vascular agudo.

En cuanto a los xenotrasplantes hepaticos, los primeros fueron realizados
por Starzf entre 1966 y 1974 {Husberg & Starzl 1974) utilizando como animal
donante al chimpance, cuya maxima supervivencia fue de 14 dias. El mismo
autor en 1993, logro una supervivencia de 26 y 70 dias, usando al babuino comao
animal donante.

En cuanto al uso del cerdo coma donante de arganos se refiere, Czaplicks
en 1992, trasplantd por primera vez un corazon de cerdo a un paciente con
sindrome de Marfan utilizando la perfusion ex vivo con otro corazon de cerdo lo
gue evito el rechazo hiperagudo, pero a las 24 horas el paciente fallecio por una
insuficiencia cardiaca. Posteriormente, Makowka en 1994, realizod un
xenotrasplante hepatico siendo el cerdo el donante a un paciente con hepatitis
autoinmune con una supervivencia de 30 horas tras el trasplante.

51 realizamos un estudio sistematico de los xeno-organos observamas
coma hay varios mecanismos de rechazo que se suceden en el tiempo y cuyo
conocimiento es clave para poder solventar €l problema del rechazo:

a) Rechazo hiperagude {HAR): sucede a los pocgs minutos,
mediante la activacian de la cascada del complementa.

b) Rechazo wvascular agudo: ocurre a los pocos dias tras el
trasplante.

¢) Rechazo celular: ocurre unos pocos dias tras el trasplante.
Durante este proceso la sangre del nueva organo es dafiada por
celulas T y destruyen el organo. Este rechazo tambien ocurre
tras el alotrasplante ¥ normalmente puede ser controlado y/o
suprimido mediante el empleo de sustancias inmunosupresaoras.

d) Rechazo cronico: es un proceso inmunologico complejo gue
resulta en el rechazo del argano trasplantado tras varios afnos. La

Unica terapia posible es un nuevo trasplante.

El estudio de los procesos gue acontecen en cada una de las fases de
rechazo permitira el disefio y produccian de cerdos transgenicos gue reduzcan o
eliminen la respuesta de rechazo.
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Los primeros pasos fueron dirigidos a la produccion de cerdos transgenicos
gue expresaran proteinas moduladoras de la respuesta en el rechazo hiperaguda,
y en especial en la regulacion de la cadena del complemento.

Estos animales transgenicos expresan los genes naturales del
complemento antihumano, DAF, CD5%, etc. {Houdebine 2005). Se han realizado
estudios en los gue se comparan el tiempo de rechazo en rinones de estos cerdos
transgenicos y rinones control. Los transgenicos se mantienen viables de 2-12
semanas en monos tratados mediante terapias inmunosupresoras mientras que
los controles fueron destruidos tras unos pocos dias {Houdebine 2005).
Smolenski ef al. {2007), utilizaron corazones de cerdos control {no transgenicos)
y transgenicos {hDAF) gue fueron perfundidos ex vive durante 4 haoras con
sangre humana fresca y maonitorizandose la funcionalidad, el metabolismo v la
estructura. Mostraron gque los corazones de cerdos transgeénicos {hDAF)
producidos usando los espermatozoides como vectores de ADN exogeno {SMGT),
fueron protegidos durante la perfusion con sangre humana y eran
metabolicamente estables, ademas de mantener su funcion mecanica intacta.

Estos trabajos pioneros son una prueba de que el concepto de cerdos
transgenicos podria ser una fuente de arganos para humanas en condiciones de
canocer gue genes deben ser afadidos o eliminados del genoma del cerdo
{Houdebine 2005).

A dia de hoy, el mayor avance hacia el uso futuro de los xenotrasplantes,
se realizo con la generacion de cerdos knockout para a-1,3-galactosiltransferasa
y gue ha sido confirmado por dos estudios independientes {Dai ef al. 2002;
Phelps ef af. 2003). Recientemente, el uso de corazones y rinones procedentes
de estos cerdos mostraron una supervivencia muy alta cuando fueron
trasplantados a primates no humanos {Kuwaki ef al. 2005; Yamada ef al. 2005).
En la actualidad, el objetivo se centra en el estudio de otros genes envueltos en
el segundo y tercer mecanismo de rechazo {rechazo vascular agudo y rechazo
celular), lo gue permitiria un gran avance en este campo.

En este camingo, hay muchos pasos gue realizar v uno de ellos es el de
cantrolar la seguridad sanitaria del proceso de trasplante. En 2001, se observo
gue un retrovirus no patogeno porcino PERV podria transmitirse a algunas lineas
celulares humanas mantenidas en cultivo. Un estudic paormenorizado de este
fenomeno mostro que este virus tiene baja probabilidad de transmitirse a
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humanaos {Switzer ef af. 2001). Pero este hecho hace pensar gue la transmisian
de patogenos desde organaos y tejidos de cerdo a pacientes no debe ser excluida.

1.2.3 ANIMALES TRANSGENICOS COMO PRODUCTORES
DE PROTEINAS Y OTRAS BIOMOLECULAS DE USO
TERAPEUTICO

En siglos pasados nuestros antecesores, guienes usaban esencialmente
extractos de plantas como farmacos, no podrian imaginar que las proteinas
podrian jugar un papel tan importante en el tratamiento de los pacientes. En los
ultimos afos, la utilizacion de las proteinas y otras biemoléculas ha pasado a
jugar un papel fundamental en el tratamiento de |las enfermedades humanas. En
la actualidad, el mercado de |las proteinas terapeéuticas se encuentra en plena
expansion {Pavlou & Reichert 2004), v algunos expertos confirman que la
demanda de proteinas de uso farmaceutico esta incrementandose de forma
exponencial en la presente deécada, v |los sistemas de produccion tradicional son
insuficientes para cubrir las necesidades de la creciente demanda {Houdebine
2005).

Las proteinas humanas pueden ser aisladas y purificadas a partir de
sangre humana o de otros fluidos corporales, pero este metodo puede ser
insuficiente. Ademas, debemos tener en consideracion los riesgos gque supone
para los pacientes, v las limitaciones eticas que esta practica lleva asociada
{Houdebine 2005). La produccion de biomoleculas mediante el empleo de
microorganismos, como las bacterias y las levaduras, no siempre es efectiva, va
gue estos microorganismos no pueden realizar ciertas modificaciones post-
transcripcionales que son fundamentales para que estas proteinas sean
plenamente funcionales. Por esta razon, la posibilidad de producir sustancias de
alto wvalor biologico de uso terapeutico es una de las aplicaciones mas
prometedoras de la transgenesis animal y esta asociada a un mercado
ecanoamico gue ha movido cifras extraordinarias {Wall ef al. 1997; Miller 2002).

La idea de usar animales transgenicos como biorreactores emerge en
1982, cuando se demuestra que “el raton transgeénico gigante” presenta altas
cantidades de |a hormaona del crecimiento humana en su sangre.

11
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Ya en 1986, se piensa gue la leche deberia ser el mejor sistema animal
para producir proteinas farmacologicas a una escala industrial y las especies
rumiantes son los animales mas adecuados. En el siguiente afio se crean ratones
en cuya leche se produce TPA {Factor Activador del Plasminogeno) humano y B-
lactoglobulina ovina {revisado por Houdebine 2005). Desde entonces, se han
producido otras muchas proteinas: factores sanguineos, albUminas, enzimas,
proteina de tela de arafa, vacunas y principalmente anticuerpos monoclonales.
Ademas, la produccion de proteinas farmaceuticas y otros biomateriales en la
leche de los animales domeésticos no lleva asociada limitaciones éticas
importantes. En la actualidad se estan produciendo estas proteinas en la leche de
de hembras diversas especies {conejas, ovejas, cerdas, vacas, cabras).

Alrededor de unas 100 proteinas han sido producidas experimentalmente
en la leche, ¥ de ellas entre 5 y 10 se encuentran en la actualidad en |a fase de
estudio clinico. Entre las proteinas gque se han puesto recientemente o podrian
ponerse en el mercado en los proximos anos se encuentra la antitrombina III
humana {Ebert et al. 1991; Meade 1999) gue con el nombre comercial de Atryn®
ya estda aprobada en el ambito europec, Protexia® que es la enzima
recombinante humana butirilcolinesterasa {BChE) que se vende como medida de
defensa en la guerra quimica contra agentes nerviosos {Cerasoli ef al. 2005),
ademas existe una vacuna contra la malaria {Stowers ef al. 2002), el inhibidor
humano C1 {Kples ef af 2004), una vacuna contra el rotavirus {Soler ef al

2005), etc.

Pero en algunas casos, la purificacian de las proteinas recombinantes de la
leche no es tarea facil, por lo que otros sistemas de produccion de proteinas
como la clara de huevo, el plasma seminal, glandulas de gusanaos de seda, efc.,
podrian ser usadas en un futuro, pero sin que existan hasta el momento
evidencias claras de que proporcionen serias ventajas sobre la leche {Lubon
1998; Houdebine 2000, 2002; Nikolov & Woodard 2004). La posible transmisian
de patogenos presentes en la leche a pacientes no parece un problema crucial
aungue dichos riesgos pueden existir.

El cerdo se ha utilizado para la produccion de farmacos y otros
bioproductos. Entre las que destaca la produccion de hemoglobina humana
{Swanson ef al. 1992; O 'Donnell ef al. 1993) v |la produccion del factor IX en la
leche de las cerdas transgénicas {Lindsay ef al. 2004} que podra ser aplicado en
breve para el tratamiento de la hemaofilia tipo B.

12
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1.2.4 MEJORA DE LA PRODUCCION ANIMAL

La transgenesis es una herramienta aplicable a la mejora de la produccion
animal como los sistemas de seleccion geneética convencional. Las aplicaciones
practicas de la transgenesis en la produccion ganadera incluyen la mejora en la
produccian y composicion de la leche, el aumento del indice de crecimiento, la
mejora de la transformacion de alimento y de la composicion de la canal, la
resistencia a enfermedades, la mejora de los parametros reproductivos,
destacando el incremento de la prolificidad, vy |a modificacion de las
caracteristicas celulares y de l|os tejidos para investigaciones biomedicas
{Wheeler & Choi 1997). La produccion de cerdos transgenicos para la hormaona
del crecimiento sirve como un excelente ejemplo del valor potencial de esta
tecnologia {Brem ef a/. 1985; Hammer ef al. 1985).

La mejora del crecimiento vy supervivencia de los animales de granja a
traves de |la modificacion de las caracteristicas de la leche, requiere la
produccion de animales transgenicos gue produzcan leche: 1) en mayor
cantidad, 2) con un alto contenido de nutrientes, 3) y/o gque contenga proteinas
con un efecto beneficioso. En algunas especies de produccion coma la cabra y
oveja, los nutrientes que |la madre aporta a sus crias no estan limitados, sin
embargeo, la produccion de leche en las cerdas limita el crecimiento de los
lechones y por lo tanto la produccion porcina {Hartmann ef af. 1984). Se han
creado cerdos transgenicos que contienen el gen bavina a-Lactoalbumina {a-LA),
mediante el cual se mejara la produccion y composicion de la leche en las
cerdas, incrementando hasta un 50% de la concentracion total de esta proteina
{Bleck ef al. 1998). La expresion de este transgen lleva asociado un incremento
en la produccion de leche y un aumento en el indice de crecimiento {Noble ef al.
2002).

Otro mecanismo por el cual la alteracion de la compaosicion de la leche
puede afectar el crecimiento del animal es la adicion o suplementacion de
hormonas beneficiosas, factores de crecimiento o factores bipactivos a la leche
{Wheeler & Walters 2001). Estas proteinas influyen en el crecimienta, como es €l
desarrollo y maduracion del sistema digestive, del sistema inmune y de los
organos endocrinos {Grosvenor ef af. 1993). Otras propiedades de la leche gue
pueden ser modificadas son las que afectan a la salud. Se sabe gue anticuerpos
especificos pueden ser producidos en animales transgenicos {Storb 1987), y por
tanto es posible producir anticuerpos en la glandula mamaria capaces de

13
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prevenir las mastitis en rumiantes y el sindrome MMA {Metritis-Mamitis-Agalaxia)
en cerdos {Pursel & Rexroad 1993a).

Se han realizado diversos estudios en cuanto a la mejora del
crecimiento y composicion de la canal mediante el uso de animales
transgenicos. La hormona del crecimiento y la insulina han sido incorporadas
como factor de crecimiento y expresadas en wvarios niveles en animales
transgenicos {Seamark 1987). Los resultados de estos estudios muestran que un
incrementa en la hormona del crecimiento mejora el crecimienta vy la conversion
alimenticia en cerdos aunque se acompana de efectos secundarios come la
artritis ¥ el crecimiento esgueletico anormal {Pursel ef al. 1990). Mejoras
similares se han conseguido con el gen de la hormona del crecimiento porcina,
pero sin los problemas de salud antes descritos {Vise ef al 1988). Otra
alternativa fue la introduccion del ancogen “ski” de pollos, gue causa hipertrofia
muscular y reduce la proporcion de grasa en la canal {Sutrave ef al. 1950). Sin
embargo, el exito de esta investigacion resulto limitado en algunos cerdos
transgenicos {Pursel ef al. 1388) y cabras transgenicas {Bowen ef al. 1994). El
proyecto donde se ha obtenido un mayor avance ha sido sin duda el rapido
crecimiento de los peces debido a copias adiciocnales del gen de la hormona del
crecimiento. En la actualidad, numerosas especies, salmon, trucha, carpa... se
encuentran bajo estudio, v nada parece indicar que estos productos puedan
acarrear algun tipo de problema para el consumidor humano. Es posible que la
autorizacion para poner en el mercado estos peces transgenicos podria
producirse en los proximaos afios {Muir 2004).

Por otra parte, la lucha contra las enfermedades aparece comg un
impaortante objetivo a conseguir coan el uso de los animales transgénicos, esto
podria: {1) reducir el uso de medicamentos y particularmente de antibioticos en
algunos casos, {2) mejorar las condiciones de bienestar animal, {3) mejorar las
tareas reproductivas v {4) reducir la frecuencia de transmision de enfermedades
animales a humanos {zoonosis). Debemos hacer especial hincapie en la
posibilidad de conseguir animales transgenicos resistentes a enfermedades
debido al gran interés que esto supondria, no solo a la comunidad cientifica sino
también al ganadero. Los procesos infecto-contagiosos en las granjas suponen
costes entre un 10-20% de la produccion total {Miller ef al. 1987). Por lo que un
paso biotecnologico de gran importancia consistiria en la inmunizacion de los
animales por medio de la transferencia de ADN mediante la produccion de
animales transgénicas. Un ejemplo especifico donde la transgénesis ha sido
aplicada para la resistencia de enfermedades es la produccion de cerdos
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resistentes al virus de la influenza. Lineas celulares de fibroblastos procedentes
de ratones transgenicos mastraron resistencia a la infeccion por este virus
{Haller ef al 1981; Staeheli ef al. 1386). También se han creado cerdos
transgenicos resistentes a la infeccion por influenza {Brenig ef al. 1930). Ctro
ejemplo son los ratones transgenicos con anticuerpos monaclonales que
neutralizan el virus de la gastroenteritis transmisible, estos anticuerpos son
secretados en la leche, dando lugar a la proteccion de |la descendencia para esta
enfermedad {Castilla ef al. 1988).

Se ha demostrado en ratones transgenicos, y esperamas que en un futuro
cercano tambien en cerdos, una forma soluble del virus de la pseudorrabia gue
los protegeria de la enfermedad de Aujeszky {Ono el all 2004). Asi como la
produccion de vacas con inactivacion de los genes de priones {PrP) podrian
prevenir enfermedades donde actuen los priones {Kuroiwa ef al. 2004).

Por otra parte, se han desarrollado animales transgénicos gue producen en
la leche proteinas con actividad antibacteriana: lactoferrina humana {Zuelke
1998), lisostafina {(Mitra ef &/. 2003) y lisozima humana {Murray ef af. 2003).
Estas proteinas se esperan gue en un futuro no muy lejano, protejan tanto a
cansumidores como a las glandulas mamarias de los animales cantra infecciones
bacterianas.

Del mismo modo, los antigenos de rotavirus VP2 y VP6 han sido
producidos en leche de conejo, y extractos de esta leche pueden usarse para
vacunar ninos ¥ animales a gran escala {(Soler ef al. 2004).

Otros ratones transgénicos expresan el gen de la lactasa en su leche,
reduciendose de tal modo el contenida de |la lactosa, a la cual una parte de la
poblacion humana es intolerante {Jost ef af. 1999). Cerdos transgénicos que
secretan en su leche a-Lactoalbumina bovina o IGF1 tienen una alta capacidad
para alimentar a sus crias {Bleck ef af. 1938). Cerdos transgenicos expresando el
gen de D-12-acido graso desaturasa contienen mas acido linaleico en sus
adipocitos {Saeki ef af. 2004).

Otro aspecto a tener en cuenta es |la reduccion de la contaminacion
ambiental. El principal problema de la produccion porcina es la gestion de los
purines debido a su alto grado de contaminacion, principalmente por la presencia
de altas cantidades de fosforo, gue es un limitante en la utilizacion de las purines
comeo abono en las cosechas. Con el objetivo de solucionar este problema, en el
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afo 2001, se crearon cerdos que expresaban el gen de |la fitasa de Escherichia
cofi en su saliva secretando un 75% menos de fosfatc mineral con la
cansecuente reduccion de la contaminacion {Golovan et al. 2001).

1.3 TRANSGENESIS: PERSPECTIVAS Y FUTURO

Hoy en dia existe un numero de nuevas tecnologias gue tendran un
profundo impacto en la mejora geneética de la ganaderia. Los recientes avances
en biotecnologia de la reproduccion y las herramientas en biologia molecular
abren una nueva era en produccion animal {Wheeler ef a/. 2003). Para alcanzar
estos objetivos sera necesario el continuo avance en el campo de la biotecnologia
de la reproduccion y el conocimiento del mapa genetico (Niemann et al. 2003).

La tecnologia de la transgenesis ya esta dispanible en el ambito comercial,
existen alimentos transgeénicos disponibles desde hace afios en muchos pafses,
son alimentos de arigen vegetal como maiz, soja, colza, calabazas y patatas {en
EE.UU. el 70% de los alimentos procesados contienen maiz maodificado
geneticamente). La OMS lleva un estricto control sobre estos productos
evaluando gue no sean taxicos, las posibles alergias, la estabilidad del gen
insertado, los efectos nutricionales y cualguier posible efecto no deseado. Los
cultivos de estos productos resisten las plagas v los herbicidas, por lo cual por
similitud podran producirse en un futuro animales resistentes a enfermedades,
siendo el principal problema la aceptacion por parte del consumidor de estos
productos.

Por otra parte, no hemos de perder de vista los problemas gue pueden
llevar asociados la produccion de animales transgenicos. Las plantas (tanto
transgenicas como no) suponen un bajo riesgo de transferir patogenos a los
humanos. El caso de los animales es diferente y el riesgo de transmision de
enfermedades debe ser valorado con cautela.

Ademas, esta el problema de la diseminacion descontrolada del nuevo
material genético. En este sentido, las plantas son cultivadas en campos abiertos
y una diseminacion descontrolada del transgen podria provocar riesgos en
algunos casos. Esta situacion no es extrapaolable para la mayoria de los animales
de granja, va gue estos se encuentran confinados. Sin embargo, los animales
acuaticos y las aves podrian colanizar grandes areas sin un cantrol posible. Esta
cuestion ha sido estudiada vy discutida por Muir {2004). Este estudio revela gue
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los peces de crecimiento rapido son maduros sexualmente antes gue los
controles. Ademas, este crecimiento rapido repercute en la posible extincion lacal
de algunas especies. El completo aislamiento de estos peces en granjas o la
esterilizacion de los animales podrian solventar este problema.

Segun Wheeler et al. {2003), la finalidad de la produccion de animales
transgenicos es incrementar nuestro conocimiento en las ciencias biologicas vy
biomedicas y nuestra eficiencia en la produccion de leche, carne y fibras. El exito
final de la transgeénesis esta limitado por nuestra habilidad para identificar genes
y tener apropiadas secuencias reguladoras de nuestro intereés, y la tecnologia
para la incorporacion y regulacion de dichos genes de forma apropiada en los
animales de granja. &n embargo, existen varios problemas:

a) Falta de conocimiento de los elementos reguladores necesarios para
la expresion del gen.

b) Diversidad de expresion del transgen dependiendo del lugar de
integracion.

¢) Diversas funciones fisiologicas de |los productos genicos especificos.

d} Posibilidad de alteraciones fisiologicas generales en animales
transgenicos.

1.4 METODOS DE PRODUCCION DE ANIMALES
TRANSGENICOS

Se han desarrollado numerosas y diferentes estrategias para crear
animales que lleven en su genoma ADN exogeno integrado de una manera
estable y capaz de transmitirlo a su descendencia. A continuacion, se describen
brevemente los metodos mas utilizados para la creacion de animales
transgenicos:

1.4.1 MICROINYECCION PRONUCLEAR

Mediante esta técnica se creo el primer animal transgénico por Gordon &
Ruddie en 1981, basandose en la microinyeccion de genes directamente en el
pronucleo de ovocitos de raton reciéen fecundadaos (Figura 1). Esta técnica ha sido
la mas usada y con mas posibilidades de exito en la produccion de ratones
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transgenicos, y ha permanecido sin cambios practicamente desde hace 25 afios
{Brinster ef a/. 1981; Costantini & Lacy 1981; Wagner ef &l 1981; Brem ef al.
1985; Hammer ef af. 19385).

FIGURA 1. Esquema de la microinyeccion pronuclear. Pasos a seguir para la introduccion

de ADN exogeno en el prondcleo masculino.
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En los animales domesticos la eficiencia de esta técnica es menor gue en
los ratones debido a algunos factores como son la dificil visualizacion de los
pronucleos, la dispenibilidad de ovocitos reciéen fecundadas, y la sincronizacion
entre animales receptores y donantes {(Martin & Pinkert 1994). La eficiencia de
esta tecnica varia segun las especies: 1-3% caprino {Gavin 1897}, 0.3-0.4%
cerdos {Pursel 1937}, 0.1-4.4% ovinos, 0.7-3.2% bovinos {Gagne ef al. 1997).
El rendimiento de la microinyeccion puede ser mejorado anadiendo la
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recombinasa RecA al ADN {(Maga ef al. 2003). Debido a la baja eficiencia de esta
tecnica se han requerido del desarrollo de otras tecnicas para aumentar las tasas
de integracion del transgen. Ademas, esta técnica presenta otras limitaciones
importantes, como son: {1} imposibilidad para producir knockouts por
recombinacion homologa, {2) ineficiencia en la produccion de embriones en los
cuales el ADN inyectado fue integrado en el genoma hospedador {(Mottle ef af.
2001}, {3) produccion de embriones transgenicos guimericos resultando en un
animal mosaico {Keefer 2004), {4) el sitio de integracian del transgen es
impredecible, resultando en una variacion de |la expresion del transgen {Clark et
al. 1994).

1.4.2 TRANSFERENCIA DE ADN USANDO VECTORES
VIRALES

Una alternativa a la microinyeccion pronuclear es el uso de virus
{retrovirus, lentivirus...) que inserten genes exogenos en su genoama (Figura 2).
El retrovirus actla como un sistema natural de transferencia de ADN a varios
tipos de celulas {Varmus 1998). Esta transferencia puede llevarse a cabo de
diversas farmas, como san la exposicion de las células a una alta concentracion
de virus, por co-cultivo en monocapa de celulas infectadas con retrovirus, vy
mediante la microinyeccion de retrovirus directamente en blastocistos de aves
{Pursel & Rexroad 19393b).

La principal ventaja del uso de virus como vectores es la posibilidad de
transferencia de los retrovirus a embriones en estadios mas avanzados de
desarrollo, a diferencia de la microinyeccion pronuclear. Comao desventajas cabe
destacar |a inestabilidad de los vectores, la dificil manipulacion de los retrovirus v
la posibilidad de gue el animal resultante sea un mosaico. Ademas, el tamano del
fragmento de ADN introducido queda limitado a unos 8-9 Kpb {Houdebine 2005},
e incluso, debido a la inestabilidad de estos wvectores, pueden ocurrir problemas
de expresion del gen.

En el porcing, el uso de virus comienza con el uso de retrovirus aviares
gue permite la infeccion de blastocistos {Petters ef af. 1989). Posteriormente,
Farre ef al. {1999), mediante el uso de adenovirus y por medio de la fecundacion
in vitro e inseminacion artificial, han obtenido embriones y lechanes transgénicos
respectivamente. En los ultimos afnos, se ha desarrollado el uso de los lentivirus
{Hofmann ef af. 2004) gque ofrece mavyor seguridad gue los retrovirus vy ha
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permitido |la generacion de cerdos transgeénicos utilizando el lentivirus de la

anemia infecciosa eguina {Whitelaw ef al. 2004).

FIGURA 2. Representacion grafica de la transferencia de ADN usando vectores virales.
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1.4.3 CELULAS EMBRIONARIAS INDIFERENCIADAS
("EMBRYONIC STEM” CELLS-ES) Y  CELULAS
EMBRIONARIAS GERMINALES (“"EMBRYONIC GERM”
CELLS-EG)

Las ceélulas embrionarias indiferenciadas {Embryonic stem cells-ES) se
establecen in vitro a partir del cultive de celulas procedentes de embriones en
estadio de blastocisto. Estas células mantienen sus caracteristicas de
pluripotencia vy conservan su cariotipo normal cuando son cultivadas in vitro
{(Wagner ef al. 1983). Los genes pueden ser introducidos eficientemente en las
celulas por transferencia directa de ADN, electroporacion, lipafeccion o par medio
de retrovirus. Estas celulas pueden ser inyectadas posteriormente dentro de un
blastocisto receptor colonizande el embrion y formar la linea germinativa
originando un animal guimeérico con células portadoras del gen exogeno
{Robertson ef al. 1986) (Figura 3). La posibilidad de una seleccian previa in vitro
de un genotipo en particular antes de |la introduccian de las células en el embrion
canstituye la principal ventaja de esta tecnica. Sin embargo, la gran desventaja
gue presenta es gue no se puede prever el destino de las células ES. Otro factor
a tener en cuenta es gue los animales producidos por esta técnica son
gquimericos siendo necesarios cruzamientos para la obtencion de una linea
transgenica pura {Gordon 1989; Pursel & Rexroad 1993b). Con esta tecnica se
han producido animales transgenicos en diferentes especies entre las gue
destacamos bovinos transgénicos guimericos {Cibelli ef al. 1998b).

Las celulas embrionarias germinales {Embryonic germ cells-EG) son otro
tipo de células totipotentes, derivadas de células germinales primordiales gue
daran lugar a ovocitos y a espermatozoides en el animal adulto. Estas lineas
celulares han sido descritas en raton {Resnick ef af. 1992; Matsui et al. 1992),
cerdos {Shim ef al. 1987; Piedrahita ef al. 1998) v en humanaos {Shamblott ef al
1999). El protocolo de creacion de animales transgenicos a partir de células EG
es similar al descrito para las células ES.

En porcino se han generado animales guimericas par medio de |la infeccion
de células ES o células germinativas primordiales {(Notarianni ef al. 1991;
Wheeler 19594;: Wheeler ef al 19395). Estos Ultimos autores, demuestran gue
hasta un 86% de los embriones porcinos que recibieran celulas ES sobrevivieron
a la micromanipulacion. En otro estudio, de 29 lechones nacidos procedentes de
transferencia de embriones creados por ES, 15 de ellos fueron quimeras
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{(Wheeler & Walters 2001). Los resultados de estos estudios muestran la
fiabilidad de utilizar celulas ES en programas para la generacion de cerdos
transgenicos.

FIGURA 3. Esquema grafico de la obtencion de ratones transgénicos mediante la
creacion de lineas celulares ES.
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1.4.4 LIPOFECCION

Esta técnica consiste en la introduccion de copias de ADN en células vy
embriones mediante el uso de liposomas, que son peguefas vesiculas formadas
por membranas lipidicas que protegen el ADN exogeno de la digestion de las
proteasas y DMNAsas {(Felgner ef al 1987). Uno de los componentes mas
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utilizados para la formacion de los liposomas es |a lipofectina que es capaz, de
manera espantanea o por sonicacion, de interaccionar con moléculas de ADN
dando lugar a complejos ADN-lipido. Cuando estas wvesiculas se colocan en
cantacto con las células gue quieren ser transformadas, se produce una fusion
con la membrana plasmatica de las células siendo el ADN transferido dentro del
citoplasma. Esta técnica ha sido utilizada en embriones de gallina {Muramatsu et
al. 1997b). En porcino se han utilizado estos complejos ADN-liposomas para la
transferencia geneética en diferentes tejidos, come corazon {Aleksic ef af. 1997),
pancreas {Benhamou ef al. 1997). Mientras que Lai ef al (2001}, utilizan
liposomas para mejorar la interaccion del ADN exogeno con los espermatozoides,
para la posterior produccion de embriones transgenicos.

1.4.5 ELECTROPORACION

Este metodo consiste en |la exposicion de las ceélulas durante unos
microsegundos con una corriente electrica de alto voltaje, dando lugar a la
formacion de poros en la membrana citoplasmatica que permite el paso de
macromaléculas como el ADN {Reiss ef al. 1986; Tur-Kaspa et a/. 1986; Inoue ef
al. 1990; Gagné ef al. 1991; Puchalski & Fahl 1992; Whitmer & Calarlo 1992).
Entre sus ventajas encantramaos la facilidad y repetitividad, |la aplicacian a células
en crecimiento en capas © en suspensian, y la posibilidad de controlar el ndmero
de copias de ADN transferidas.

Muramatsu et al. {(1997a, 1998) utilizaron esta técnica para la
transferencia de genes a embricnes de gallina. La electroporacion también ha
sido utilizada en espermatozoides de bovine {(Gagneé ef al. 1991) y porcino
{Horan et al. 1992a). Estos llevarian el ADN exogeno al interior del ovocito
durante la fecundacion {Gagne ef al. 1991; Horan et al. 1992a) y en lineas
embrionarias indiferenciadas de raton {Wurst & Joyner 1393) han dado lugar a
ratones transgenicos {Camper ef al. 1995).

1.4.6 BIOLISTICA

Otra técnica relativamente novedosa es la biolistica que consiste en el
bombardeo de microproyectiles de ADN u otras maleculas en tejidas y celulas
(Sanford ef al. 1991), mediante |la aceleracion de microparticulas de metal a una
alta velocidad. Zelenin et al. {1989) realizaron el primer trabajo de biolistica en
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ratones canfirienda resistencia a los antibioticas. Lf ef al. {19395) obtuvieron el
primer animal transgenico mediante biolistica donde células germinativas
primordiales de embriones de gallina fueron bombardeados con dos tipos de
genes diferentes.

Entre las aplicaciones de esta teécnica destacamos: el analisis de expresion
de genes, la terapia e inmunizacion genetica y la produccion de ceélulas vy
animales transgenicos {Klein & Fitzpatrick-McElligott 1983; Qliveira ef al. 2000;
Sato ef al. 2000), siendo las ventajas de esta teécnica diversas como son el
bombardeo simultaneo de muchas células, la liberacion de altas dosis de ADN, el
uso de uno o varios plasmidos, la independencia respecto al uso de protocolos de
cultivos de tejidos, la relativa eficiencia de la tecnica {Klein ef al. 1992; Sanford
et al. 1993; Biewenga ef al. 1997).

1.4.7 TRANSFERENCIA NUCLEAR (NT)

Desde el nacimiento de la oveja “Dolly” {(Wilmut ef al 1997), la
transferencia nuclear comenzo a ser cansiderada como otra tecnologia aplicable
para la produccion de animales transgénicos. En términos generales dicha
técnica consiste en la transferencia del material genetico de una célula donante
{carioplasto) a una celula receptora {citoplasto). En nuestros animales
domesticos se utiliza coma citoplasto, el citoplasma de ovaocitos madurados in
vitro o in vivo, mientras el carioplasto pueden ser células adultas diferenciadas,
celulas embrionarias o celulas fetales. La célula enucleada y el nlcleo donante
san unidos mediante electrofusion, tras lo cual la celula es activada por
estimulacian eléctrica o quimica, se llevan a cultivo embrionario hasta estadio de
blastocisto y finalmente se transfiere a una hembra receptora (Figura 4). Esta
tecnica es utilizada para la produccion de animales geneéticamente iguales a los
donantes |lamados clones. Las ventajas que presenta esta técnica son diversas:

1) Elimina los problemas asociados a la insercion al azar de los
genes.

2} Permite el uso de un amplic rango de celulas como son lineas
celulares embrionarias, ceélulas fetales y ceélulas somaticas
adultas {Van Reenen ef af. 2001).

3) Permite crear modelos biologicos knock ouf para el estudio de
enfermedades animales v humanas.
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4) Se puede aplicar a la produccion de animales domeésticos de alta
calidad geneética (Wilmut ef al. 1998; Polejaeva & Campbell
2000).

Se ha obtenido descendencia viva a partir de clanes de nudcleos
embricnarios en ratones, ratas, conejos, cerdos, ovejas, vacas ¥y monos "RAesus”™
{Schnieke ef af. 1997; Cibelli ef &f. 1998a, 1998b; Meng ef al. 1987). Por
transferencia nuclear de celulas adultas se han obtenido ovejas {Wilmut et al.
1997; McCreath et al. 2000), ratones {Wakayama ef &l 1398, Wakayama &
Yanagimachi 1299), bovinos {Kato ef al. 1998; Wells ef a/. 1333} y porcinos

{Polejaeva & Campbell 2000).

FIGURA 4. Esquema de obtencion de ovejas clanicas a partir de células somaticas.
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Una variante de esta técnica seria la transferencia de ADN en las ceélulas
somaticas usando la generacion de animales transgeénicos por clonacion, aungue
es mas laborioso, es mas eficaz que la microinyeccion pronuclear para obtener
rumiantes transgenicos {Schnieke ef al. 1997; Cibelli ef al. 1938a).

1.4.8 TRANSGENESIS MEDIADA POR ESPERMATOZOIDES
(SMGT)

La capacidad de las células espermaticas de conejo para capturar ADN
exogeno fue descrito por primera vez por Brackett et al {1971). Este
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descubrimiento y sus importantes implicaciones fueraon ignoradas durante casi 20
anos, siendo redescubiertas con la publicacion del articula cientifico: "Sperm celfls
as vectors for introducing foreign DNA info eggs: genetic transformation of
mice”. Cell. Lavitrano et al. 1885.

Los espermatozoides de los mamiferos tienen la capacidad de unirse al
ADN exogeno y su uso ha permitido la generacion de animales transgenicos. Esta
tecnica (Figuwra 5) se presenta como una alternativa para la produccion de
animales transgénicos debido a su relativa simplicidad y a la alta eficiencia ya
gue se llegan a alcanzar niveles de expresion del transgen de hasta el 94% de
los embriones analizados {Perry ef af. 1999; Chan et g/ 2000a, 2000b).

FIGURA 5. Rutas para la produccion de animales modificados genéticamente via SMGT
en diferentes especies {Smith & Spadafora 2005).
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1.5 TRANSGENESIS MEDIADA POR
ESPERMATOZOIDES (SMGT)

1.5.1 INTRODUCCION. BREVE HISTORIA DE LA SMGT

Bracket et al {1971) fueron los primeros en demostrar gue los
espermatozoides de los mamiferos tienen la habilidad intrinseca de unirse al ADN
exogeno. Posteriormente, en 1988, favifrano ef al. usando el raton como
modelo, demostraron la posibilidad de utilizar espermatozoides como vectores
para introducir ADN exogeno durante la fecundacion para producir animales
transgenicos. Este hecha genero un gran interés porque se proponia un NUevo
metodo de producir animales transgenicos “la transferencia de ADN mediada por
espermatozoides” siendo una técnica simple y de bajo coste. Sin embargo, las
dificultades en |la repetitividad v la baja eficiencia en |la integracian de los
transgenes en el genoma del animal, resultd en una considerable controversia
sobre dicho trabajo durante numerosos anos {Brinster et al. 1989; Birnstiel &
Busslinger 198%9). No obstante, recientemente se han publicado numerosos
estudios confirmando que los espermatozoides de multiples especies pueden ser
usados como vectores para introducir transgenes dentro del genoma del animal
{(Smith & Spadafora 2005). Entre los diferentes animales donde se ha
comprobado |a aplicabilidad de esta técnica se encuentran el raton {Lavitrano ef
al. 1989; Hochi ef al. 19390; Bachiller ef af. 1991; Maione ef af. 1998; Sciamanna
et af 2000; Satoc ef al 2002), conejo {Brackett ef al. 1971; Kuznetsov &
Kuznetsov 1995; Wang ef af. 2001), cerdo {Sperandio ef al. 1936; Gandgalfi ef af.
1998; Lavitrano et al. 2002; Nagashima et al. 2003}, pollo {Fainsold et af. 1930;
Yang et al. 2004), rana (Xenopus Laevis) {Kroll & Amaya 1986; Jonak 2000),
vacuno {Perez ef al. 1991; Sperandio et al. 1996; Rieth et al. 2000) v en algunas
especies de peces {(Sin et af. 2000; Venugopal ef af. 2004).

En este sentido, se han observado diferencias en la eficiencia del
transporte de los espermatozoides de ADN exogeno y la generacion de animales
transgenicos. Asi, en cerdos se ha lograda una alta eficiencia con esta técnica
obteniendose, en algunos estudios, resultados gue muestran que mas del 80%
de la descendencia eran transgenicos {Lavitrano ef ai 2002), mientras gue el
exito fue mas limitado en la produccion de cabras transgenicas {Schellander et
al. 1995). Las causas de las diferencias entre laboratorios v entre especies no
estan todavia claras, y en cansecuencia, la SMGT, aun siendo una técnica muy
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prometedora, no ha sido del todo adoptada para la creacion de animales
transgenicos.

La literatura cientifica contiene numerosas publicaciones acerca de la
interaccion entre ADN vy los espermatozoides (Ver tabla 1 v 2). Gran parte de
estos articulos muestran evidencias de fecundaciones mediante SMGT, y ademas
la mayoria de ellos obtienen como consecuencia generaciones Fyp de animales
viables, y en algunos casos esta demostrada la transmision del transgen a la
descendencia.

Los espermatozoides que fransportan el ADN pueden utilizarse para
fecundar ovocites i vitro {FIV) o in vive mediante inseminacion artificial {IA), o
en el caso de animales acuaticos mediante fecundacion via acuatica. La
electroporacion y utilizacion de lipopsomas han complementado esta técnica {Ver
tabla 1 y 2), favoreciendo la union de los espermatozoides a los transgenes {Lai
et al. 2001). Estudios mas recientes han introducide el ADN exogeno
directamente en el testiculo de los machas, simplemente ADN o ADN unide a
liposomas (Celebi ef &l 2003). Esta forma de SMGT se conoce como “festis
mediated gene transfer” {TMGT), los espermatozoides captan los transgenes in
vivo v pueden ser transferidos a las hembras mediante monta natural o por
inseminacion artificial. Otra innovacion reciente en la SMGT ha sido el uso de |a
ICSI, introduciendo directamente los espermatozoides con el transgén en los
ovocitos {Perry ef al. 1999; Moreira ef af. 2004).

En la tabla 1, queda reflejada esquematicamente la historia de la SMGT
desde gue fue descubierta alla por el afic 1871, considerando las diferentes
especies donde se ha utilizado, el método de fecundacion y el afio {revisado por
Smith & Spadafora 2005).
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1.5.2 INTERACCION ESPERMATOZOIDE-ADN EXOGENO

1.5.2.1 Aspectos técnicos de la SMGT

Los primeros experimentos llevados a cabo para la produccion de animales
transgenicos con el meétodo de SMGT, fueron realizados en raton usando células
espermaticas de epididimo. Estos experimentos acarrearon dos problemas: {1) la
falta de repetitividad en diferentes labaratorias v {2) distinguir entre los patrones
de las bandas del transgen {Wall 1999). La utilizacion de espermatozoides de
epididimo supone un claro limitante va gue el del animal donante solo puede
utilizarse una wvez. Sin embargo, el uso de los espermatozoides eyaculados
permite el emplec de los mismos animales durante toda la vida reproductiva del
animal. Ademas, la utilizacion de técnicas de criopreservacion permite conservar
durante largos periodos los espermatozoides epididimarios o eyaculados.

Para optimizar la técnica de SMGT existen dos parametros impartantes a
tener en consideracian: {1} Calidad del semen; {2) Capacidad de capturar ADN,
{Lavitrano ef af. 2003). La calidad espermatica esta influenciada por numerosos
factores como la estacion del afo {la calidad seminal disminuye en las eépocas de
calor), ritmo de recogida del eyaculado al que este sometido el animal, edad del
animal donante, etc. Perg uno de los factores principales es el efecto individual
{machg) por tanto elegir un buen donante requiere un gran esfuerzo perg una
vez elegido puede ser Util durante afos.

En relacion a la calidad seminal, la motilidad inicial debe ser de al menas
un 80% vy no menos de un 65% al finalizar el proceso de lavado. La habilidad
para captar el ADM e interiarizarlo dentro del nlcleo se correlaciona con la
calidad seminal, sobre todo en términos de motilidad progresiva tras el
procedimiento de lavado {Lavitrano ef al 2003). La presencia de ADN exogenag,
al menos en mamiferos, no genera interferencias con los parametros fisiolagicos
seminales, como la motilidad o motilidad progresiva. En algunos casos, los
espermatozoides tratados mejoran sus caracteristicas en relacion a las células no
tratadas {Chan 2000).

Lavitrano et al. (2003) seleccionaron nueve machos como posibles
donantes. En la figura & se muestra a lo largo del tiempo la union del ADN a los
espermatozoides de dichos machos, maostrando claras diferencias en la
interaccion con el ADN, aungue la cinetica de union es similar en todaos los casos
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donde se produce una rapida union durante los primeros 15-30 min, a partir de
este tiempao la union permanece constante.

FIGURA 6. Union entre
ADN v espermatozoides de
9 machos diferentes
{Lavitrano et a/. 2003}. El
porcentaje de union es
diferente segun los machos
utilizados aungue la cinética

de unian es similar.

La curva de union mostrada en la grafica anterior es muy similar a la
obtenida por Sperandio et al. {1996), cuando comparan la cinética de union en
diferentes especies {raton, cerdo y toro), obteniendo como resultado que la
interaccion maxima entre espermatozoides y el transgén ocurre en los primeros
30 min de incubacion, siendo los patrones de unign a lo largo del tiempa similar
en las especies estudiadas.

Para optimizar el protocolo de generacion de animales transgenicos, el
grupo de Lavitrano et al. establecio en gue momento, durante cuanto tiempo vy
gue cantidad de ADN debe ser afiadida a los espermatozoides para gue la
eficiencia en la union espermatozoide-ADN sea maxima. En los experimentos
realizados, el ADN exogeno se une aproximadamente en un 90% a las celulas
espermaticas, y esta union es seguida de una interiorizacion nuclear en un 70%
de dichas celulas. Las células espermaticas de epididimo de raton incubadas con
plasmidos de ADN captan espontaneamente las maléculas exogenas en un
perioda de 15-30 min {Lavitrano ef af. 1889). Para una adecuada optimizacion
del proceso de SMGT, el ADN debe ser anadido a los espermatozoides de cerdo a
los 30 min tras el lavado {centrifugado para eliminar el plasma seminal} ¥y no
pasados 60 min; de hecho esta es |la wventana que coincide con el estadio
temprano de capacitacion {Lavitrano ef al. 2003). La interaccion entre el ADN y
los espermatozoides es completada a las 2-4 h (Lavitrano ef &l 2003). Es
importante optimizar la cantidad de ADMN por espermatozoide para obtener el
numero maximo de espermatozoides que contengan ADN sin sobrecarga. Un
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exceso de ADN en los espermatozoides podria dafiarlos o ser una desventaja en
el momento de |la fecundacion si los comparamas can espermatozoides normales,
y en inseminaciones artificiales esta desventaja podria ser aun mayaor {Figura 7)
{Lavitrano ef al. 2003).

FIGURA 7. Union del plasmido a espermatozoides de diferentes machos. Se fue
incrementando la cantidad de ADN progresivamente a lo largo del tiempo.
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Se ha descrito gue cada celula espermatica de epididimo de raton capta
entre 1.5-4x10° moléculas de ADN {5 Kpb) en 30 min {Lavitranc ef al. 1989).
Estos walores fueron confirmados en raton y conejo {Castro ef af. 1991},

mientras que un menor numerc {109 fue detectado en cerdo {Horan ef af
1991).

Con la incubacion a 17-20°C abtuvieran el mejar compromiso entre ADN
captado v la calidad seminal, va que a esta temperatura se mantiene la
viabilidad de |os espermatozoides y disminuvye |la actividad nucleasa (Figura 8)
{Lavitrano ef al. 2003).
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FIGURA 8. Optimizacion de la temperatura de incubacion ADN/espermatozoide del
protocolo de SMGT.
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Otro factor a tener en consideracion es el efecto del plasma seminal.
Lavitrano ef al. {19%92) vy Zani ef af. {1995) demostraron gque existe un factor
inhibidor de la union con el ADN en el plasma seminal. Peguefias cantidades de
fluido seminal afadido a los espermatozoides lavados impide la union (Figura 9 v
10). Estos experimentos enfatizan la importancia de la eliminacion por completo
del plasma seminal lo antes posible tras |la recogida del eyaculado {Lavitrano ef
al. 2003).

Mo obstante, los espermatozoides maduros tienen una proteccian natural
para evitar la intrusion de ADN foraneo. El plasma seminal antagoniza con la
union del ADM exogeno, ejerciendo una poderosa proteccion del espermatozoide.
Un factor inhibidor {determinado como IF-1) fue identificade tanto en el plasma
seminal como en la superficie del espermatozoide. Para caracterizar esta
reaccion, se prepararon extractos de IF-1 procedentes de erizo de mar. IF-1 se
une selectivamente al segmento postacrosomal del espermatozoide, siendo el
mismo lugar donde se une el ADM exogeno. En presencia de los factores
inhibidores, las proteinas de superficie gue unen al ADN pierden dicha capacidad
{(Zani ef al. 1995). En ausencia de IF-1, estas proteinas son capaces de
interaccionar con el ADN vy dichos complejos introducen el ADN en la célula
mediante las maléculas CD4 {Lavitrano ef al. 1997b). Por lo tanto, este factor
juega un papel importante actuando como una barrera natural y protegiendo el
espermatozoide epididimario de intrusiones de moléculas exogenas que pudieran
comprometer la integridad del espermatozoide vy |la identidad genética de la
progenie {Spadafora 1338).
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Al analizar |la tasa de union de los espermatozoides al ADN, Castro et al.
{1991) encuentran gue soclo el 0.3% de los espermatozoides de cerdo unen el
ADN, mientras Camaioni et al. {1932) obtienen un 78% de union. Niveles
intermedios entre 30% {(Horan et af 1991) v 12-17% {Gandolfi ef af. 1886) se
encuentran en la literatura.

FIGURA 9. Autorradiografias de células espermaticas de ratdon incubadas con el
plasmido radicactivo H {a) vy seguidos de la preincubacion con cantidades crecientes de
extractos de IF-1 de erizo de mar (b} 125 ng {c} 250 ng {d} 300 ng {e) 1 pg. Tincion de
Hematoxilina, 1000X (Zani et af. 1995}.

FIGURA 10. Union de IF-1 fluorescente a células espermaticas de bovino. {a} Union
preferencial de IF-1 al segmento postacosomal de la cabeza espermatica. La imagen {b)
muestra que como IF-1, el plasmido radioactivo *H, también se une en la misma porcion

de la cabeza espermatica {Zani et al. 1995).
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La figura 11A muestra |la captacion de ADN por los espermatozoides de
verraca y su interiorizacion en el nudcleo a lo largo del tiempo. El grupo de
Lavifrannoc {2003) encantro gue los espermatozoides no tratados no captan ADN
exogeno {(Figura 114 4A); La captacion de ADN tiene lugar solo cuando existe un
exhaustivo lavado de los espermatozoides y una vez gue se ha eliminado
totalmente el plasma seminal (Figura 11A m). Aproximadamente el 20% del ADN
unido al espermatozoide es interiorizado dentro del ndcleo espermatico (Figura
11A ). En la figura 11C tenemos 4 paneles de imagenes autorradiograficas de
espermatozoides eyaculados de cerdo despueés de 2 h de incubacion con el
plasmido radioactivo RSVYhDAF. Dichas imagenes representan:

- Panel A: Espermatozoides eyaculados lavados

- Panel B: Nucleo de los espermatozoides del panel A

- Panel C: Espermatozoides eyaculados no lavados

- Panel D: Espermatozoides eyaculados lavados preincubados
con 20 .l de plasma seminal

FIGURA 11. Union del ADN en espermatozoides de cerdo evaculados. {a) Cinética de
union e interiorizacion en el Nicleo espermatico del ADN exogeno en los espermatozoides
de wverraco. (b} Inhibicion de la interaccion por la presencia de plasma seminal. {c)
Imagenes autorradiograficas de espermatozoides de cerdo sometidos a  distintos
tratamientos e incubados con el plasmido RSVhDAF.
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Lavitrano ef af. {2002) desarrollaron un medio libre de calcio en el cual el
proceso de capacitacion se producia lentamente en ausencia del plasma seminal.
El uso de este medio libre de calcio es muy importante porgue la presencia de
calcio en el medio aumenta la probabilidad gue endonucleasas enddgenas actien
sobre el ADN exogena. Para permitir |la capacitacion en ausencia del plasma
seminal y de calcio, se vario la temperatura y la cantidad de BSA afadida al
medio, dos factores gue pueden modular el tiempo de capacitacion. Realizaron
experimentos donde optimizaron el proceso en ausencia de calcio en el medio.
Para ello usaron diferentes concentraciones de BSA {desde & a 30 g/}, para
determinar las mejores condiciones de incubacion del ADN con los
espermatozoides {Lavitrano ef af. 2003).

FIGURA 12. Union ADN-espermatozoide en diferentes machos, incrementando la

cantidad de BSA utilizada en el medio libre de calcio.
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En la figura 124 observamaos la union de espermatozoides de distintos
machaos {Z, C, S, V) utilizando diferentes cantidades de BSA que se afadieron al
medio libre de calcio. Los machos S y C dieron sus mejores resultados cuando
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fueron incubados con 6 g/l de BSA, mientras el macho Z tiene su mejor resultado
cuando se incuba con 30 g/l BSA. Sin embargo, se observo en las
autorradiografias realizadas, gue los espermatozoides del macho Z tenian un
exceso de ADN (Figura 128), siendo su patron de localizacion diferente al de los
otros machos. Por ello se utiliza 6 g/l {Lavitrano ef af. 2003).

El dafo mecanico de la membrana plasmatica ocurrido durante el periodo
de centrifugacion, podria en un principio favorecer la penetracion del ADN
ex0geno en la cabeza espermatica, sin embargo el grupo de Lavifrano {(Francolini
et al. 1993) descarta esta posibilidad, realizando diversos experimentos donde
llegaron a las siguientes conclusiones: {1) Espermatozoides con una alta
motilidad y wviabilidad espermatica tienen mayor capacidad de captar ADN
exogeno; {2) Las células espermaticas fijadas con glutaraldehido no son capaces
de captar ADN foraneo; {3) Espermatozoides centrifugados a 4000 rpm v fijados
con glutaraldehido no captan ADN exogeno; {4) Espermatozoides fijados con
glutaraldehido despues de la incubacion con el ADN muestran el mismo patron
de unian gue las celulas espermaticas no fijadas.

1.5.2.2 Mecanismo molecular de interaccion ADN-
espermatozoide

Diversos estudios carroboraron que las moléculas de ADN se unen a la
cabeza espermatica en la region postacrosomal en las proximidades del area
ecuatorial {Lavitrano ef al. 1992; Spadafora 1998). Una vez unidas a la
membrana celular, las moléculas de ADN son capturadas {Francolini ef al. 1993).
El proceso de union de ADN e interiorizacion no es un evento al azar sino una
interaccion ionica, reversible e independiente de la secuencia y no restringida al
ADN pudiendo ser reproducida usando otras macromoléculas cargadas
negativamente {Spadafora 1998). El ADN exogeno interactua con proteinas de
30-35 KDa, las cuales estan presentes en la superficie de las ceélulas
espermaticas {lLavitrano ef al. 1982; Zani ef af. 1995) jugando un papel
trascendental en la interaccion ADN-espermatozoide tanto el complejo mayar de
histocompatibilidad tipo II {MHC II) como las moléculas CD4 {Lavitrano ef al.
1997b) (Figura 15). De hecho células espermaticas de ratones knockout para
MHC II tienen una reducida habilidad para unir ADN exogeno comparado con
espermatozoides procedentes de animales control {Mori ef af. 1990; Wu =f al.
1990). La captura de ADN por las células espermaticas procedentes de ratones
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knockout para MHC II fue un 50% menar en comparacion con espermatozoides
procedentes de animales normales (Figura 13).

FIGURA 13. Union e interiorizacion del ADN exogeno en células espermaticas
procedentes de ratones knockout para el complejo MHC II. La grafica muestra a lo largo

del tiempo la asociacion del ADN exogeno con las células espermaticas de ratones

normales {#), v knockout MHC tipo II { &), v procedentes de crias &nockout MHC II {0}, v

la asociacian con el nddeo espermatico de ratones normales {(0) v de ratones Knockout
MHC II {Lavitrano et af. 1997b}.
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Espermatozoides de ratones knockout para CD4 son totalmente capaces
de unir ADN pero no de interiorizarlo en la célula. Para demostrar el papel que
tienen las maoléculas CD4, el grupo de lavitrano demostro que incubando
anticuerpos monoclonales anti-CD4 con espermatozoides no maduros se evita la
interiorizacion del ADMN en la celula. El MHC II es requeride durante la
espermatogeénesis para producir células espermaticas capaces de capturar ADN
ex0geno, mientras que las moléculas CD4 presentes en las celulas espermaticas

median en la internalizacion del ADN unido al espermatozoide {Lavitrano ef af.
1997b).

La figura 14 muestra que tanto |los espermatozoides de raton knockout
para CD4 como los normales tienen la misma capacidad para unir ADN. Sin
embargeo, la internalizacion de ADMN se encuentra en los espermatozoides
normales pero no en el nldcleo espermatico de ratones knockout para CD4. La

falta de expresion de CD4 inhibe la habilidad de las células espermaticas de
interiorizar el ADN exogeno dentro del nlcleo.
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FIGURA 14. Union e interiorizacion de ADN exdgeno en células espermaticas de ratones
knockowt para CD4. La grafica muestra la asociacion a lo largo del tiempo del ADN con
los espermatozoides procedentes de ratones normales (W}, v knockowt para CD4 (), v
con el nideo espermatico de ratones normales (&), v knockout para CDd (&)
{Lavitrano et af. 1997b).
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La union del ADN se realiza de manera especifica en la matriz nuclear
(Zoraqi & Spadafora 1997; Magnano ef af. 1998; McCarthy & Ward 2000), zona
gue coincide con la region del segmento ecuatorial de la cabeza del
espermatozoide.

Una evidencia que muestra gque las moléculas exdgenas pueden penetrar
dentro de cabezas espermaticas fue obtenida incubando espermatozoides de
epididimo con DNasa I. El ADN genomico extra/do de espermatozaides de raton
incubados con cantidades crecientes de DNasa I, es considerablemente
degradade si lo comparamos con el ADN extraido de muestras de la misma
suspension espermatica gue no fue expuesta a la accion de la nucleasa. Este
trabajo demuestra que el 70% de las celulas estan protegidas de |la degradacion
enzimatica debida posiblemente a gue la mayoria de las moleculas de ADN se
encuentran dentro o fuertemente unidas a las cabezas espermaticas {Lavitrano
et al. 1991).

Una de las preguntas que se planted el grupo de Lavitrano fue el de
dilucidar si el ADN exogeno era absorbido por el espermatozoide a traves de un
proceso pasivo © mediante un mecanisma especifico. Demostraron que las
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celulas espermaticas captaban mas eficientemente ADN de mayor tamafio (7
Kpb) gue si eran mengres (150-750 bp) {(Lavitrano ef &l 1992). Estas
observaciones descartaron la posibilidad de que las maoléculas de ADN fueran
pasivamente interiorizadas, sugiriendo gue el proceso que se llevaba a cabo eran
interacciones ionicas, si es asi, la densidad de carga de las moléculas resulta en
la union de grandes maoléculas en preferencia a las peguefias. Esta evidencia
caonfirma que las cargas de las maoleculas juegan un rol importante en la
asociacion con las celulas espermaticas {Lavitrano ef al. 1992). En particular
observaron gque no solo los acidos nucleicos sino también otros pali-anianes,
comao la heparina y el dextranosulfato, asi como proteinas de bajo punto
isoelectrico, se unen eficientemente a las celulas espermaticas.

1.5.2.3 Organizacion e Integracion del ADN exégeno
interiorizado en el nicleo espermatico

Tras la interaccion ADN-espermatozoide vy la interiorizacion, el siguiente
paso conlleva la integracion del ADN dentro del genoma. Varios mecanismos han
sido descritos para la integracian del ADN en el procesa de microinyeccion
{Brinster et al. 1985; Coffin 1990). Algunos grupos han sugerido que el evento
de la integracion podria resultar de la activacion de un mecanismao enzimatico
endageno, camo el gue ocurre durante la reparacian del ADN {Spadafora 1998).
Estos datos indican que el proceso se lleva a cabo tras la penetracion del
espermatozoide en el ovocito pero no es conocido gque ocurra con la integracion
del ADN antes de la fecundacion. Usando la técnica de SMGT las secuencias de
ADN exogeno se unen fuertemente al nucleo espermatico v la integracion del
ADN exogeno ocurre preferentemente intercalandose can elementos nucleares
tipo I. La presencia de la secuencia de la topoisomerasa II al principio y al final
de la secuencia de integracion del gen, sugiere un posible rol de esta enzima en
el proceso de integracion {Spadafora 1998). Magnano en 1998, demostro gue las
secuencias exogenas del plasmido pSV2CAT fueron integradas en un Unico lugar
en el genoma espermatico.

Se observo que la proporcion de ADN interiorizade en el nudcleo
representaba constantemente entre un 15-22% del total de los espermatozoides
unidos. Esto sugirio gque este hecha no era consecuencia de un proceso pasivo vy
sin cantrol, sino de un mecanismo regulado. Autorradiografias estructurales de
espermatozoides de epididimo vy evaculado de toro lavados, e incubados con ADN
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marcado radioactivamente {°H) muestran gue el transgén es interiorizado v
ensamblado en la cromatina espermatica {Francolini ef af. 1993).

En la figura 15 queda representado el proceso de interiorizacion de las
maleculas de ADN exogenas en el nlcleo espermatico propuesto por Spadafora
1998. El ADN foraneo se une a unas proteinas situadas en la superficie de la
membrana espermatica {DPBs: DNA binding proteins, color azul), desprovistas
del factor inhibidor {IF-1, reojo). La union de las maoleculas de ADN activa el
mecanisma de interiorizacion, representado por la asociacion de las maléculas
CD4 {verde) con el complejo ADN/DPB. El complejo ADN/DPB/CD4 penetra en el
nucleo y se disocia a nivel de la matriz nuclear {amarilla), dejando el transgén en
contacto cercano con el ADN cromosomico del espermatozoide {azul claro). El
complejo proteica DPB/CD4 es reciclado hacia la superficie espermatica
{Spadafora 1998).

FIGURA 15. Proceso de interiorizacion de las moléculas de ADN exogenas en el nicleo
espermatico (Spadafora 1998},
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La interiorizacion activa de una proporcion cansiderable del ADN exogeno
unido al espermatozoide hizo plantear la cuestion de que la arganizacion original
de las moléculas de ADN, era modificada durante el transporte a traveés de la
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celula al interior del nicleo. Para resolver dicha cuestion se realizaron Southern
Blot de células espermaticas de raton incubadas con el plasmido B-Lactoglobulina
de oveja. Encontraron gue las moleculas del plasmide permanecian intactas
cuando los espermatozoides eran incubados con dosis bajas de ADN {1-10
ng/10° espermatozoides), en contraste, el ADN era altamente degradado cuando
eran usadas altas cantidades de ADN en la incubacion {100-500 ng/10°
espermatozoides). Estos resultados demuestran que los espermatozoides de
epididimo reaccionan a la presencia masiva de ADN exogeno mediante una
actividad nucleasa causando su degradacian. La actividad de las nucleasas
endagenas de |los espermatozoides es calcio-dependiente. Cuando las nucleasas
san activadas por la presencia del ADN exogeno, estas catalizan la degradacion
localizada del ADN cromosomico del espermatozoide. La degradacion del ADN vy
la modulacion de la actividad de las nucleasas nos recuerdan |la apoptosis
asociada al ADN descrita en las células somaticas {Spadafora 1998).

Estos descubrimientos explican, en parte, las diferencias existentes en la
repetitividad de la SMGT en las diferentes especies, ¥ da lugar a una probable
explicacion de la dificultad de la obtencion de animales transgénicos usando
celulas espermaticas de epididimo come vectores del transgen. A diferencia de
trabajar con ofras especies donde se han utilizado espermatozoides eyaculados;
en espermatozoides de epididimo, debido a la activacion de las nucleasas {pero
no en eyaculado) los espermatozoides degradaran gravemente el ADN exogeno
{por dichas enzimas), eliminando las células cargadas con el ADN foraneo
{Spadafora 1998).

Se ha demostrado que el ADN exogeno se interioriza en el nlcleo de los
espermatozoides de raton y estas secuencias se encuentran fuertemente unidas
a la estructura nuclear espermatica {Zoraqi & Spadafora 1997; Magnano ef al.
1998). Zoraqgi & Spadafora {1997) realizaron una experiencia donde se extrajo el
genoma de celulas espermaticas incubadas con el plasmido pSVY2CAT, mediante
un analisis de Southern Blof observaron que las secuencias de los plasmidaos se
habian recambinado con el ADN cromasomico de espermatozoides de raton. Se
seleccionargn dos clones al azar gue fueron secuenciados; en ambos casos el
sitio de integracian en el genoma fue idéntico y la secuencia de |la topoisomerasa
II coincidia con el final de la integracion de los plasmidos, lo gue sugiere un
posible rol de esta enzima en el proceso de recombinacion no homologa. Una
posible explicacion del lugar de integracion seria la hipotesis de que la estructura
cramatinica alterada asume el sitio especifico en el ndcleo espermatico. En la
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figura 16 podemos abservar graficamente el mecanismo de integracion del ADN
exogeno en el nlclea espermatico {Spadafora 1998).

Las mecanismos que gabiernan la integracion durante la SMGT no se
conocen con exactitud., Se ha propuestoc que los sitios potenciales de la
integracion del ADM foraneo son los sitios de cromatina que estan interpuestos
con elementos nucleares de gran longitud {Pittoggi et a/. 1999},

FIGURA 16. Mecanismo de integracion del ADN exdgeno en el ADN cromosomico del
espermatozoide: la integracion ocurre en las regiones del ADN cromosomico {azul} gue

se sitdan adyacentes a las protaminas (marron) {Spadafora 1998).
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1.5.3 LOCALIZACION DEL ADN EXOGENO EN EL
ESPERMATOZOIDE. METODOS DE EVALUACION

Cada célula espermatica es capaz de unir un numero variable de ADN
exogeno y cada maolécula encuentra su propio acceso a traves de la membrana
plasmatica. La membrana plasmatica correspondiente  al  segmento
postacrosomal de la cabeza es la zona mas permisiva a la hora de captar ADN
exogeno. Esta region particular de la membrana esta bioguimicamente bien
diferenciada por ser la region delimitada por el acrosoma {Bedford & Cooper
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1978; Meizel 1984). Ademas sabemos que la membrana plasmatica de la region
posterior de la cabeza espermatica esta involucrada en |a fusion de los gametos
durante el final del proceso de fecundacion {Bedford ef af. 197%; Shalgi & Phillips
1980; Yanagimachi 1981). Afkinson, en 1991, describe en boving, ovino e
insectos, cuatro sitios diferentes de interaccion del ADMN exogeno con las celulas
espermaticas: {I) acrosoma, {II) region ecuatorial {III), region subecuatorial {IV)
y parte final de la cabeza, pero la mayor parte de la interaccion ocurre en la
region III.

En 1991 las primeras evidencias del lugar de union se realizaran mediante
analisis autorradiograficos {metodos de visualizacion con el uso de
radioisotopos) donde se muestra que la union de las celulas espermaticas y el
ADN estan localizados preferentemente en la mitad posterior de la cabeza
espermatica correspondiente al area nuclear {Lavitrano ef af. 1991, 1992). Pero
esta distribucian no ocurre solo en raton sino en otras especies camo bovino
{Francolini ef al. 1993). El mismo patran es observado en espermatozoides de
cerdo, perp parte de ese ADN tambien se distribuye en otros lugares de la
cabeza, ademas de la cola. lavitrano ha demostrado gue existen dos
distribuciones preferenciales en la célula espermatica: alrededor del B0% se
localiza en la periferia del ndclea entre la membrana plasmatica y nuclear,
mientras que el restante 20% es claramente interiorizade en el nlcleo. Ambas
distribuciones pueden coexistir en la misma célula espermatica. Para tener
canstancia de la interiorizacion del ADN exogeno en el nucleo espermatico es
necesario realizar un analisis autorradiografico bajo el microscopio electronico
{Zan ef al. 1995).

Francofini et al. {1993) realizan autorradiografias de espermatozoides que
han sido incubados con ADMN para conocer si la union al ADN se realiza en el
nucleo. Las celulas espermaticas fueron incubadas durante diferentes periodos de
tiempo con ADN {pSV2CAT, 5 Kpb) marcadc con moléculas radicactivas {°H).
Demostraron gue una parte considerable del ADN interactla con la célula
espermatica y una parte de éste, es rapidamente asociado con el nicleo. El
porcentaje de ADN exogeno que se asocia con el nlcleo se encuentra entre el 6 y
el 28% del total de la union al espermatozoide.

Sperandio et al. {1996) realizaron una comparacion de union entre
espermatozoides de epididima de raton con espermatozoides eyaculados de
cerdo y toro, mostrando que las células espermaticas de cerdo y toro {entre 50-
80% de los espermatozoides unen ADM exogeno) tienen menar capacidad de
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union gue los espermatozoides epididimarios de raton {alrededor de un 90%),
esto puede ser debido al efecto inhibidor que presentan lgs restos de plasma
seminal. En las tres especies el ADN se une en la regian postacrosomal. En la
figura 17 queda representada una imagen de espermatozoides unidos al
transgen en las 3 especies {raton, bovino, cerdao).

FIGURA 17. Autorradiografias de espermatozoides epididimarios de raton {a} vy
espermatozoides evaculados vy lavados de bovino (b} v de cerdo {c)} asociados con el
plasmido pSY2CAT marcado con 'H (Spadafora 1998).

Otros estudios, como los que a continuacion se describen, utilizan comao
herramienta de localizacion del ADN en el espermatozoide la microscopia
electronica. El microscopio electranico utiliza electranes en vez de fotones o luz
visible para formar imagenes de objetos diminutos. Los microscopios electronicos
permiten alcanzar una capacidad de aumento muy superior a 105 microscopios
convencionales {hasta 500.000 aumentos comparados con los 1000 aumentos de
los mejores microscopios opticos) debido a gue la longitud de onda de los
electrones es muche menor que la de los fotones. Francofini et al. {1993)
realizaron analisis cualitativos revelando gue los espermatozoides de epididimo
de raton v espermatozoides lavados de toro unen moléculas de ADN exogeno. El
ADN aparece localizado en |la cabeza espermatica, en secciones langitudinales del
espermatozoide el ADN se concentra en |la cabeza del espermatozoide en
carrespondencia con la parte posterior del area del ndclen. No encontraron
cantidades significativas de ADN en la regian acrosomal y en la cola, v si en
algunas ocasiones, en la region mitocondrial de la pieza intermedia. La
distribucion en cortes longitudinales y trasversales de espermatozoides de ratan
y toro muestran dos patrones diferentes de distribucion: una primera distribucion
en la periferia del nicleo y una segunda dentro del nucleo, demostrando la
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interiorizacion del nlcleo. Estos dos tipos de distribucion pueden encontrarse en
la misma celula. Huguet & Esponda {1998) realizaron un estudio en rata y raton
donde introducen ADN exogeno directamente en los vasos deferentes. El
microscopio electronico reveld gue numerosos granulos de oro aparecian sobre
todo en el nlclea espermatico, y también asociados a la membrana plasmatica v
a la matriz acrosomal. Otras estructuras espermaticas como mitocondrias,
axanema © estructuras relacionadas con el axonema estaban normalmente
desprovistas de granulos. La cuantificacion de estos granulos mediante analisis
de imagenes computerizado determing una distribucion del 34% en el ndcleo
espermatico, 7.5% en otras estructuras espermaticas y 3% en el background
{\Ver figura 18).

FIGURA 18. Las imagenes {a-c} corresponden a imagenes de microscopia electronica de
espermatozoides de raton gue fueron recogidos tras la inveccion de ADN exageno en los
vasos deferentes. La mayor parte de los granulos de oro aparecen en el ndcleo {N}.
Algunos granulos también se observan en el acrosoma {A} o en la superficie espermatica.
El flagelo {F} v mitocondria (M} estan desprovistos de granulos de oro. La imagen {d}
muestra espermatozoides tratados con DNasa 1 donde se observa la presencia de

numerosos granulos en el ndcleo {Huguet & Esponda 1998).
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Ctra herramienta utilizada ha sido el microscopio de fluorescencia va
sea mediante inmunofluorescencia {Lavitrano et al. 1397b) o por incubacion
directa de |os espermatozoides con ADN exogeno marcado con algun fluarocromao
{Anzar & Buhr 2006, Carballada & Esponda 2001). La inmuncoflugrescencia se
utilizo {Lavitrano et al. 1997) incubando espermatozoides epididimarios de ratan
con anticuerpos monoclonales {unidos a un marcador fluorescente} anti-CD4
{responsables de la interiorizacion del ADN exogeno en el nlcleo) demostrando
gue las maléculas CD4 se |ocalizan en el segmento postacrosomal de las células
espermaticas (Figura 19).

FIGURA 19. Imagen de espermatozoides de raton incubados con anticuerpos anti-CD4
marcados con fluorescencia {Lavitrano et af. 1997b).

Posteriormente, Gandoffi et al. (1996) mediante inmunolocalizacion,
muestran que las moleculas de ADN se encontraban asociadas a los
espermatozoides entre un 12-17% dependiendo del tratamiento espermatico.

Mientras que Anzar & Buhr {(2006) utilizan dos tipos de plasmidas
marcados con dos fluorocromos diferentes: Rodamina-GFP vy FITC-CAT
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{Cloramfenicol acetil transferasa) ambos con un tamafgo de 5.7 Kpb. Los
experimentos se realizaron con semen fresco y congelado de toro. Los
espermatozoides se visualizaron mediante el microscopio de fluorescencia, y se
clasificaron coma transferidos si tenian coloracion roja o verde {dependiendo del
fluorocromo unido al plasmido) en |a region postacrosomal.

Los resultados mostraron gue la senal fluorescente se encontraba
principalmente en la cabeza del espermatozoide, sobre tode en la region
postacrosomal. Se encontraron dos tipos de patrones, unas pequefias gotas en la
region apical del acrosoma y una banda uniforme en la region postacrosomal
{(Figura 20).

FIGURA 20. Espermatozoides con el ADN unido (fluorescencia rojay a la region

postacrosomal v la zona apical {Anzar & Buhr 2006},

En este estudic se observaron dos poblaciones: 1) Rojo fluorescente en
region postacrosomal con filtre de rodamina vy fluorescencia verde bajo filtro FITC
{vivos vy transfectados); 2) Ausencia de fluorescencia bajo filtro de rodamina v
fluorescencia wverde bajo filtro FITC {espermatozoides vwivos pero no
transfectados). Los espermatozoides con  fluorescencia Unicamente roja
{transfectados y muertos) no fueron observados, indicando que el ADN exogeno
se une solo con espermatozoides vivos. Ni el macho utilizado ni los plasmidos
afectd a la union. Se muestra una mayor union cuande se usa semen congelado
gue fresco {(43% vs. 23%).
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El microscopio confocal es otra de las herramientas utilizadas para
visualizar la unian espermatozoide-transgen. Se trata de un microscopio capaz
de obtener imagenes tridimensionales de la celula, basandose en un principio
similar al del microscopio de fluorescencia. Se utiliza un laser como fuente
luminasa, y con él se va barriendo la muestra por todo su velumen, plano a
plano, creando numergsas imagenes bidimensionales que un ardenador
interpreta, generando finalmente una imagen tridimensional de la celula. Chan et
al. {2000a, 2000b) utilizaron esta técnica para detectar la union del ADN
exogeno en espermatozoides de mono “"Rhesus” tras ser inyectados en ovocitos
mediante ICSI, encontrando dicho ADN principalmente en la superficie de los
espermatozoides, tambien lo han utilizado en otras especies como bovino y
roedores. Huguet & Esponda {1998) muestran mediante esta tecnica gue la
mayor parte del transgeén aparecia en el area del ndcleo y también a nivel
intranuclear. Ademas algunos puntaos fluorescentes aparecieron en otras regiones
del espermatozoide o asaciados con la membrana plasmatica (Figura 21).

FIGURA 21. Imagen de
microscopio confocal de
espermatozoides de raton.
Mumerosos puntos
fluorescentes se visualizan
en el nicleo espermatico,
asi como otros en la
periferia del gameto
{Huguet & Esponda 1998).

Huguet & Esponda {19898) introducen ADN directamente en los wasos
deferentes de rata y raton, realizando dos pruebas: in vitro {coincubacion) e in
vivo {directamente en vasos deferentes). Los resultados obtenidos, utilizando
microscopia confocal v de fluorescencia, son similares tanto en la prueba in vitro
como in vivo. En raton, obtienen in vivo un 78% e in vitro un 69%. En la rata,
los valores fueron 60% (i vive) ¥ 70% {in vitro). En la mayoria de los casos, los
espermatozoides con el ADN unido mostraron un patréan muy similar de
fluorescencia, caracterizado por numerosos puntos fluorescentes en la cabeza
espermatica.

La citometria de flujo es una técnica destinada a la cuantificacion de
camponentes o caracteristicas estructurales de las células gue implica medir las

49



REVISION BIBLIOGRAFICA |

caracteristicas de dispersion de luz y fluorescencia gue poseen las celulas
confarme se las hace pasar a traves de un rayo de luz. A pesar de gue las
mediciones son realizadas sobre celulas individuales y por unidad de tiempo,
permite procesar miles de células en pocos segundos. Chang ef al. {2002)
utilizan el citometra de flujo para comparar la union gue se produce entre ADN vy
espermatozoides en diferentes especies {cerdo, raton, pollo, toro, capring, ovino
y humano). Para ello, utilizan un anticuerpo monoclonal con senal fluorescente
gque se une a la superficie celular, comprobando gque en todas |las especies
estudiadas se producia unian en mayor o menar grado (Figura 22).

FIGURA 22. Imagenes de dtometria de flujo donde se muestra la union entre
espermatozoides de diferentes especies {cerdo, raton, pollo, toro, cabra, oveja vy
humano} con el transgén. Las imagenes bajo la linea corresponden a controles negativos
de los analisis espermaticos. Las areas sombreadas representan los anticuerpos unidos a
las células espermaticas de diferentes especies (Chang et 3. 2002}.
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El recuento por centelleo es una técnica analitica por la cual la energia
radioactiva es convertida a luz visible y medida en un liquide organico. La
cantidad de luz producida es proporcional a la cantidad de radiacion presente en
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la muestra. Para hacer esto, se coloca la muestra radiactiva con el liquido de
centelleo. Este liquido contiene fllor, o un compuesto gue despide |uz
fluorescente cuando se bombardea con radicactividad, de este modo convierte |a
radioactividad invisible en luz visible. Un contador liguide de centelleo es un
instrumento que detecta la luz como resultado de las emisiones radigactivas que
excitan el fldor. El instrumento cuenta estas explosiones de la luz, o de los
centelleos, ¥ los registra como cuentas por minuto {CPM}. Chang et al. {2002),
para demostrar la habilidad de los espermatozoides de unirse especificamente
con el ADN mediante anticuerpos mAbC, incuba espermatozoides de cerdo,
raton, pollo, caprino, ovino ¥y humano con anticuerpos control y anticuerpos
mAbC, utilizande ADN radicactive {**P) y medidos mediante recuentoc por
centellen. Con |la presencia de mAbC todas las especies estudiadas unen un 25-
56% mas **P-ADN en comparacion con reacciones control sin anticuerpos o can
otro tipo de anticuerpo. Ademas, observaron gue los espermatozoides de pollo
son los que menos ADN unian, aungue este hecho no es inesperado ya que el
tamano de Ios espermatozoides de pollo es 3 veces menor gue el de
espermatozoides de otros mamiferos.

Lavitrano et al. {2003) hacen una seleccion de verracos donantes, para
ello, se determina la captacion del ADN unido a las celulas espermaticas
mediante el recuento por centelleo de las células espermaticas resuspendidas en
una concentracion de 5x10° espermatozoides/ml en SFM/BSA, mezclado con 2
ug/ml de *H RSVhDAF plasmido, e incubado a 17°C. También se llevaron a cabo
experimentos autorradiograficos para verificar gue el ADN exogeno estaba siendo
captado por la mavoria de los espermatozoides v el nucleo, vy que el ADN esta
carrectamente localizado en las células espermaticas y nlcleo.

Estos mismos autores, al incubar espermatozoides intactos de raton con
ADN exogeno marcado con fluorocromo no encontraron ninguna sefal de
fluorescencia, sin embargo espermatozoides de la misma muestra tras la
sanicacion presentan cierta fluorescencia en la region postacrosomal (Figura 23).
Cuando estos espermatozoides se observaran en el microscopio electronico, la
mayoria de las cabezas habian perdido el acrosoma y la mayoria de las
membranas se encontraban alteradas. Esto indica que no es el acrosoma el que
previene la union al ADN en regiones anteriores de la cabeza {Carballada &
Esponda 2001).
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FIGURA 23. (a)
Espermatozoides intactos no
presentan sefal de
fluorescencdia, por lo gue no
unen ADN. {b} Espermatozoides
de la misma muestra tras la
sonicacion muestran cierta

fluorescencia en la region
postacrosomal de la cabeza
{Carballada & Esponda 2001).

Existe clerta controversia respectc al hecho de que sean los
espermatozoides muertos o con alteracion de sus membranas los que se unan al
ADN. Asi pues, segun algunos autores los espermatozoides muertos de raton
{Lavitrano ef al. 198%), de cerdo {Horan ef &, 1991) v humanos {Camaioni ef al.
1992) no tienen capacidad de unirse al ADN. Sin embargo, Perry ef all {1999),
utilizan espermatozoides muertos, debido al tratamiento de permeabilizacion que
realizan {Triton X-100, congelacion rapida, congelacion-secado), y demuestran
gue dichas células al incubarlas con la GFP e inyectarlas mediante ICSI, son
capaces de fecundar y dar lugar a embriones transgenicos. Posteriormente, se
han publicade un gran numera de trabajos gue han confirmado el uso de
espermatozoides con membranas alteradas {(Shim ef al. 2000; Lee ef af. 2003;
Moreira ef af. 2004).

1.5.4 PRODUCCION DE “ESPERMATOZOIDES
TRANSGENICOS” EN DIFERENTES ESPECIES

La ceélula espermatica, aungue bien estudiada en muchos aspectos, nunca
habia sido cansiderada como un sistema de transporte de ADN exogena. Algunas
buenas razones justifican este hecho: los espermatozoides son haploides, tienen
un citoplasma compacto vy muy reducido, vy han perdido la mayoria de las
funciones maoleculares y bioguimicas caracteristicas de las ceélulas somaticas
{Spadafora 1998).

A mitad de los anos setenta, Spadafora & Geraci (1975} mientras
estudiaban la organizacion nucleosomal de la cromatina espermatica de erizo de
mar con nucleasas de micrococos, se dieron cuenta de que la degradacion de la
cramatina podia desencadenarse simplemente afnadiendo enzimas de micrococos
a espermatozoides intactos. Estas simples observaciones sugirieron gue existia
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un acceso al interior de los espermatozoides de las enzimas, a traves de sus
membranas. Posteriarmente, se vio gue no solo las proteinas tenfan accesa sino
tambien maoleculas de ADN, pudiendo utilizar a los espermatozoides como
vectores de material genético exogeno. Pero realmente fue en 1971 cuando
Brackett et al. mostraron gue los espermatozoides de conejo libres de plasma
seminal eran capaces de captar y transferir el transgen 5V40 a ovocitos durante
la fecundacion. Este hecho guedo en el alvido hasta 1989 cuando Lavitrano ef al.
publican un articulo revelucionario donde crean ratones transgenicos a partir de

gvocitos fecundados con ceélulas

TA 2 InteracciGn entre espermaticas incubadas con ADN
espermatozoides y ADN exdgeno en p
vanas especies {Spadafora 1998). exogeno. El establecimiento del
i} . protocolo de SMGT podria ser
Metodo tansformacion ) ) ]
Clase Especies espenmatica aplicado a diferentes especies
— siendo de un valor extraordinario
Emancides Enze mar Incubaciin ALMspx A
en biotecnologia.
Moluscos Abafone Blectroporacin
ﬁbeial - :maﬁuml MU mMerosos trabajos
Carpa , 460 ADNspz muestran gue las celulas
Carpa Hlectroporacitin espermaticas de practicamente
Pez galo Hectroporaciin
Tilapia Blectroporacitn todas las especies son capaces de
Pez calwa Heclroporacitn .
Salmbn Blectroporacion capturar ADN exogeno (Tabla 1 v
Anfibios X I ais Incubacion ATTN/sg 2). Se han publicado resultados
Pajarcs Gl Incubacion ADN/SpZ negativos al respecto {Brinster ef
Galo Liporommaes: H
i on al. 1989}, pero una gran mayoria
) han sido exitosos como  ha
MamiTeros RRatin Incuhacion ADN/spz .
Raton incubacion ADN'spz ocurride en: erizo de mar
Realdn | ipeeacmee; . A
Camero incubacion ADN/spz {Arezzo 1989), abeja {Milne ef af.
cate 7 bk ADN—e 1989; Robinson et al. 2000), rata
Cerdo Clectroporaci on .
Bxtled iwaseadn ADNISq {De la Fuente ef af. 1990;
Yoo tnoubacion ADN'spz Yonezawa ef al. 2001, 2002),
Toro Electroporacian . )
Hurana Irncudecién ADNYspiz insectos {Atkinson et af. 1991),

peces {Castro ef a/. 1991; Khoo
et al. 1992; Sin ef al. 1993; Symonds ef a/. 1994a; Patil & Khoo 1395; Sarangi
et af. 1889; Zhong et al. 2002; Venugopal ef @i 2004), aves {Castro ef al
1991; Gruenbaum ef af. 18%81; Rottmann ef al. 1992), ademas de bowvino
{Castro et al. 1991; De la Fuente et af. 1990; Pérez ef al. 1991), cerdo {Castro
et af. 1991 ; Horan ef af. 1991, 1992a, 1992b; Sperandio ef af. 1996; Sciamanna
et al. 2000; Lai ef al. 2001; Chang ef af. 2002 Lavitrano =f al. 2003; Nagashima
ef af. 2003), carnero {Castro ef a/. 1931), macho cabrio {Castro ef a/. 1931;
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Schellander ef a/. 1335}, monos {Chan ef & 2000a, 2000b) v en humano
{Clausen ef af. 1991; Cabrera ef al. 1537).

Esta interaccion ha sido mejorada mediante el uso de la electroparacian en
espermatozoides de peces {Mueller ef af. 1992; Khoo ef af. 1992; Sin ef al.
1993; Symonds ef af. 1994b; Patil & Khoo 1996; Sin ef al. 2000; Venugopal ef
al. 2004) vy por el uso de liposomas en aves {Rottmann e=f &l 1992, 1986;
Squires & Drake 1993; Nakanishi & Iritani 1993; Yang ef af 2004) v ratones
{Bachiller ef al. 19%1; Rottmann et al. 193%2; Sowa ef af. 1935).

1.5.5 PRODUCCION DE ANIMALES TRANSGENICOS EN
DIFERENTES ESPECIES MEDIANTE SMGT

Diversas son las técnicas reproductivas gue se ha llevado a cabo para la
obtencion de embriones y animales transgeénicos mediante SMGT. Entre ellas
encontramos la fecundacian in wvitro {FIV), inyeccion intracitoplasmatica de
espermatozoides {ICSI), inseminacian artificial {IA), inseminacion guirdrgica,
laparoscopia, transferencia de embriones, etc. A continuacian, se describen
algunas de dichas técnicas y las aplicaciones gque se han llevado a cabo en el
ambito de la transgenesis con especial hincapie en el metodo de SMGT, y gue
guedan reflejadas esquematicamente en |a fabla 1 {pagina 28).

1.5.5.1 Obtencion de embriones transgénicos por FIV e ICSI
mediante SMGT

La fecundacion in vitro (FIV} ha sido definida como la penetracion de
espermatozoides capacitados en ovocitos maduros fuera del tracto genital
femenino. Sin embargo, esta definicion clasica ha sido hay en dia madificada con
el desarrollo de la tecnica de inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides
{IC%I}, gue se considera una variante de |la FIV tradicional.

Se produjo un gran revuelo cuando en 1989 el grupo de Lavitrano obtuvo
F, de ratones transgenicos producidos por fecundacion in vitro de ovocitos
con espermatozoides epididimarios incubados con plasmidos. Numerosos grupos
de investigacion intentaron reproducir la tecnica descrita por Laviftrano pero
Brinster ef af.,, en 198%, publican un estudio donde de 1300 descendientes
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analizados no obtuvieron Ios resultados esperados. Estos mismos autores
reflexionaron sobre esta cuestion y concluyeron "..quizas ef proximo paso para
fos autores sea demostrar dichos procedimientos en otros faboratorios pudiendo
asi observar los elementos esenciales de su meétodo que hemos eiudido nosofros
v ofros..”

En 1998, Majone ef al., obtuvieron descendencia de ratones transgenicos
por transferencia de embriones fecundados in vitro. Los espermatozoides fueron
incubados con el plasmido durante el periodo de capacitacion y después afnadidos
a ovocitos de raton recién obtenidos, los embriones divididos fueron transferidos
a los oviductos de hembras receptoras. De un total de 75 experimentos, 13 de
ellos dieron lugar a 130 transgenicos, un 7.4% del total de los fetos. En 5
experimentos mas del 50% de |la descendencia fueron transgenicos, pero los
factores de este alto rendimiento no fueron descubiertos. Estos experimentos
fueran realizados en calabaracion con el laboraterio de reproduccion biologica en
Boston para la realizacion de la FIV. Los primeros 24 experimentos fueron
llevados a cabo en Boston, y los siguientes 52 experimentos se realizaron en
Roma con los medios de cultive de Boston. Con este hecho demaostraron que la
tecnica se podia repetir en diferentes laboratorios de todo el munda,
respondiendo asi al desafio propuesto por Brinster.

En el afio 2002, Chang ef al. realizan una modificacion de la técnica
usando anticuerpos monoclonales que sirven coma nexo de unian entre los
espermatozoides y el ADN exogeno. Los resultados obtenidos no supusieron la
mejora esperada, teniendo finalmente mediante FIV un 33% de embriones
transgenicos de raton.

Uno de los principales problemas que presenta la FIV en la especie porcina
en la actualidad es la elevada tasa de polispermia, posiblemente debido a gue el
numero de espermatozoides utilizado es demasiado alto en comparacion con la
fecundacion in vivo {Hunter 1999). Se ha especulado gue parte del problema de
la palispermia sea debido a una inadecuada maduracion avocitaria; sin embargo,
cuando se utilizan ovocitos recién ovulados y fecundados in vitro se obtienen
también fecundaciones polispermicas {Coy ef a/. 1933a, 1933b, 1933¢; Martinez
et al. 1993). Ademas, se han obtenido lechones mediante la transferencia de
ovocitos madurados in vitre {(MIV) a una hembra receptora y posteriormente
inseminada {Coy ef al. 1999), lo cual también indica que el problema de Ia
polispermia podria ser inherente a la FIV ¥y no a la MIV. En la actualidad,
mientras no se consiga identificar el factor o factores que impiden el adecuado
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establecimiento de la reaccion de zona /n vitro para bloguear la polispermia, la
tecnica de ICSI se presenta comao una alternativa importante en la fecundacion in
vitro en la especie porcina.

Otras variables estudiadas en relacion a la FIV son la concentracion
espermatica {Coy ef al. 1993b; Xu et af. 1996; Martinez 2002), el tiempo de
coincubacion espermatozoide-ovocite {Coy ef al. 1993c; Martinez 2002}, la
procedencia de |los espermatozoides {Rath & Niemann 1997), el wvolumen del
medio de cocultivo {Coy ef al. 1993a) vy tratamientos de lavado espermatico,
centrifugacion o seleccion previa a la FIV {(Matas ef af. 2003).

En 1992 {Horan ef al. 1892b) se hizo publico el primer estudio de
espermatozoides de cerdo incubados con ADM exogeno. Estos autores
determinaron la union del ADN exogeno a |los espermatozoides de cerdo que han
sido capacitados y reaccionados in vitro usando ionoforo de calcio, vy luego
usados en FIV en ovocitos de hamster sin zona pelldcida y en ovocitos porcinos
can la zona intacta. Se observo gue de los espermatozoides reaccionados mas
del 70% tenian el ADN exogeno en la region postacrosomal. Se fecundaron los
gvocitos y se vio que alrededar del 54% de los ovocitos fecundados tenian las
cabezas espermaticas descondensadas encontrandose el transgen en la region
postacrosomal. El resto se cultive 15-17 h, y tras la fijacion, se determinaron un
30% de ovocitos de hamster v un 10% en cerdo con prondcleo espermatico
usando la peroxidasa como sistema de visualizacion. Finalmente, no fue posible
determinar si alguno de esos prondcleas contenia el ADN exagenao.

Se han probado diferentes tratamientos y tamafos del plasmido para
optimizar vy mejorar la técnica de obtencion de embriones transgeénicos.
Sperandio ef al. {1996) compararon mediante FIV |la produccion de embriones
transgenicos en bovino utilizando 3 plasmidos con diferentes tamanos: pSV2CAT
{5003 pb), pRSV-LT ({9035 pb), pAlu {B0B1 pb). Los blastocistos fueron
analizados mediante PCR. Los resultados se muestran en la fabla 3.
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TABLA 2. Resultados de blastocistos transgénicos de bovino obtenidos mediante FIV-
SMGT {(Sperandio et af. 1996},

Plasmido Blatocistos Blastocistos
analizados positivos {%0)

pPSV2CAT 677 149(22)
pRSV-LT 94 2(2.1)
pALu 205 2{0.4)

En principio una de las explicaciones a estos resultados seria gue los
diferentes tamafios de plasmidos utilizados juegan un importante papel siendo
los de menor tamafio los gue dan lugar a tasas mayores de transgenicos, por €l
hecho de gue las moleculas mas peguenas de ADN son captadas mas facilmente
por el espermatozoide. Sin embargo, los analisis llevados a cabo in vitro,
muestran gue la asociacion entre los espermatozoides y el ADN de |los plasmidos
utilizados se interiorizan todos de una manera eficiente en el nucleo espermatico
{Sperandio et al. 1996).

Ctra de las variantes utilizadas fue el uso de semen congelado sometido a
electroporacion y coincubado con GFP con el promotor B-actina {Rieth et af.
2000). En este estudio se realizo FIV en bovino con ovocitos de MIV, v de los
29 embriones obtenidos y analizados, solo uno resultd ser transgeénico {3.5%).
Gagne ef al. {1991) y Sperandio ef al. {1996) publican un porcentaje de éxito del
12% v 22%, respectivamente, en embriones bovinos obtenidos por FIV con
espermatozoides incubados con el ADN, siendo estos resultades mayores que en
el estudio realizado por Rieth. Sin embargo, ellas no reflejan la integracion del
transgen sino la presencia de algunas copias del plasmide, por lo gque pudo
canducir a algunos falsos paositivos en la amplificacion por PCR. No se observo
expresion de la GFP en ninguno de los embriones, pero se ha publicado que la
presencia del promotor CMY {recordamos que en esta experiencia se utilizo el
promotar B-actina) mejora significativamente la expresion de la GFP, por lo gque
se sospecha que esta baja eficiencia de |la expresion se debe a este hecho.
Resultados similares fueron obtenidos por Hoelker et al. {2007), quienes realizan
FIV bovina utilizando espermatozoides congelados-descongelados incubados
can el transgén CMV-INF-t-IRES-EGFP, observanda que Unicamente 6
blastocistos {3.6%) expresaban GFP.
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El uso de protaminas unidas al transgen para protegerlo de la lisis de las
nucleasas fue realizado por Alderson et af. 2006. Estos autores realizaron FIV en
bovino con dos tipos de plasmidos {pCX-EGFP y pCX-EGFP-protaminas). El
analisis por PCR mostro que |los blastocistos tenian incluide el plasmido {14.6%
vs. 10.2%), sin gue mejoraran las tasas de produccion de embriones
transgenicos con la utilizacion de las protaminas. Sin embargea, cuando los
blastocistos fueron analizados por el microscopio de fluorescencia, ninguno de
ellos maostro niveles detectables de fluorescencia verde asociada a EGFP. En este
estudio, el numero de blastocistos positivos para la PCR fue menor gue el
observado en otros trabajos de SMGT bovina {(Shemesh ef af. 2000; Sperandioc ef
al. 1996), donde se incubd una menor cantidad de ADN con los espermatozoides.

Ademas de las especies ya mencionadas anteriormente, hay otras donde
se ha utilizado la fecundacion in vitro como metodo de eleccion para aplicar la
SMGT. Algunas de estas son el erizo de mar {Arezzo 198%), pez cebra {Khoo ef
al. 19923, salmon {Sin ef al. 1993}, el molusco Abafone {Tsai ef al. 1997).
Tambien se han lograde obtener anfibios transgenicos {Xenopus [aevis)
mediante FIV con una eficiencia del 23% {lonak 2000), ademas se consiguio
transmitir el gen a la siguiente generacion con una alta eficiencia {50%).

Como hemos podide comprobar el exito de la obtencion de embriones
transgenicos mediante FIV es muy dispar entre especies e incluso intraespecifica.
Debemos tener en consideracion gue, a fecha de hoy, no existe ninguna
publicacion donde se obtengan embriones porcinas transgénicos mediante FIV.

La inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI} es una
técnica de reproduccion asistida gue consiste en la introduccion de un Unico
espermatozoide en el interior del citoplasma de un ovocito maduro con la ayuda
de un micromanipulador. Mediante esta tecnica se salvan fases que son
fundamentales en el proceso de |la fecundacion, como son la union del
espermatozoide a la zona pellcida del ovocito v la penetracion a traves de ésta v
de |la membrana plasmatica. Los primeros experimentos en mamiferos se
realizaron can modelos animales, principalmente hamster y raton {Uehara &
Yanagimachi 1976; Kmura & Yanagimachi 1995), antes de conseguir
fecundacion mediante ICSI en el hombre {Van Steirteghem ef af. 1993). Sin
embargo, la aplicacion en las especies domesticas tales como la vaca, el caballo
o el cerda, no ha avanzado en la misma medida y estan siendo el foco de
atencion de los programas de investigacion de numeroses |laboratorios.

58



REVISION BIBLIOGRAFICA |

La micramanipulacion en ratanes y animales domesticos ha sido usada en
las dos Ultimas decadas para el desarrollo y perfeccionamiento de la tecnologia
de la clonacion y de la produccion de animales transgenicos {Nagashima ef al.
2003), vy en los programas de recuperacion de especies en peligro de extincion
{Iritani ef af. 1898). Tambien es de mucha utilidad en la produccion de animales
de granja de un sexo determinado {Probst & Rath 2003}, o en la obtencion de
descendencia a partir de animales de baja capacidad fecundante en FIV o
espermatozoides danados, pero con elevado valor genetico.

Las desventajas de la ICSI incluyen la necesidad de una compleja
instrumentacian, personal preparade y un efectivo protocole de trabajo. En
cerdos, ademas de estas dificultades hay gue sumar las asociadas al desarrollo
embrionario, elevada partenogénesis {Kaolbe & Holtz 199%) v un ndmero muy
bajo de embriones gue alcanzan el estadio de blastocisto {(Klocke 1999).

Los primeros estudios en ICSI se realizaron en eguinodermos {Hiramoto
1962) examinando la activacion ovocitaria y los eventos post-fecundacion.
Posteriormente, la técnica fue utilizada en anfibios {Brun 1874). En cuanto a las
primeras inyecciones en mamiferos, estas se realizaron en hamster {Uehara &
Yanagimachi 1976). Las primeras investigaciones de esta técnica en animales de
interés zootécnico {Catt & Rhodes 1995) demuestran gue ovocitos porcings,
ovinos vy bovinos pueden dar lugar a formacion pronuclear y desarrollo
embrionario limitado sin activacion exogena mediante la técnica de la ICSI.

Se ha obtenido descendencia viva mediante ICSI en diferentes especies.
En ratones, Lacham-Kaplan ef af. |o consiguieron en 1995, En conejos, Hosoi ef
afl. {1333) obtuvieron una camada inyectando espermatozoides intactos en el
citoplasma de ovocitos madurados in viva. En vacuno, Gofo ef afl. {1930)
obtuvieron descendencia viva mediante ICSI de espermatozoides muertos. Los
ovocitos fueron sometidos a un tratamiento con ionoforo de calcio para inducir la
activacion. También se ha obtenido descendencia viva en la especie ovina {Catt
1996), felina (Pope 1998) v equina {Grondahl ef a/. 1397).

La ICSI en la especie parcina esta experimentando un gran desarrollo
como tecnica, permitiendo reducir la polispermia, uno de los principales
problemas de la FIV porcina, va que solo un espermatozoide se inyecta en el
interior de un ovocito.
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La obtencion de lechones viables mediante esta técnica de fecundacion es
todavia extremadamente baja y Unicamente unos pocos grupos de investigacion
han obtenido nacimientos de lechones vivos. Los primeros lechones obtenidos
fueron en el 2000 {Kolbe & Holtz 2000; Martin 2000) con ovocitos madurados in
vivo, Posteriormente, en 2001, Lai ef al. obtuvieron el primer lechan {muerto al
nacer) procedente de la inyeccion de ovacitos madurados in vitro ¥ para ello fue
necesaria la activacion mediante pulsos electricos. Probst & Rath en 2003
obtuvieron 13 lechones en 4 camadas procedentes de la inyeccion de
espermatozoides sexados vy ovocitos madurados in vivo, en los que la activacion
se estimulo mediante la inyecciaon de ClzCa.

En 2003, otro grupo de investigacion publica el nacimiento de tres
lechones mediante la utilizacion de ovocitos madurados in vitro y activados
mediante pulsos eléctricos {Makai ef af. 2003). Recientemente, en 2007,
Katayama ef al. obtienen 3 gestaciones de 7 transferencias realizadas con
embriones tratados con cisteina, obteniendo una media de 3 lechones por
camada, usando ovocitos madurados in vitro.

El primer trabajo donde se utiliza la ICSI junto con la tecnica de SMGT fue
el de Perry ef af. 1999, |llevando a cabo |la produccion de ratones transgenicos.
Dichos autores consiguen altas tasas de blastocistos transgeénicos utilizando
espermatozoides sometidos a diferentes tratamientos. Cuando las membranas de
los espermatozoides son alteradas mediante detergentes {Tritan X-100), o sufren
el proceso rapido de congelacion-descongelacion, existe un numera de
blastocistos que expresan el ADN exogeno mavor gue cuando se inyectan
espermatozoides frescos no alterados {Ver tabla 4).

TABLA 4. Resultados de blastocistos transgénicos de raton obtenidos mediante 1CSI
utilizando diferentes tratamientos de permeabilizacion de las membranas espermaticas
{Perry et 3i. 1999},

Tratamiento Blastocistos Ratones
fluorescentes

Fresco Z6% (34/134)

Tritén X-100 64% {137/212) 19% {6/31)}

Congelacidon B2% {127/155) 1654 (2/12)

Congelacidn-desecacion B7% {134/154) 21% (3/14)
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En otro estudio {Naruse ef &l 200%), introducen el gen de la albumina
humana recombinante {hAlb) asociado al gen EGFP como marcador de aguellos
ratones v cerdos gue fueran transgenicos. Para este estudio utilizan semen
congelado-descongelado epididimario en ratones vy eyaculado en porcino
incubado con ADM. En este mismo estudic se comparan la eficiencia en la
produccion de ratanes transgenicos utilizando la micrainyeccion pronuclear y la
ICSI-SMGT. Cuando usan la SMGT en ratones, los ratios de division embrionaria
temprana {37.5%, 33/40) v de blastocistos {62.5%, 25/40} son similares a los
obtenidos por microinyeccion pronuclear, pero la proporcion de blastocistos gque
expresan la GFP es significativamente mavor en el grupo de la SMGT {60%,
15/25 vs. 4.3-20.6%).

Moreira ef af. {2004) demuestran la capacidad de transferir, por este
sistema, ADN de gran tamafio v con una mavor eficiencia que la microinyeccion
pronuclear. En 2007, Moreira ef al. demuestran ademas que el uso del sistema
ICSI-SMGT puede transferir concentraciones de ADN mayores gque con la
micainyecciaon pranuclear.

Con la tecnica de ICSI-SMGT se han obtenide los primeros monos
transgenicos mediante la transferencia de estos embriones {Chan ef al. 2000a).
La expresion de GFP sglo se observo en embriones creados por ICSI {34.6%) y
no por FIV. La fecundacian por ICSI excluye la interaccion de la membrana
plasmatica por lo gue no excluye |os genes exogenos adheridos al
espermatozoide.

En la especie porcina, Shim ef al. {(2000) v Lee et al {2003) obtienen
mediante ICSI embriones transgenicos, utilizando espermatozoides con
membranas dafiadas ya sea de manera quimica o fisica. Los resultados de estos
trabajos se muestran en las fablas 5 y 6.
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TABLA 5. Resultados de blastocistos transgénicos en porcino obtenidos mediante 1CSI
uvtilizando dos tratamientos guimicos de permeabilizacion de las  membranas
espermaticas (Shim et a/. 2000).

Tratamiento Blatocistos Expresién GFP

analizados (%) {%n)
Triton 0.02% 42/ 70{605%) 1041 7(59%)
1M NaOH 28/70(40%) 2/17(12%)
Control 34/70{49%}

TABLA 6. Resultados de blastocistos transgénicos en porcino obtenidos mediante 1CSI
utilizando dos tratamientos fisicos de permeabilizacion de las membranas espermaticas
{Lee et ai. 2003}.

Tratamiento Blatocistos Expresidn GFP
analizados {%) {%a)
Congelacidn-descongelacion 26% 81%
Congelacidn-desacacidn 2B8% 78%,
Control 22 % -

En los resultados de ambas investigaciones, el porcentaje de embriones
transgenicos obtenidos utilizando espermatozoides con las membranas dafadas
es claramente superior gque cuando se utiliza semen intacto. Confirmando estos
datos el estudio de Perry en 1999 con espermatozoides de raton.

Ctros estudios {Lal ef &l 2001; Bolling ef &/. 2003) han comparado la
produccion de embriones porcinos transgenicos usando FIV e ICSI. {af el al
(2001) compararon la eficiencia de la tecnica en FIV e ICSI de porcino,
realizando 3 grupos gue detallamos a continuacion: ICSI {espermatozoides
incubados con d2EGFP vy liposomas), FIV {igual que ICSI) vy FIV en la que primero
inyectan ADN/liposomas y posteriormente fecundan con espermatozoides. En la
tabla 7 gquedan reflejados los resultados de este estudio, donde el porcentaje de
embriones transgénicos con expresian fue de 29.4% en el grupo de ICSI, en un
rango de desarrollo embrionario entre 2 células vy estadio de blastocisto. Para los
2 grupos restantes ninguno de los embriones en ningun estadio expreso la
proteina.
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TABLA 7. Desarrollo i vitre de embriones mediante FIV e ICSI derivados de SMGT con
GFP {Lai et af. 2001}.

Método fecundacidon Blatocistos { %) Expresidén {%)
IC51 34{17.8+£13.1) 20{29 .4}
FIV 41{22.7+£6.4) 0
Inyeccion ADN+FIV Bi21.1+1.5) 0

Boliing ef al. {2003) estudiaron 4 grupos experimentales: 1) ICSI usando
espermatozoides con las membranas danadas {congelados-descongelados)
incubados con ADN {GFP}; 2) ICSI usando espermatozoides con las membranas
danadas; 3) FIV con espermatozoides congelados-descongelados incubados con
GFP; 4) FIV con espermatozoides congelados-descongelados sin ADN.  El
porcentaje de embriones gue expresan el gen GFP, en el dia & tras la
fecundacion, fue de 7.3% en el grupo ICSI+GFP y de 0% en el resto de los
grupos. No se observaron diferencias en el desarrollo embricnaric entre los
diferentes grupos. La mayoria de los embriones examinados {11/17) para GFP
eran mosaicos.

1.5.5.1.1 “Transgeénesis activa”: Uso de la recombinasa RecA

Existen numerosos metodos pasives de  transgeénesis, como  la
microinyeccion pronuclear, o ICSI-SMGT. Este dltimo método, como va hemos
comentada, se muestra eficiente en la produccion de animales transgénicos con
una transfeccion del transgen en aproximadamente el 45% de los animales
nacidos {Shinohara ef al. 2007). Sin embargo, usando estas técnicas se ha visto
gue algunos de los animales producidos soen maosaicos. Existe un nueve metodo
active que combina ICSI-SMGT con recombinasas © transposasas, y ha sido
desarrollado para incrementar la eficiencia de la transmision genetica. Esta
tecnica, denominada "Transgenesis activa”, implica gue el transgen es insertado
en el genoma hospedador con la ayuda de enzimas. Entre estas se encuentran
las proteinas transposasas (transposasa hiperactiva TnS) {Suganuma et al
2005) o recombinasas {RecA) {Kaneko et af. 2005}, A continuacion describimaos
la recombinasa RecA:
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1} Estructura y caracteristicas de la recombinasa RecA

La proteina RecA de £ cofi es un palipéptide con un peso molecular de
37.842 Dalton y un punto isceléctrico de 5.6. Bajo unas condiciones de
crecimienta normales existen de 8.000 a 10.000 monomeros de proteina RecA
por celula, un numero gue puede incrementarse a 70.000 cuando existe un dano
en el ADN y estan presentes los agentes que inducen la respuesta al dafo. RecA
esta presente en todas las bacterias {Cox 2003) v tambien ha sido detectada en
celulas eucariotas {Brendel ef al. 1997). La proteina recombinasa A de E. cofi
juega un papel central en la recombinacion homologa vy la reparacion del ADN
{Kowalczykowskl & Egglestone 1994; Shinohara & Cgawa 1995).

RecA se une a cadenas simples de ADN {ssADN), lo que representa el
proceso central en cualguier recombinacion genética homologa, para formar un
filamento nucleoproteico con un monamero de RecA cada 3-4 nucleotidos de ADN
{Cox & Lehman 1987), gque protege completamente el ADN de la digestion por
fosfodiesterasas y nucleasas {Yu & Egelman 1992). El complejo Rech:ssADN es
estable v puede ser usado en la microinyeccion pronuclear de cigotos v por lo
tanto sirve para evaluar los efectos de |a proteccion de la proteina RecA sabre las
cadenas de ADN en el proceso de transgenesis {Maga ef al. 2003); es probable
gue ademas, juegue tambien un papel enzimatico en la integracion del transgen,
aungue no esta clarp este Ultimo mecanismo {Kaneko ef al. 2005).

2} Resultados obtenidos con el uso de RecA

Este mecanismo de proteccion influye en la estabilidad de las cadenas
ssADMN durante la microinyeccion pronuclear utilizando los complejos RecA:ssADN
en cerdos y cabras (Maga 2001). Esta proteccion del RecA sabre las cadenas de
ssADN determing una mayor supervivencia embrionaria y una mayor frecuencia
de integracion del transgen {3.25% vs. 0.3%), indicando que la proteina RecA
juega un importante papel en la proteccion del ADN {Maga ef al. 2003).
Sorprendentemente, la mayor parte de |a descendencia obtenida con esta técnica
fueron mosaicos {Maga ef al. 2003). Kaneko et al. 2005, realizan un estudio en
raton mediante IC&I con complejos espermatozoides:Rech:ssADN,
comparandeolos con  complejos sin la presencia de RecA, Unicamente
espermatozoides:ssADN {control). A continuacion, en fa fabla 8, se presentan los
resultados obtenidos:
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TABLA B. Resumen de los experimentos de transgénesis mediante RecA-ICSI en raton
{Kaneko et a{. 2005).

Complajn Concentraci dn Ovocitos MN*embriones Mo Lechones Crias
ADN (ng/pil) inyectados 2 cel embriones nacid os (% transgénicas
positivos transferides transferidos) (% nacidos)
EGFP {receptoras)
ssADN . B 10 Sl ] 28154 BIE A
ssADM 10 L 11 3003 15(50] 1R8]
ssADN+Rech E =18 15 BRG] A5(65] oil3.3)
ssADN+Recd 10 6y 21 i) 27(48) 2(7.4]
ssADN+Recd 20 b 12 T 1028 20410
ssADMN+Recd 40 LL 13 Cic4d) 34(67) 2(5.9]

La expresion de EGFP fue detectada en el 18-37% de los embriones de 2
celulas, independientemente del usa o no de RecA. El resultado de los
nacimientos vario entre un 28-67% de los embriones transferidos. El ratio de
supervivencia embrionaria fue superior a los obtenidos con espermatozoides
congelados con unos rangos entre 20-36% {Perry ef af. 1993). Una probable
explicacion es gue al no utilizar tratamientos espermaticos tales como
congelacion o el uso de detergentes coma Tritdn X-100, se mantuviera asi la
integridad del genoma espermatico {Kaneko ef af. 2005). Finalmente, solo
obtuvieron descendencia gue expresaba la EGFP cuando utilizaron la proteina
Rech. La eficiencia de la transgénesis, determinada por el porcentaje de animales
transgeénicos nacidos, vario entre 5.9-40% con el complejo RecA. Sin embarga,
la transgenesis mediada por RecA-ICSI en estos experimentos, condujo a que
toda la descendencia fuera transgenica y no se demostrd ningun patron de
expresion maosaico, tal v como muestra la figura 24. Estos resultados muestran
gque el proceso de transgenesis mediante RecA-ICSI es un proceso RechA
dependiente.
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FIGURA 24. Imagen de dos ratones obtenidos mediante ICSI-SMGT utilizando complejos
RecA:ssADN. Uno de ellos {raton de la derecha} es transgénico para GFP {Kaneko et a/.
2005},

Hirabayashi en 2006 compara ambos meétodos, microinyeccion pronuclear
e ICSI, con v sin RecA, en ratas. Sus resultados demostraron que para la
microinyeccion pronuclear con el uso de RecA, la division embrionaria
temprana fue mayor que en el grupe sin RecA, mientras que la supervivencia de
los cigotos no estuvo influenciada per la proteccion del ADN con la proteina RechA.
La produccion de descendencia con el transgen EGFP fue similar en ambos casos
para la microinyeccion pronuclear {2.9 vs. 0.9% con RecA). Para el caso de
ICSI, |la division embrionaria de los ovocitos inyectados con RecA:ADN {57%)
fue mayor que sin su uso {29%). Sin embargo, la supervivencia post-ICSI {85-
89%) no estuvo influenciada por la proteccion de RecA sobre el ADN. No
hubieron ratas transgenicas entre las 39 crias gue nacieron tras 126 ovocitos
inyectados con ssEGFP:RecA unidos a los espermatozoides, mientras gue se dio
lugar a 4 crias tras la transferencia de 103 ovocitos mediante la ICSI tradicional.
Debido a la larga superficie de las caberzas espermaticas en las ratas si la
comparamos con los ratones, la exposicion a altas concentraciones de ADN
exogeno puede crear un exceso en esta asociacion; la introduccion de cabezas
espermaticas con exceso de ADN dentro de los ovocitos mediante ICSI puede
tener un efecto toxico en el desarrollo de los ovocitos. RecA se une a las cadenas
simples de ADN protegiendo a eéste de posibles degradaciones por
fosfodiesterasas vy nucleasas. Estas caracteristicas de RecA pueden explicar la
alta division embrionaria {en caso de la microinyeccion pronuclear) y la
supervivencia in vivo de los ovocitos de rata microinyectados {Hirabavyashi ef al.
2006).

Moreira et al. 2007, publicaron gue la eficiencia de la ICSI para la
produccian de ratones transgenicos fue similar cuando se utiliza semen fresco de
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epididimo ¥ RecA:ADN, a la gue se obtuvo cuando se utiliza semen congelada-
descongelado (38% vs. 45%).

1.5.5.2 Uso de la inseminacion artificial (IA) como método
para la obtencion de animales transgénicos por SMGT

La posibilidad de usar el SMGT con la IA supone grandes ventajas, ya gue
se reduce a la minima expresion el coste y la complejidad técnica para la
obtencion de animales transgenicos.

Se ha usado esta técnica en porcinos {Gandolfi ef al. 1996; Sperandio ef
al. 1986; Lavitrano ef af. 2003) y bovino (Schellander ef al. 1995; Shemesh ef
af. 2000). También se han llevado a cabo inseminacianes, utilizando la SMGT, en
otras especies como en conejo {Brackett ef al. 1971; Wang ef al. 2003), cabras
{Schellander ef al. 1995), abejas {Robinson ef af. 2000), ratas {Yonezawa ef al.
2002) y pollos {Yang ef af. 2004). El rendimiento final es muy diverso entre
autores y entre especies, asi por ejemplo en cerdo varia de un (0% {(Gandolfi ef
al. 1996) hasta cerca de un 80% {Lavitrano ef al. 2002), en la obtencion de
lechones transgenicos por inseminacion.

Durante una inseminacion artificial porcina convencional, a pesar del alto
nimeroc de espermatozoides depositados en el Utero {3-8x10%) solo unos pocos
cientos de espermatozoides pueden ser encontrados en el istmo en el momento
de la ovulacion debido al control de la unign utero-tubarica, al reflujo v la
fagocitosis. Se han desarrollado otras tecnologias para mejorar el proceso de
fecundacion y disminuir el nimero de espermatozaides utilizados en el procesa.
Entre estas tecnicas se encuentran la inseminacion intrauterina profunda
{Martinez ef al 2001, 2002), la inseminacion por laparoscopia {Fantinati et al.
2005). Mo obstante, algunas de estas técnicas reguieren de personal
especializado y una alta tecnologia.

1.5.5.2.1 Inseminaciones convencionales

La inseminacion artificial {IA) es la técnica individual mas importante
creada para la mejora genética de los animales de produccian, ademas entre
otras ventajas destacamos el control de enfermedades de transmision sexual,
econamica, la mejora del rendimiento del macho, el usp de semen congelado,
etc. En la actualidad, la inseminacion artificial porcina es una tecnica
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reproductiva con una alta aplicacion en todo el mundo, siendo en Europa su uso
alrededor del 80%. Se han desarrollado importantes avances en la técnica de
inseminacion artificial porcina {mejora de los diluyentes, evaluacion de la calidad,
determinacion del tiempo de ovulacion, etc.), gque han llevado a conseguir unos
elevados rendimientos.

Recientemente, se ha desarrollade una técnica de Inseminacion
intrauterina profunda mediante endoscopia en cerdas no sedadas {Martinez et af.
2001). El endoscopio fue reemplazado posteriormente por un catéter especial
{Martinez ef al. 2002) que puede ser usado para depositar un peguefio nimero
de espermatozoides en el cuerno uterino. Estos autores obtuvieron buenaos ratios
de fecundacion y de tamafo de la camada mediante esta sonda, pero la fertilidad
se redujo significativamente cuando la concentracion de espermatozoides fue
menor de 2.5-5x10° {Martinez ef al. 2002). Mas recientemente el usc de esta
sonda ha sido utilizada con semen congelado (Roca ef al. 2003) y células
espermaticas seleccionadas X e Y {Vazquez ef af. 2003).

En lo gque a la produccion de transgeénicos se refiere, Sperandio et al
{1996) compararon la produccion embrionaria en porcino utilizando 3 plasmidos
diferentes: pSV2CAT (5003 pb), pRSV-LT {9035 pb}, pAlu {8081 pb). Para ellg,
inseminaran cerdas con semen incubado con los diferentes plasmidos. A los 6
dias postfecundacion se procedio a la recoleccian de |os embriones y a su analisis
por PCR, los resultados obtenidos se muestran en la fabla 9:

TABLA 9. Produccion de blastocistos transgénicos en porcino utilizando 3 plasmidos
diferentes {Sperandio =t af. 1996).

Plasmido Blatocistos Blastocistos
analizados positivos {%)
pSVZCAT 130 B{5.7}
pRSV 10 o{0)
pAGLU 110 4(3.6)

Como va se ha comentado anteriormente en el aparfade 1.5.5.1, en
principio los diferentes tamafios de plasmidos utilizados juegan un importante
papel siendo los de menor tamano los gque dan lugar a tasas mavyores de
transgenicos. En este mismo estudio se inseminaron 10 cerdas con semen
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incubado con el plasmida pSVY2CAT dando lugar a un total de B2 lechanes, de los
cuales 5 fueron transgenicos, obtenienda una eficiencia de un 6.1% muy similar
a los resultados obtenidos mediante el analisis de los blastocistos {5.7%).

Pero sin duda el mayor éxito obtenido en la SMGT ha sida la produccion de
cerdos transgenicos para hDAF {Lavitrano et afl. 1897a, 199%, 2002, 2003;
Cappello et al. 2000; Lazzereschi et al 2000; Smolenski et af. 2007). Esta
proteina {hDAF) es un factor importante en la primera barrera de rechazo en
modelos de trasplantes de cerdo a primate. Se inseminaron hembras preplberes
con semen {1x10°%hembra), previamente incubade 2 h a 16°C con ADN que
cantenia |la canstruccion hDAF. Por esta técnica generaron alrededor de unos 100
cerdos transgenicos con este gen para ser usados en investigaciones de
xenotrasplantes, vy la eficiencia obtenida con SMGT fue mucho mayor que con
ningun otro meétodo {Lavitrano et al 2002, 2003). Publicaron gue
aproximadamente el 80% de los cerdos tenian integrado el transgen en su
genoma. La mavyoria de los cerdos gque llevaban el transgen hDAF lo
transcribieron de una manera estable {64%) y la mavyoria de los cerdos gue
transcribieron el transgeén también expresaron la proteina {B3%). Ademas este
transgen fue transmitido a la progenie.

Recientemente, se ha publicado un estudio (Wu =t af. 2007) donde se
compara la produccion de lechones transgeénicos por SMGT mediante dos
técnicas de inseminacion artificial, convencional {cervical) e intrauterina. Los
resultados demuestran gue la inseminacion intrauterina es mas eficiente ya que
obtienen casi un 30% de lechones transgenicos, mientras que con la
inseminacion cervical logran solamente un 3.4%.

1.5.5.2.2 Inseminaciones quirurgicas

Otro método desarrollado es |la deposicion de |los espermatozoides cerca
de la union Jtero tubarica {UT1) gue actia, junto con el istmo, como un
reservorio de espermatozoides donde éstos mantienen su estructura, matilidad,
viabilidad y capacidad fecundante. En cerdo, la inseminacian por laparotomia
cerca del oviducto ha mostrado buenos resultados tantc en semen fresco
{Krueger et af. 1999, 2000) como en congelado {Polge ef al. 1970). Mediante
esta técnica se han obtenido ratios de fecundacion satisfactorios {90% de
blastocistos usando 1x10° espermatozoides por cuerno {Fantinati ef al. datos no
publicados). Sin embargo, esta técnica quirdrgica resulta estresante para la
cerda y puede provocar adhesiones post-operatorias en el genital de |la cerda
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complican la posterior recoleccion de embriones. Estos procedimientos tienen la
ventaja de gue se deposita el semen cerca del lugar de fecundacion y gue se
puede observar directamente el nimero y la calidad de los foliculos
preovulatorios {Fantinati ef al. 2005).

La primera referencia del uso de las inseminaciones guirdrgicas en
oviducto utilizando semen incubado con ADN, data del ano 1996 cuando Gandolfi
et al., realizaron inseminaciones intratubaricas en 35 hembras obteniendo un
total de 126 lechones. Ninguno de los lechones maostro signos de incorporacion
de ADN exogeno en ninguno de los tejidos analizados mediante PCR y Southern
Blot.

En el afip 2002 Chang et al. utilizan anticuerpos coma nexo de unian entre
los espermatozoides vy el ADN. Se realizaron inseminaciones quirdrgicas
depositando los espermatozoides en el oviducto {1.2x10° espermatozoides por
oviducto) de cerdas receptoras. En un primer experimento se inseminarcon un
total de 27 cerdas, se obtuvieron 43 lechones procedentes de 7 cerdas {tasa de
gestacion del 26%). Un 13% de estos lechones fueron transgénicos. En un
segundo experimento similar {se realizo con |a idea de demostrar la repetitividad
del mismo), se obtuvieran 32 lechones de 8 cerdas, con una tasa de gestacion
del 28%, siendo un 18% de estos lechones transgenicos.

En el afo 2005, Fantinati e af, llevaron a cabo inseminaciones
laparoscopicas en el Utero a 2 ¢m de la union utero tubarica utilizando los
espermatozoides como vehiculos del plasmido EGFP. Los embriones fueron
recolectados por laparotomia 6 dias tras la fecundacion, se realizo el lavado de
los cuernos uterinos 2 veces con 20 ml de medio de lavado. En esta experiencia
el nimero de cuerpos [Uteas por cerda fue de 19.4 con un ratio de recuperacion
cercanc al 96%. El porcentaje de embriones normales desarrollados fue de un
86%. En la observacion de los blastocistos por el microscopio de fluorescencia,
un alto parcentaje de ellos expreso la EGFP {B0%).

Por otra parte, Websfer ef al. 2005 usaron la SMGT para producir con una
alta eficiencia cerdos multitransgenicos. Se inseminaron las cerdas mediante
laparoscopia o Inseminacion intrauterina. De 195 marulas/blastocistos recogidos
a los 6 dias tras la inseminacion, en 171 se expresaron las 3 proteinas
fluorescentes {BB8%). Ademas, de 18 lechones nacidos, todos eran transgénicos
para al menos un gen, 7 de ellos eran triple-transgenicos, 7 /18 eran daobles, y 4
eran transgenicos para un solo gen.
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1.5.5.3 Obtencion de animales transgénicos por SMGT
mediante transferencia de embriones

En el cerdo, desde hace varias decadas se ha estado realizando la
transferencia de embriones por wia guirdrgica. Sin embargo, en el campo
relacionado con las aplicaciones comerciales solo se ha utilizade de manera
limitada debido a la necesidad de equipamiento, instalaciones adecuadas v
anestesia.

Hasta el momento, se han utilizado 3 tipos de técnicas: 1) la transferencia
gquirdrgica clasica mediante |laparotomia e introduccion de los embriones en el
oviducto o en el extremo del cuerno uterino dependiendo del estado de
desarrollo, con porcentajes de gestacion entre el 17 y el 100% y tamanos de
camada entre 2.4 y 10.8 lechones {Cameron ef af. 1990); 2) la técnica de
laparoscopia, con porcentajes de exito del 14 al 90% y tamafios de camada de 7
a 9 lechones {Besenfelder ef al. 1998), v 3) los procedimientos no guirdrgicos,
basados en el abordaje transcervical y la introduccian de los embriones en el
Utero a traves de sondas especiales, gue tienen la ventaja de no precisar
sedacian en los animales, no ser invasivos y ser repetibles indefinidamente en el
mismo animal. Los porcentajes de gestacion en este caso varian entre 9-64% vy
el tamano de las camadas de 3.1 a 10.9 lechones {Yonemura =f al. 1996;
Hazeleger ef af. 2000). Recientemente, se ha desarrollado una nueva sonda para
transferencia embrionaria tanto en hembras nuliparas como en multiparas, gue
permite la introduccion de los embriones por via intrauterina profunda. Se ha
obtenido también descendencia mediante esta sonda {Martinez ef al. 2004) con
unos porcentajes de gestacion {70%) similares a los obtenidos por transferencia
guirdrgica v una media de 7 lechones.

La edad del embrion es un dato muy importante a la hora de realizar las
transferencias; dependiendo del estadio en gue se encuentre se dispondran en
oviducto o Utero receptor en las mismas condiciones que las que tendra el Jtero
de la hembra donante. Los mavyores exitos se han conseguido con la
transferencia de embriones de 2-4 células en el oviducto o de blastocistas en el
cuerno utering ¥, mientras que en el primer caso no es posible el abordaje
transcervical, en el segundo si o es.

QOtros factores a tener en cuenta son las condiciones higiénicas. El uso de
antibioticos y material estéril para prevenir contaminaciones aporta mayor
probabilidad de exito al procedimiento {Yonemura ef al. 1996). En cuanto a la
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edad de las hembras, normalmente se utilizan hembras primiparas porgue son
mas faciles de manejar y toleran mejor |la anestesia y los procedimientos
guirdrgicos que las cerdas adultas.

Por aotra parte, en la produccion de descendencia viva juega un papel clave
el reconocimiento y mantenimiento de |la gestacion. Al menos daos técnicas se
estan empleando para avudar en el reconocimiento y mantenimiente de la
gestacion tras la transferencia de embriones cultivados in vitro. La primera es la
administracion exogena de estrogenos, los cuales actuan alterando la liberacion
de prostaglandinas del dtero (Frank et af. 1977). Estos estrogenos pueden
administrarse entre los dias 11 y 15 de gestacion {Geisert ef al. 1990). La
segunda tecnica consiste en la induccion de cuerpos IUteos mediante la
administracion de eCG y hCG en el dia 9 v el dia 12 de gestacion
respectivamente {Ellicot ef al. 1973). Esta segunda poblacion de cuerpos IWteos
es refractaria a los efectas luteoliticos de la prostaglandina liberada alrededar del
dia 14 del ciclo estral original ¥y proporciona una fuente continua de progesterona
capaz de mantener la gestacian {Bazer ef al. 1382).

Varios son los trabajos publicados sobre la produccion de cerdos
transgenicos mediante la transferencia de embriones, producidos par el método
ICSI-SMGT, a cerdas receptoras aungue el porcentaje de exito sea muy variable
entre los diferentes estudios {Lai ef al 2001; Maruse ef al 2005; Yong ef al
2006). Los primeros realizaron 5 transferencias de embriones producidos por
ICSI en estadio de 8 células hasta morula {entre 16 y 40 embriones transferidos
par receptora). Cuatro de las hembras fueron transferidas con embriones
producidos con semen congelado-descongelado incubado con el transgeén, y se
realizo una sola transferencia control sin el transgen. Esta Ultima transferencia
mencionada dio lugar a un lechon que murio nada mas nacer {Ver tabla 10).

TABLA 10. Resultados transferencias de embriones {ICSI-SMGT) {Lai et 3. 2001},

Tratamiento N® embriones Resultados gestacidon
espermatico transferidos

ADN- 16 Un lechon nacido
ADN + 24 Actividad ciclica dia 21
ADN + 40 Actividad ciclica dia 75
ADM + 16 Actividad ciclica dia 20
ADN + 18 Actividad ciclica dia 36
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Yong ef af. en 2006, realizan 6 transferencias de ovocitos inyectados por
ICSI con espermatozoides congelados procedentes de un verraco transgenico
para la EGFP creado por Cabof ef af. 2001, dando lugar a un solo lechon, gue
resultd ser transgenico para la EGFP. La fabla 11 muestra los resultados
obtenidos:

TABLA 11. Gestacion y parto tras la transferencia guirdrgica de ovocitos MIV-ICSI
utilizando espermatozoides de un cerdo transgénico para la EGFP (Yong et al. 2006).

Receptora  N%ovocitos Gestacién N° lechones

transferidos nacidos
431 a0 -
467 171 + 1
445 43 i
421 45 1 _
442 45 o
466 58

La introduccion del gen de la albimina humana recombinante {hAlb) junto
a EGFP como marcadar del transgeén, fue realizada por Naruse ef al. (2005).
Utilizaron semen congelado-descongelado incubado con el ADN. Introdujeron 614
ovocitos microinyectados en 2 cerdas receptoras, obteniendo dos gestaciones,
aungue una de ellas perdio los embriones en el dia 24 de gestacion. Un lechan
hembra nacio a los 115 dias tras |la transferencia, pero murio a las pocas haras,
mastra una clara expresion de la GFP en los glabos oculares y en la piel, ademas
una debil fluorescencia en la sangre y en otros organos entre los gue se incluye
el higado. Mediante PCR se comprobo gue en todos los tejidos examinados se
encontraba integrado el transgén. En este estudio, todos los embriones
transferidos a las hembras receptoras expresaban EGFP {mediante previa
seleccion en el laboraterio). Como resultade una sola transferencia dio lugar a
descendencia viva. Este trabajo nos muestra gue la seleccion de embriones
usando |la expresion de EGFP previa a la transferencia es un metodo ineficiente,
por lo gue embrianes sin expresian na deben ser eliminados.

En el afilo 2006, Kurome et al. utilizaron la ICSI para la produccion de
cerdos transgenicos mediante la técnica de SMGT descrita anteriormente. El
estudio se realizo con ovocitos madurados in vitro vy espermatozoides
congelados. Tambien se valoro la posibilidad de que los cerdos transgénicos
obtenidos pudieran ser clonados a partir de sus celulas somaticas. Se utilizo un
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gen compuesto por EGFP y el gen de la albumina humana {hALB). La
transferencia de 702 embriones producidos por ICSI-SMGT en 5 cerdas
receptaras resulto en 4 gestaciones. En 3 de las hembras receptoras, que habian
recibido un total de 312 embriones, se recogieron los fetos {un total de 32) v,
uno de los fetos obtenidos resultd ser transgenico. Una de las hembras
transferidas dia lugar al nacimiento de 3 lechanes vivos, incluido uno transgenico
gue mostro una fuerte fluorescencia verde en los globos oculares, mucosas
orales y tejidos subcutaneos. El microscopio de fluorescencia maostro una
expresion de la GFP uniforme en las lineas celulares de higado, musculo vy
pulman. La transferencia nuclear de estas celulas en ovocitos receptares, resulto
en un estable desarrollo in viftro de embriones clonados, en un rango entre 12.9
a 19.8%. Cuandgc 767 de los embriones obtenidos mediante transferencia nuclear
fueron transferidos a 5 receptoras, todas resultaron gestantes y dieron un total
de 6 lechones vivos clonados y transgenicos. En la fabla 12 podemos apreciar los
resultados obtenidos:

TABLA 12. Produccion de fetos y lechones transgénicos procedentes de embriones
porcinos obtenidos mediante el método ICSI-SMGT {Kurome et af. 2006).

Receptoras Mo N fetos o Ne fetos o
embriones lechones lechones
transferidos oblenidos transgénicos

N2l 113 12 1
N2 112 14

NP3 B7 b

N4 154 3 1
N25 236
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FIGURA 25. Imagenes de un lechan {a} v un feto {b), obtenidos mediante ICSI-SMGT,
gue expresan la proteina GFP {Kurome et 3/. 2006},

Como hemos podido comprobar en estos estudios donde el fin Ultima es la
obtencion de animales transgeénicos mediante transferencia de embriones, el
exito de dichas transferencias no es muy elevado tanto a nivel de gestacion
camo por el nimero de lechones obtenidos. Las causas de esta baja eficiencia
pueden ser varias:

Estadio de desarrollo de los embriones
Lugar de deposicion de las mismaos

Calidad v nimero de embriones transferidos
Proceso de transferencia

Estrés pre y post-operatorio del animal

NN RN N R

Recanocimiento ¥y mantenimiento de la gestacion

1.6 VENTAJAS EN EL USO DE SMGT

La SMGT ha demostrado ser de gran aplicabilidad en numerosas especies
animales incluyendo mamiferos, aves, peces e insectos. Es notorio que el éxito
es mavyor en las especies acuaticas, pudiendo convertirse en un future ne muy
lejano la tecnica de eleccioan de transgenesis en este tipo de especies. La
transgenesis mediante SMGT es una técnica de muy bajo coste, sobre todo, al
combinarla con tecnicas camo la inseminacion artificial {IA) o en medios
naturales en el caso de especies acuaticas.

Estas son algunas de las ventajas gue presenta la técnica de SMGT frente
a la microinyeccian pronuclear:
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1} La frecuencia de produccion de animales transgénicos mediante SMGT
se encuentra alrededor de 50-60%, contrastando con la eficiencia de
0.5-4% usando la microinyeccian {Niemann & Kues 2000).

2) Los espermatozoides incubados con ADN pueden ser usados para
inseminaciones artificiales gue se practican comunmente en las
granjas, mientras gue la microinyeccion requiere de un eguipamiento
costoso {superovulacion, recoleccion e inyeccian de cigotos) con el
posterior sacrificio de las donadoras y de los embriones porcinos.

3) Se puede reducir notablemente el coste de un animal transgenico
obtenido por microinyeccion {25.000%), mientras que usando SMGT los
costes serian de unos 1000% {Wall 19396).

4) La microinyeccion en porcino da lugar a 2-3 descendientes mientras
gue la SMGT entre 6-14.

Con todo lo explicado anteriormente la SMGT se presenta como un metodo
eficiente y barato, que podria ser utilizado para la introduccion de genes
especificos en los animales de granja.

1.7 CONTROVERSIAS CON LA TECNICA DE SMGT

A pesar de los éxitos abtenidos mediante la SMGT, todavia no se ha
establecido como un metodo de manipulacion genetica. Un aspecto significativo
€s que la integracion estable del transgen ha sido detectada con dificultad
mediante esta tecnica de transgeénesis. Existe un cierto escepticisma basado en
gue podria producirse el mayor caos evolutivo si resulta gue las células
espermaticas son capaces de actuar como vectores de secuencias geneticas
exogenas. Los tractos reproductives contienen moleculas de ADMN “libres”
{procedentes de la muerte celular natural), v es razonable esperar gue las
celulas espermaticas sean altamente resistentes a la hora de capturar
determinadas moleculas. Dado que la SMGT ha sido demostrada en numerosos
trabajos, y todavia no se ha producido un caos evolutive en la naturaleza, es de
prever gue existen formidables barreras en los espermatozoides a la hora de
capturar ADN, aungue estas barreras no son totales. Al menos dos barreras han
sido detectadas gque evitan la union e integracion de moléculas exogenas en las
espermatozoides de mamiferos: {1) un factor inhibidor {IF-1}, abundante en el
fluido seminal o unide a la membrana espermatica en animales marinos, {2)
actividad nucleasa endagena en el espermatozoide.
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Desde 1989 hasta 2004 se han publicado alrededor de 30 trabajos usando
la tecnica SMGT para la produccion de animales transgénicos viables. Sin
embarge, solo una minoria {~25%) de esos trabajos demuestran la transmision
del transgen a la descendencia. Claramente la transmision de los transgenes mas
alla de la Fy podria considerarse un requisito indispensable para usar la técnica
coma transgenesis animal. Algunos autores {Spadafora 1998), sugieren gue la
baja frecuencia de esta transmision puede explicarse por el inesperado
mecanisma de interaccion, presentandose los transgenes como episomas en las
celulas de la Fy, perdiéndose para la siguiente generacian.

De hecho numerosos trabajos Unicamente muestran transmision, y solo
algunos pocos muestran la integracian, estos datos sugieren gue deben existir
factores no conocidos que inducen la integracion en algunos de los experimentos.
La evidencia mas clara de integracion se ha obtenido con la ICSI ¥ mediante el
uso de lipasomas. Por el cantrario, se han mastrado bajos niveles de integracion
can la interaccion directa entre espermatozoides y ADN. Segln la hipotesis
planteada por Spadafora, una posible interpretacion de estos resultados es gue
la membrana plasmatica de los espermatozoides juega un papel crucial: cuando
la membrana esta intacta, como ocurre en la interaccion directa espermatozoide-
ADN, la union de las moleculas de ADN a la superficie de la ceélula desencadena el
mecanismo de interiorizacion y como consecuencia ocurre una trascripcion
inversa, formando mayoritariamente la generacion de moléculas episomales de
ADN. Por otro lado, la destruccion o "bypass” {usando liposomas) de la
membrana, facilita la interaccion directa con la cromatina de los espermatozoides
incrementanda la posibilidad de integracion. La integracion puede ocurrir
tempranamente en el niclen espermatico {espermatozoides transgénicos) o mas
tarde en los ovocitos, cuando el nlcleo espermatico se convierte en el prondclea
masculing.

Como hemos podido comprobar en esta revision bibliografica, los
rendimientos obtenidos en la produccion de embriones transgeénicos son muy
bajos. Entre estos, las numerosos trabajos publicados mediante SMGT-FIV, coma
es el caso de bovino {Sperandic ef al 1886; Rieth ef al 2000; Hoelker ef al.
2007), o incluso resultados nulos como sucede en porcing {Lal ef al. 2001;
Bolling ef al. 2003). Sin embargo, el éxito se hace patente cuando se utiliza la IA
can “semen transgénico”, pero se obtienen resultados muy variables entre
laboratorios {del 0% de cerdaos transgeénicos abtenido por Gandalfi ef /. 1996, al
80% obtenidos por Lavitrang en sus diferentes publicaciones). La SMGT no se ha
establecido todavia como metodo de transgeénesis si lo comparamos con la
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microinyeccion pronuclear o transferencia nuclear con ceélulas embrionarias
indiferenciadas, debido a gue todavia es dificil de predecir el trabajo rutinario de
transgenesis {Smith & Spadafora 2005).

1.8 RECIENTES AVANCES EN SMGT

Se ha visto en un relativo corto periodo de tiempo, gue el metodo de
incorporacion del ADN en la cabeza del espermatozoide, es una técnica
reproducible, simple y rapida para producir mamiferos transgeénicos. Logicamente
la fase de incorporacion del ADN exggeno al espermatozoide es el paso critico de
este metodo. Mumerposos  eguipos de  investigacion  han  desarrollado
recientemente nuevos procedimientos © usado tratamientos guimicos para
mejarar la transferencia de genes al espermatozoide antes de la fecundacion.

Un interesante y reciente desarrollo en la SMGT ha sido |la introduccion de
transgenes dentro de células indiferenciadas del testiculo in vive (TMGT). Esta
téecnica combina las ventajas de crear “espermatozoides transgenicos” e
investigar la funcion de los genes que intervienen en |la espermatogénesis. Los
resultados preliminares en ratdn muestran que el 60-70% de los
espermatozoides transportan el transgen cuando se les inyecta ADN en los
conductos deferentes {Huguet & Esponda 1898, 2000}, vy se detectd que el 7.5%
de la descendencia contenia el transgeén en sus células. Resultados similares se
han publicade usando liposomas que contenian el transgén, inyectandolos cerca
del epididimo (Sato ef al. 1999a, 199%b, 2000). Yonezawa et al. {2001)
utilizaron la técnica de TMGT con diferentes tipos de liposomas obtenienda mas
de un B0% de embrianes de raton que expresaban |la EGFP.

La inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSI} se
presenta como una técnica que permitiria incrementar la eficiencia de la SMGT
mediante la inyeccion de espermatozoides unidos con ADN (ver apartado 1.5.5).
Mediante este metodo de fecundacion in vifro se soluciona el problema asociado
a la muerte espermatica, que resulta de los diferentes tratamientos espermaticos
gue ayudan al ADN exogeno a cruzar la barrera natural del espermatozoide. Asi
se podrian utilizar espermatozoides tratados con Triton X-100, espermatozoides
sometidos a ciclos repetidos de congelacion-descongelacion o congelacion-
desecacion antes de la incubacion con ADN exogenao. El exito limitado de la ICSI
en algunas especies ha impedido la aplicacion de esta técnica. Se ha obtenido
descendencia mediante ICSI-SMGT en diferentes especies ademas de ratones,
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como son ratas {Kato ef al. 2004; Hirabayashi ef af. 2005), cerdos {Lai ef al
2001) v en mono RhResus {Chan ef af. 2000a, 2000b).

Ctra novedad en la SMGT es el uso de anticuerpos gue sirven de enlaces.
Chang et af. {2002) emplearon anticuerpos monoclonales de superficie
especificos para espermatozoides, sirviendo estos anticuerpos como maoléculas
de union para el ADN en la superficie de los espermatozoides de raton y de
cerdo. Tras la fecundacion con este tipo de espermatozoides tratados con
anticuerpos el transgeén fue detectado en el genoma de la descendencia tanto en
ratones como en cerdos. La transmision a la Fy ocurrid con una eficiencia de un
37.5% en cerdos y un 33% en ratones, la transmisian a la F: salo pudo ser
gbtenida en cerdos.

Diversos grupos han empleado ofros  tratamientos como  la
electroporacion o el usoc de liposomas para facilitar la union del ADN a los
espermatozoides {Smith & Spadafora 2005). La electroporacion es un

procedimiento gque unido a la tecnica de SMGT, permite aumentar el nimero de
moléculas de ADN gue captan los espermatozoides {Rieth ef al 2000). Estos
autores cancluyen que la electroporacion solo se deberia llevar a cabo en
aquellas especies donde el proceso de SMGT no sea eficiente, ya gue de esta
manera disminuye el estrés a nivel espermatico. Tsai ef al. {1997) usan la
electroporacion de l|os espermatozoides del molusco Halictis Divorsicofor
Suportexta, para facilitar la union del ADN a los espermatozoides. Se demaostro
que el transgeén fue transmitido a |la primera generacion en un 65% de los casos
e integrado en el genoma de algunas larvas. Miller ef af. {1992} usaron este
metodo en peces dando lugar a un 3-4% de expresion del transgen. Patif & Khoo
{1996), también utilizan esta técnica en el pez cebra, ¥y muestran gue las células
espermaticas electroporadas captan un mayor nimero de moléculas de ADN que
aquellas células no sometidas a la electricidad, pero esta técnica no incrementa
el nimero de espermatozoides que unen el ADN. La electroporacion se ha visto
gue afecta a la motilidad espermatica pero no al proceso de fecundacion. Horan
et al. {1992a) usa la electroporacian en cerdos, y obtienen gque un 70% de
espermatozoides maotiles incorporan el plasmido. La cantidad de ADN unido al
espermatozoide solo se incrementaba en un 5-10% cuando utilizaban estos
tratamientos. Rieth et al. {2000) obtuvieron un 46.5% de embriones
transgenicos de cabra utilizando espermatozoides electroporados, frente a un
3.5% en ausencia de la técnica.
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Tambien se han utilizado lippsomas (Ver apartadc 1.4.4) en conejos
mediante FIV obteniendo animales transgeénicos en su progenie {Wang ef al.
2001) v en ratas {Yonezawa ef al. 2002) gue dieron lugar a animales viables, o
el uso de protaminas {Alderson ef af. 2006) en la SMGT, como proteccion del
ADN exogeno contra la accion de posibles enzimas.

Los esfuerzos van dirigidos a la mejora en la integracian del transgeén en el
genoma hospedador. En 1996, Krolf & Amaya introducen un plasmide lineal en el
nucleo de espermatozoides de Xenopus usando enzimas de restriccion
(REMI} para descondensar el ADN genomico. El 36% de la descendencia
obtenida fueron transgenicos por esta técnica, comparada con un 19% cuando
no se utilizo esta enzima. Shemesh et al. (2000) emplean estas mismas enzimas
para Integrar lps transgenes en el genoma de espermatozoides de torg,
caombinada con la lipofeccion, consiguiendo resultados alentadores en la
produccian de transgenicos, aobteniendo un 30% de las morulas con expresion de
GFP.

Shen et al. {2006 producen de una forma simple y eficiente ratones v
conejos transgenicos usando dimetil-sulfoxide (DMS0} como medio para
transferir células espermaticas can ADN lineal y circular, mediante la inyeccion
directa en el testiculo del animal con una eficiencia de un 28.6% en raton y un
56.3% en conejo, mostrandose como una alternativa a la electroporacion vy al
uso de lipidos, siendo mas economico v no daflando a los espermatozoides in
vive,

Es necesario un metodo eficaz v simple para la produccion de animales
multitransgénicos necesarios para aplicaciones en las areas de veterinaria vy
medicina. El grupo de favifrano hizo uso de la SMGT para producir con alta
eficiencia cerdos multitransgenicos usanda 3 genes que codifican 3 proteinas
fluorescentes: EBFP, EGFP y DsRed2 {Webster ef al. 2005). Estas 3 proteinas
fluorescentes fueron expresadas en 171 de 185 embriones en estadio de
marula/blastocisto observadaos 6 dias tras la inseminacion {88%). De 18 lechones
nacidos, todos eran transgenicos para al menaos un gen, 7 de ellos eran triple-
transgenicos, 7 de 18 eran daobles, v cuatro eran transgenicos para un solo gen.
El ARN v la expresion de la proteina fueron encontrados en musculo, corazaon,
higado, pelo y en células mononucleares sanguineas. Estos resultados indican
que la técnica de SMGT es adecuada para introducir varios genes en el cerdao.
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FIGURA 26. Expresion de las proteinas fluorescentes con filkro azul (EBFP}, filtro rojo
{DsRed2} v fiktro verde {EGFP} en un blastocisto de 6 dias {paneles A, B, C}. No hubo
expresion en los controles negativos (paneles D, E, F} {(Webster et af. 2005).

1.9 ESTRUCTURA DE UN TRANSGEN. PROTEINA
VERDE FLUORESCENTE: GFP

Los transgenes constan esencialmente de dos componentes: el gen
estructural, que gueremos estudiar, vy los llamados elementos reguladores. El
primero sera el portadar de la informacian genética necesaria para |a sintesis de
la proteina gque gueremos analizar. Entre los genes mas usados en transgenesis
podemos citar: [(acZ {B-galactosidasa), Gusd4 (PB-glucuronidasa), Caf
{cloramfenical acetiltransferasa), SEAP (secreted alkaline phosphatase), Luc
{firefly luciferasa), GFP {Green Fluorescent Protein) y proteinas relacionadas. Los
elementos reguladores {promotores, secuencias activadoras, etc.) son las
secuencias de ADN responsables de gue nuestro gen se exprese en un
determinado tipo celular y/o momento del desarrollo. Este concepto es
impaortante yva gue podemos dirigir la sobreexpresion del transgén hacia los
tejidos de nuestro interés. Los mas usados son de origen viral {citomegalovirus-
CMV, simian virus 40-SV40) que producen un alto grado de expresion, pero
existen otros promotores mas especificos que hacen gue el gen solamente se
exprese en lugares muy concretos del organismo. Por ejemplo, si utilizamaos el
promotor de la queratina tendremos expresion del transgén Unicamente en la
epidermis. Sin embargeo, se pueden incorporar promotores que Se expresen en
todos los tejidos, como sucede con el promotor del gen metalotionina vy el
promotor de la actina del pollo. También es recomendable incorporar a la
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construccian transgenica un gen gue nos permita analizar faclmente la
expresion. Uno de los mas empleados es el gen tac”, que codifica para la enzima
bacteriana P-galactosidasa, ya que permite la deteccion rapida y sensible de la
expresion del transgeén por medio de la coloraciones de embriones enterps o
tejidos lo que nos indicara cuales son los animales transgenicos, e incluso cuales
san los tejidas y el momento preciso del desarrollo donde se expresa el transgen.
Y por Ultimo, otro elemento regulador a tener en cuenta, es la cola de poli A, gue
marca el final de la transcripcion y sirve para proporcionar al ARNm de una
secuencia que |lo estabiliza con mayor o menor eficacia {Benavides R Guenet
2003).

1.9.1 HISTORIA DE LA GFP

Las proteinas fluorescentes de invertebrados marinos han revolucionado la
vida cientifica. Organismos procedentes de todos los reinos han  sido
transformados con la proteina verde fluorescente {GFP) procedente de 4equorea
Victoria, produciéndose un gran avance en |a biotecnologia debido al uso de
estas proteinas. El numero de articulos cientificos de proteinas fluarescentes en
organismaos transgenicos esta creciendo exponencialmente: 200 articulos fueran
publicados entre 1994 y 2001, mientras gue entre 2001 y 2004, fueron mas de
900. Mas de las 3/4 partes de estas publicaciones recientes usaron A. Victoria
GFP v sus variantes {Stewart 2006). Por ejemplo, el mong Rhesus "ANDI" fue el
primer primate transgenico para la GFP, aungue esta proteina ha sido utilizada
en multiples especies.

La proteina verde fluorescente fue descubierta por Shimomura ef al en
1962. Esta proteina esta invalucrada en la bioluminiscencia que emiten diversos
generos de metazoos, en el gue se incluyen las medusas, anéemonas de mar y
corales. El papel biclogico de esta bioluminiscencia
no esta claro, aungue parece indicar gue cuando
estos metazoos se sienten amenazados emiten esta
luminiscencia para ahuyentar al predador. Prasher
{1995) describio gue la emision de la luz verde es
producida a partir de la energia liberada por las
luciferasas o fotoproteinas. En 1992, Prasher et al.
clonaron el gen de la GFP a partir de la medusa

Aequorea Victoria (Figura 27). La via de emision de

FIGURA 27. Imagen de la ] o . ]
medusa Aeqguorea Victoria. bioluminiscencia de esta medusa en particular, es
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producida por la fotoproteina aequorina unida a la luciferina coelenteramida en
contacto con el Ca’* que provoca la oxidacion de la luciferina. La energia liberada
en esta oxidacion es transferida a la GFP y estimula la produccion de luz verde in
vivo {Prasher 1995).

Chalfie et al. {1994) consiguen que el ADN de esta proteina se exprese en
celulas tanto procariotas {Escherichia Coli) como eucariotas {(Caenorhabditis
Elegans). A partir de este experimento se demaostro que la expresian de la GFP
podria ser utilizada para monitorizar la expresion de genes y |la localizacion de
proteinas en arganismos vivos. Mas tarde, se crearon otros animales y plantas
transgenicas, como Drosophila Melanogaster {Wang & Hazelrigg 1994) y el pez
cebra {Amsterdam ef gl 1995; Peters ef af. 1885}, utilizando la GFP. En 1995,
Ikawa ef al. insertan la GFP en ratones para demostrar gue la insercion de este
gen era factible y se podian producir diferentes lineas de ratones transgénicos.

1.9.2. ESTRUCTURA Y CARACTERISTICAS DE GFP

La caracteristica mas importante de la GFP es la presencia de un
cramaoforo altamente fluorescente formado per el tripeptido ciclico Ser-Tyr-Gly.
Para producir la emision de fluorescencia, es necesario que la proteina GFP
adopte unos plegamientos formando un cilindro, guedando el cromoforo en el
interior de esta estructura {Crmo et af. 1336).

La GFP es una proteina estable (Qrmo et al. 1596). Pero cuando la
proteina se desnaturaliza pierde |a fluorescencia {Prasher 1395; Tsien 1998). Por
ejemplo, la desnaturalizacion a altas temperaturas {a partir de 78%C), provoca la
perdida del 50% de la fluorescencia. La GFP tiene numerosas propiedades como
son la neutralidad, la no toxicidad, y su uso como marcador universal cuando se
expresa en organismos transgenicos. A niveles fisiologicos relevantes, GFP es
completamente digerida y no presenta ningunas caracteristicas de tipo alergénico
{Stewart 20063.

1.9.3. APLICACIONES DE LA GFP

Las utilidades gue presenta |la GFP son numerosas, entre éstas podemaos
destacar las siguientes:
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* Puede ser detectada por un microscopic convencional de
fluorescencia

¥ A diferencia de otras moleculas no necesita de cofactores o
substratos para ser detectada

* Su peso molecular es relativamente bajo {27 KDa), lo gue
facilitaria su difusion a traves de células ramificadas tales como
neuronas o celulas de Glia

¥ Tiene la capacidad de unirse a proteinas y marcarlas

* Puede dar lugar a diferentes colores por cambios en sus
aminoacidos

¥ La fluorescencia resiste a tratamientos con formaldehido lo que
nos permite trabajar con preparaciones fijadas. Pero soluciones
fijadoras muy acidas o el uso de disolventes organicos pueden
desnaturalizar la proteina y eliminar la fluorescencia

La variante mutada verde EGFP {("Enhanced Green Fluorescent Protein™) es
la forma mutada mas utilizada {Furtadoe & Henry 2002; Nakanishi ef al 2002;
Kusser & Randall 2003). Esta variante tiene una intensidad de fluorescencia 20 a
35 veces superior respecto del tipo salvaje de GFP {Hadjantonakis ef al 2001).
En 1997, Okabe et al. producen las primeras lineas transgenicas de ratones gue
expresaban el transgen EGFP. Algunas otras variantes de la GFP salvaje son la
EYFP {"Enhanced Yellow Fluorescent Protein”™), la EBFP {"Enhanced Blue
Flugrescent Protein™) v la ECFP {"Enhanced Cyan Fluorescent Protein™), todas
ellas producidas por diferentes sustituciones aminoacidicas que provocan una
alteracion de los perfiles espectrales respecto de la GFP salvaje {Hadjantonakis &
Nagy 2001).

Tambien se utiliza el gen de la GFP unido a rodamina o fluaresceina, lo que
nos permite discernir la union del ADN al espermatozoide mediante simple
microscopia de fluorescencia o microscopia confocal {Tsien 1998). El plasmido de
ADN incluye GFP y rodamina unida bajo el control del promotor citomegalovirus
{CMV). El CMV se usa coma promotor en la mayaoria de estudios de transgenesis.
El uso de la GFP es una herramienta poderosa para determinar con éxito el ADN
exogeno en los ovocitos y embriones. Aungue se requiere el microscopio de
fluorescencia, se ha visto gue el exito de la produccion de ratones transgeénicos
{Takada ef af. 1937, Perry ef all 1993) usando GFP pone en evidencia un efecto
muy limitada o ningun efecto en el desarrallo embrionario y fetal {Chan et al.
2000a, 2000b). La utilidad de un marcador flugrescente {rodamina) para el ADN
es incalculable. Esto permite obtener imagenes de |la dinamica del ADN durante
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FIV e ICSI. La rodamina es elegida por diferentes razones: su excitacion con luz
roja, la longitud de anda {menos dafino, menos energia), y evitar confusion can
una posible expresion anticipada de la GFP {Chan ef al. 2000a). La deteccion
directa de la fluorescencia de GFP no es el indicador mas sensible de la
expresion. Hay embriones en la gque no fue detectada su expresion por
fluorescencia directa, sin embargo los embricnes se fijaron y lavaron con
anticuerpos anti-GFP y se detecto la expresian {Chan ef af. 2000a).

El ADN de la GFP se ha utilizado en diferentes areas de |la investigacion
biologica. Entre las aplicaciones mas importantes se encuentran la monitorizacion
de la expresion genica in vive y el marcaje v localizacion de proteinas. Para la
maonitorizacion de la expresion genica in vivo se utiliza el gen de la GFP bajo €l
cantrol de algun promotor de interes, y directamente indica el nivel de expresion
del gen en ceélulas vivas o en tejidos (Ventela ef al. 2000; Izzo ef al. 2001). El
marcaje y localizacion de proteinas de fusion entre un gen de interés el cual sera
introducido al organismo. La proteina resultante, gue contendria la GFP unida,
podria estudiarse utilizando un microscopio de fluorescencia {He ef al. 2000).

Tambien se utiliza |la GFP para manitorizar celulas vivas {Kawakami et al.
1999a, 1999b). Tiene especial importancia en la seleccion de células madre
embrionarias {Ohta ef al. 2000; Hanson ef al 2003) y en la seleccion de
embriones transgénicos preimplantacionales {Kato ef a/. 1999). La GFP también
ha sido utilizada por muchos autores para marcar células especificas en
grganismos multicelulares, ejemplos de ello son: los congs fotorreceptores en
raton {Fel & Hughes 2001}, ceélulas madre derivadas de la medula osea (Ito ef af.
2001), migracion de células hematopoyeticas inmaduras al parénguima cerebral
de raton {Ono ef al. 1899}, neuronas en Drosophila {Tyrer ef al. 2000) v células
de Purkinje en ratan {Zhang ef al. 2001).

Finalmente, la GFP ha sido también descrita como indicador no invasivo
del pH de forma intrinseca utilizando animales transgénicos que expresan EGFP
en el lugar de nuestro interés, por ejemplo intraacrosomal {Nakanishi ef af.
2001). Otros autores la han utilizado para monitorizar el Ca® intracelular a partir
de un indicador proteico fluorescente de una de las variantes de GFP {Romaoser et
al. 1997).
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1.9.4. DETECCION DE LA GFP

La GFP de Aeguorea tiene dos picos de excitacion, para la absorciaon de luz
azul entre 385-470 nm, y un espectro de emisian de luz verde de una longitud
de onda maxima de 509 nm.

La deteccion de la GFP depende de muchos factores ({Tsien 1998).
Obviamente cuantas mas copias del gen y cuanto mas potentes sean los
promotores que dirigen la trascripcion, la célula sintetizara mas GFP. Pero hay
otros factores gue afectan a la deteccion. En primer lugar, cabe considerar la
eficiencia en la formacion del fluorocroma postranscripcional, que depende de |a
salubilidad, temperatura, oxigeno, oxidaciones, etc. Otro factor a tener en cuenta
son las propiedades moleculares de |la GFP, que dependen de: la longitud de
onda de excitacion v emision, dimerizacion, susceptibilidad a la
fotoisomerizacion, etc.

Respecto a la histologia v la fijacian de los tejidos, la fluorescencia de la
GFP no se ve afectada si fijamos los tejidos con glutaraldehide ni formaldehido,
pero soluciones fijadoras muy acidas o disolventes organicos pueden
desnaturalizar la proteina y eliminar la fluorescencia {Llombart 2003).

Finalmente, hay que tener en cuenta la autofluorescencia de las celulas o
del medio de cultivo a la misma langitud de onda, la localizacion de la GFP
{difusa vs. localizada en pequefas subregiones de las células o tejidos), la
calidad de los filtros de excitacion y de emisian, |la sensibilidad de las fuentes del
fotodetector, etc. {Llombart 20033.
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OBJETIVOS E HIPOTESIS
DE TRABAJO

Una vez realizado el analisis y estudio del estado actual de la transgénesis
mediada por espermatozoides, nos planteamos como objetivo general de esta
Tesis Doctoral contribuir al desarrollo de un metodo eficiente de produccian in
vitro de embriones porcinos transgenicos y lechones in vivo aprovechando la
capacidad de transferencia de ADN exogeno gue presenta el espermatozoide;
este abjetive se complementa con un estudio detallade de la interaccion entre
espermatozoides y ADN. Para este trabajo nos planteamos las siguientes tres
hipotesis:

1. Profundizar en el conocimiento de los procesos de union entre el ADN
exogeno v los espermatozoides podria permitir mejorar, de forma
significativa, el rendimiento de la tecnica SMGT en la especie parcina.

2. La optimizacion del proceso de union entre ADN exdgeno y los
espermatozoides permitiria |la produccion eficiente de embriones
transgeénicos mediante la técnica de ICSI y/o FIV.

3. Con la aplicacion del conocimiento generado en las fases previas de este
estudio, se podrian producir lechones transgénicos de forma eficiente,
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mediante el uso de la inseminacion artificial {guirdrgica y no guirdrgica), o
mediante transferencia de embriones producidos in vitra.

Para |la aceptacion o rechazo de las hipgtesis propuestas disefiamos una
serie de experiencias gue agrupamaos en tres grandes blogues con una serie de
objetivos especificos que detallaremas a continuacion:

1. Evaluacion de la capacidad de transferencia de
genes exogenos en los espermatozoides porcinos

El estudio de l|a interaccion espermatica con el ADN exogeno, bajo
diferentes condiciones experimentales y tratamientos espermaticos, es de vital
importancia para determinar las mejores condiciones en las que se produce esta
union. Es igualmente prioritario conocer si en los diversos procedimientos se
produce una alteracion significativa de la funcionalidad espermatica, ya que
determinara el tipo de tecnica de reproduccion asistida que podra ser aplicada
posteriormente {inseminacion, FIV¥, ICSI, etc.) para obtener animales
transgenicos. Dentro de este blogue de experiencias se plantearon los siguientes
objetivos especificos:

{a} Evaluar el efecto de |a presencia del plasma seminal en la union ADN-
espermatozoide. Debido al efecto inhibitorio gue presentan algunos componentes
del plasma seminal nuestro objetiva fue comprobar si la presencia de diferentes
cantidades de plasma seminal afectaba la union entre los espermatozoides y el
ADN foraneo. Igualmente se analizaron las posibilidades gue ofrecia el uso de
espermatozoides de origen epididimario gue no han entrado en contacto con el
plasma seminal.

(b} Estudiar la cinética de union entre los espermatozoides y el ADN, con el
objetivo de establecer una curva de unian entre el ADN y los espermatozoides a
lo largo del tiempo. De este modo, es posible conocer el tiempo minimo de
incubacion de los espermatozoides y el ADN donde se obtiene el mayor
porcentaje de union, previo a su uso en la fecundacion i vifro 0 a la aplicacion
de técnicas de inseminacian artificial.

(c} Analizar el efecto del medio de cultivo en el gue se incuban los
espermatozoides con el ADN v gue puede modular el grado de capacitacion
espermatica.

(d} Determinar el efecto de diferentes tratamientos espermaticos sobre |a
interaccion espermatozoide-ADN. Nuestro objetivo fue comprobar como se
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afectaba el grado de union vy la viabilidad espermatica, cuando se sometian a los
espermatozoides a diferentes tratamientos tanto fisicos {congelacion-
descongelacion, cangelacion rapida) como quimicos {Tritan X-100, DMSQ 0.3% vy
3%).

(e} Evaluar |la capacidad del espermatozoide para transportar ADN de
diferente tamano (5.7 v 10.3 Kpb).

{(f} Comprobar en que lugar se produce la interaccion entre el transgén y el
espermatozoide. Nuestro objetive en este apartadeo fue localizar el sitioc de union
del ADN exogeno en los espermatozoides sometidos a diferentes tratamientos
espermaticos {intactos, congelacion-descongelacion, congelacion rapida).

2. Produccién in vitro (FIV, ICSI} de embriones
transgénicos

Teniendo evidencia de que los espermatozoides son capaces de actuar
comao vectores del ADN exogeno, el siguiente paso fue intentar la produccion fn
vitro de embriones porcinos transgenicos mediante FIV e ICSI. Los objetivos
planteados fueron los siguientes:

(a} El primer objetivo en este apartado fue la produccion eficiente de
embriones transgenicos mediante el usa de la ICSI. En las experiencias
anteriores se verificaba que el tratamiento espermatico afectaba |la capacidad de
union al ADN, por lo gue nuestra intencion fue comprobar gue diferentes
tratamientos espermaticos (intactos, congelados-descongelados, congelacion
rapida, Triton X-100) podrian mejorar la produccion de embriones transgenicos.
Finalmente se estudiod el uso de |la recombinasa RecA, coma medida de
proteccion del ADN exogeno frente a la actuacion de posibles enzimas
endogenas, en la produccion de embriones transgenicos por medio de tecnicas
ICSI-SMGT.

(b} El segundo objetive fue |la evaluacion de |a técnica de transgeénesis
espermatica mediante el empleo de sistemas de FIV. Debido a la falta de éxito
en FIV-SMGT porcina en los numerosos trabajos yva publicados, decidimaos utilizar
la recombinasa RecA como medida protectora del ADN exogeno frente a la
actuacion de posibles enzimas endoagenas. Por lo gue nuestros objetivos
especificos para esta experiencia fueron 3: {1) EBEstudiar como se afecta la
produccian de embriones de FIV por |la incubacion previa de los espermatozoides
can el ADN; {2) Comprobar la eficiencia de la tecnica FIV-SMGT en la produccion
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de embriones transgenicos porcinos; {3) Determinar si el uso de la proteina RecA
mejara la eficiencia en el desarrollo embrionaria y en la expresion del transgen.

3.Producciéon in vivo de embriones y lechones
transgénicos

Con la experiencia del trabajo desarrollado en los apartados anteriores se
diseflaron nuevos estudios para analizar la capacidad de producir animales
transgenicos utilizando |a tecnica SMGT con los objetivos especificos siguientes:

{a} Produccion de embriones y lechones mediante el empleo de la
inseminacion artificial intrauterina tanto por via cervical {mediante el uso de
cateteres de inseminacian profunda) como por laparotomia. Se realizaron
inseminaciones intrauterinas con el objetivo de depositar un nimero reducido de
espermatozoides cerca del lugar de fecundacion para poder minimizar la posible
campetencia gue pudiera existir entre los espermatozoides unidos al transgen y
los no unidaos.

(b} Una wvez confirmado gue el ADN exogeno, en nuestras condiciones
experimentales, se une en su mayaoria a espermatozoides no viables {solo un %
muy bajo a celulas vivas), decidimos utilizar la ICSI y |la transferencia de
embriones como una alternativa para poder obtener lechones maodificados
geneticamente.
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MATERIAL Y METODOS

El trabajo de esta Tesis se realizo bajo la aprobacion del Comité de
Bioetica de la Universidad de Murcia, cumplienda con lo establecido en la
legislacion de experimentacion animal vy organismaos modificados genéticamente
({OMG) segin la LEY 9/2003. En este apartado se describira la metodologia
seguida en el presente trabajo refiriendo simultaneamente el material utilizado.
Salvo que se indigue lo contrario todos los reactivos empleados fueron obtenidos
de Sigma-Aldrich {Madrid, Espana).

3.1 VALORACION ESPERMATICA

3.1.1 ANIMALES

El semen utilizado procedic de verracos de fertilidad probada
pertenecientes al centro de inseminacion artificial de la granja “Lo Mavarro” S.A.
{Murcia, Espafia). Los animales estuvieron alojados en habitaculos individuales
mantenidos a temperatura controlada {25°C) y bajo condiciones naturales de |uz
y humedad. Los programas sanitarios ¥ nutricionales, aplicados a los verracos,
fueron los utilizados sistematicamente por la explotacion.

97



MATERIAL Y METODOS]

3.1.2 MEDIO UTILIZADO PARA EL PROCESADO
ESPERMATICO

El medio utilizado para la dilucion y lavado de los espermatozoides fue el
Swine Fertifisation Medivm {SFM} descrito previamente por Lavifrano et al.
(2002), {(Tabla 13). Este medio fue posteriormente suplementado con 6 mg/ml
de Albumina Seérica Bovina {BSA). El pH final del medio fue ajustado a 6.5.

TABLA 13. Diluyente SFM/BSA para procesado de espermatozoides de verraco.

Componente Concentracion (g/1}
Glucosa 1125
Citrato Sodicos2H->0 10
EDTA 4.7
Acido citricoeH-0 3.25
Trizma 6.5

3.1.3 CONSTRUCCION Y MARCADO DEL ADN (Rodamina/
Fluoresceina/Digoxigenina)

La proteina verde fluorescente GFP (Figura 28) es una proteina que
proviene de Aeguorea Victoria que da lugar a fluorescencia verde cuando es
expuesta a Iuz azul. La wvariante mutada wverde EGFP (Ernftanced Green
Fluorescent Profein) es la forma mutada mas utilizada (Furtado & Henry 2002;
Nakanishi ef al. 2002; Kuser & Randall 2003). Esta variante tiene una intensidad
de fluorescencia de 20 a 35 veces superior respecto del tipo salvaje de GFP
{Hadjantonakis ef af 2001), v es la que hemaos utilizado para todos nuestros
experimentos.

La construccion del gen que codifica la EGFP se detalla a continuacion: El

plasmido pEGFP-N1 gue contiene el promotor temprano CMY {citomegalovirus)
humano v el gen EGFP fue obtenido de Clontech {pEGFP-N1, 5.7 Kpb, Clontech
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Laboratories, Inc., Palg Alto, CA, EE.UU). El pofifinker pEGFP-N1 fue eliminado v
un adaptador Bcf I-Hind 111 fue insertado en el sitio Afl III.

Para la obtencian del plasmido de 10.3 Kpb, en primer lugar se creg el
plasmido MAR-CMY, donde las regiones del accesorio de la matriz {MAR: 2.3
Kpb), gue eran los elementos del gen humano de B-interferon, fueron
subclonadas en el adaptador antes del promotor CMV. Tres elementos Kb Bof 11-
Hind III MAR aislados del gen humane B-interferon fueron subclonadas dentro
del adaptador Bd I. Finalmente, se coloca otro elemento MAR después del
transgen. Para hacer la construccion se utiliza un adaptador BanHI-EcoRI que se
inserto en el sitio Stul del plasmido MAR-CMV-EGFP. El elemento MAR humano
de B-interferon fue subclonado en el adaptador formando un plasmidoe MAR-CMY-
EGFP-MAR (Figura 28). El elemento de MAR fue cedido amablemente por M.
Kalos {Centro de Investigacion de Cancer de Fred Hutchingson, Washington,
EE.UUY.

El plasmide lineal fue marcade con fluoresceina-12-dUTP {Roche®,
Alemania), ¢ con digoxigenina-11-dUTP {Roche®, Alemania), o con rodamina-11-
dUTP {Proligo®, Francia). El marcado de ADN se realizo mediante random primer.
Este proceso se desarrollo como se explica brevemente en los siguientes pasos:
primeramente, el ADN malde {plasmido linealizado) se desnaturalizo mediante la
aplicacion de 95°C durante 5 min, posteriormente se afadieron los nucleotidos
{1 mM de dATP, dCTP v dGTP, 0,65 mM de dTTP y 0.35 mM del nucleatido
marcado), 5x buffer y 1U/ul Klenow. Posteriormente, la mezcla se incubo 1 h a
379C, la reaccion se detiene afadiendo 2 pl de 0.2 M EDTA (pH 8). El ADN
marcado se precipita con etanol frio v finalmente se resuspende en agua. La
camprobacion del marcaje del plasmido se determing en un gel de agarosa y
tincion can bramuro de etidio. La incarporacion del nucleatido marcada en el ADN
sintetizado disminuye su movilidad electroforética con respecto al ADN no
marcado {Gutiérrez-Adan & Pintado 2000).

El procesado y marcado del ADN fue realizado en el laboratorio de

"Embriclogia molecular y biogeneracion” dirigido por el Dr. Gutierrez Adan del
Departamento de Reproduccion Animal del INIA en Madrid.
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FIGURA 28. Estructura GFP. (a) Partes estructurales que componen el plasmido GFP;
{b} Diagrama de la estructura cristalina del gen GFP.
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FIGURA 29. Estructura de la EGFP. Diferentes tamarios del plasmido: {a)} EGFP: 5.7
Kpb; (b} MAR+EGFP: 8 Kpb: {c} MAR+EGFP+MAR: 10.3 Kpb.

3} Estructura de EGFP (tamafio def plasmido de 5.7 Kpb}

CMY promoter  GFP 3V40 poly A

100



MATERIAL Y METODOS]

3.1.4 RECOGIDA DEL SEMEN

3.1.4.1 Recogida de espermatozoides eyaculados

La recogida de semen se realizo mediante el metodo manual {King &
Macpherson 1973). La primera fraccion del eyaculado {concentracion baja de
espermatozoides) fue eliminada, y la fraccion rica en espermatozoides fue
recogida en un termao estéril precalentado a 37°C {para evitar el choque térmico)
y filtrada mediante gasas estériles para descartar las secreciones de la glandula
de Cowper. Inmediatamente tras |a recoleccion del eyaculado, el semen fue
diluido 1:1 en medio 5FM {Swine Fertifisation Medium) sin BSA, precalentado a
37°C.

3.1.4.2 Recogida de espermatozoides de epididimo

Los epididimos utilizados procedian de wverracos sanos sacrificados en
matadero. El transporte al laboratorio se realizo en un recipiente isotermao en un
plaza maximo de 1 h tras el sacrificio. Una vez en el laboratorio, los testiculos
fueran lavados con solucion salina atemperada procediendose tras ello, a la
diseccion de la cola del epididimo. Posteriormente, se lavo el conducto con 2 ml
de medio BTS utilizando una aguja de 21 G acoplada a una jeringuilla de 5 ml.
Las muestras resultantes del lavado fueron analizadas v solamente se utilizaron
aguellas en las gque la pablacion espermatica mantenia su integridad de
membrana en un niumero superior al 80%.

3.1.5 VALORACION DE LA FUNCIONALIDAD
ESPERMATICA

3.1.5.1 Evaluacian inicial de la calidad seminal

La calidad del semen fue evaluada inicialmente en la propia granija,
valorando el volumen del eyaculado, la concentracion espermatica, porcentaje de
espermatozoides moviles vy motilidad progresiva, y formas anormales.

El volumen del evaculade se midic en una probeta graduada. La
concentracion espermatica fue analizada mediante el use de un
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espectrofotémetro {SpermaCue, Minitib®, Tiefenbach, Alemania) calibrado para
su uso en la especie porcina. La motifidad se evaluo mediante la observacian en
microscopio de campo clarg con objetivo 10X, depositando 10 Ll de la muestra
sabre un portaobjetos precalentado en una placa térmica atemperada a 38°C. Se
valorg el porcentaje de espermatozoides con movimiento {0-100) y el tipo de
mavimiento rectilineo, progresivo y rapido en una escala de 0 a 5. Para el
estudio de |la morfologia, una vez en el laboraterio, se fijo una muestra de semen
en solucian salina formolada al 0.3%, y se valoro en un microscopio de contraste
de fases {Leica® modelo DMR) con obijetivo de inmersion {100X), clasificandc los
espermatozoides en: normales, colas en latigo, colas en ovillo, gotas
citoplasmaticas proximales y distales, y otras formas anormales.

Solo se utilizaron aquellos eyaculados gue superaban los parametros de

calidad gue se indican en la fabfa 14.

TABLA 14. Caractensticas seminales de los evaculados de los verracos utilizados para
las diferentes experiencias.

Volumen =75 ml
Namero total de espermatozoides por eyaculado =2x101°
Motilidad =70%
Motilidad progresiva =3
Anormalidades morfologicas =25%

3.1.5.2 Evaluaciaon de la integridad de membrana

La integridad de membrana se valord incubando los espermatozoides en
una solucion que contenia 20 pl de la solucion stock de Diacetato de
Carboxifluaresceina {DCF) [0.46 mg/ml| DCF en Dimetil-Sulfoxida (DMS0)Y], a la
cual se le afiadio 20 pl de solucion de Ioduroc de Propidio {IP) [IP en solucion
salina fisiologica {S5F) 500 ug/ml], 10 ul de 55 formolada, 100 pl de la muestra
de semen y 300 pl de SSF {Harrison & Vickers 1990).

Esta suspension se incubo a temperatura ambiente durante 10 min en un
lugar protegido de la luz. Pasado este tiempo se colocaron 10 pl de la solucian

102



MATERIAL Y METODOS]

final en un portaobjetos ¥ bajo un cubreabjetos. Finalmente, se valoro mediante
microscopia de fluorescencia {Leica® modelo DMLS) cen un filtro de excitacion a
580 nm bajo objetive de inmersion {100X).

Clasificamos los espermatozoides observados en dos grupos: 1) Celulas
con fluorescencia verde : Integridad de membrana intacta; 2) Ceélulas con
fluorescencia roja l: Integridad de membrana alterada. Ver figura 30.

FIGURA 30. Valoracion de la integridad de membrana espermatica. Espermatozoides
tefidos con fluorooomos DCF/IP. Imagen de fluorescencia {40X).

3.1.5.3 Evaluacion del desorden lipidico en la membrana
plasmatica

Para detectar el desorden lipidico en |la membrana plasmatica y la
viabilidad celular, la muestra de semen fue tefiida con Merocianina 540 (M540) vy
Yo-Pro 1 {Harrison ef af. 1936). Las scluciones stock de M540 {1 mM) v Yo-Pro 1
{25 uM, Molecular Probes, Eugene, OR) fueron preparadas en DMSQ. Por cada ml
de semen diluido {contiene 5-10x10° espermatozoides), se afadio 2.7 ul de la
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solucion de MS540 {una concentracion final de 2.7 uM) v 1 ul de Yo-Pro
{concentracion final de 25 nM). La fluorescencia de M540 fue recogida por el
sensor FL2 del citometro de flujo Coufter Epics Xt {Beckman Coulter Inc., Miam),
Florida. USA), usando una longitud de onda de 575 nm v Yo-Pro 1 con el sensar
FL1 usando 525 nm de longitud de onda. Las ceélulas fueron clasificadas en 3
categorias: 1) Viables y bajo desorden lipidico {Baja fluorescencia de
Merocianina), 2) Viables y alto desorden lipidico ({Alta fluorescencia de
Merocianina) o 3} Muertos {Fluorescencia para Yo-Pro 1).

3.1.6 PROCESADO DE ESPERMATOZOIDES E INCUBACION
CON ADN

3.1.6.1 Procesado de espermatozoides eyaculados

El semen fue preparado por el meétodo descrito por Lavitrano et al. {2002).
El procedimiento utilizado fue el que se describe a continuacion. Tras la recogida
de la fraccion rica del eyaculado y la dilucion del semen 1:1 en media SFM sin
BSA, fue trasladado al laboratorio en un termo electrico a 379C. Una vez en €l
laboratorio, se diluyd de nueve en medio SFM {37°C) en una proporcion de 1:10
{5 ml semen 1:1 + 45 ml medio) en tubocs Falcon®, v se centrifugd a 800g
durante 10 min a 259°C [Centrifuga Eppendorf S810R, Eppendorf Iberica S.L.

{Madrid}, Spain].

Seguidamente, se eliming el sobrenadante y se resuspendio de nuevo en
SFM {en este caso con BSA) a 25°C, de nuevo se centrifugo a B0Og durante 10
min a 25°C; se descarto el sobrenadante y se anadio 1 ml del medio con BSA a
259C. Se evaluo de nuevo la motilidad una vez acabado el procesado de los
espermatozoides {debiendo alcanzar para su usoc una motilidad superior al 65%,
vy una motilidad progresiva no inferior a 2.5) v se calculo la concentracion final
mediante el SpermaCue®. Finalmente, se ajustd la concentracién de la
suspension espermatica a 10° células espermaticas/ml a los que se le afadio 5
ng de ADN exogeno/ml {solucion sfock de ADN 200 upg/ml), siendo esta la
proporcion que se utilizara en las diferentes experiencias. En el esquema 1 y
figura 31 se muestra el protocolo utilizado paso por paso.
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ESQUEMA 1. Protocolo de procesado de espermatozoides para su uso como vectores de
ADN exogeno “SMGTY (Sperm Mediated Gene Transfer)}.

1} Recoleccion de la fraccion rica del eyaculado en termo
precalentado

2} Dilucion inmediata del semen 1:1 con medio SFM (sin BSA} a
37°C

3} Evaluacion rapida del eyaculado {volumen, concentracion,
motilidad, formas anormales}

4) Dilucion 1:10 del semen en tubos Falcon® de 50 ml con el medio
{sin BSA) precalentado a 372C (5ml+45ml}

5} Centrifugacion a 800g x 10 min en centrifuga a 25°C
6} Eliminar sobrenadante
7} Resuspender en SFM {con BSA)} a 25°C
8} Centrifugacion a 800g x 10 min en centrifuga a 25°C

9} Descartar sobrenadante y resuspender en 1 ml del medio con
B5A a 25°C

10} Evaluacion de la motilidad vy concentracion
11} Ajustar concentracion: 10 espermatozoides/ml + 5ug ADN/ml

12) Coincubar a 16°C los espermatozoides con ADN (plasmido EGFP:
Enhanced Green Fluorescent Protein) en 1 ml de volumen final
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FIGURA 31. Resumen esquematico del procesado de espermatozoides para SMGT.
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3.1.6.2 Procesado de espermatozoides procedentes de
epididimo

Los espermatozoides procedentes de epididimo fueron resuspendidos en
medio 5FM v centrifugados a 800g durante 10 min a 25°C, posteriormente tras
descartar el sobrenadante se resuspende en SFM pero en este caso con BSA,
centrifugando de nuevo en las mismas condiciones anteriormente descritas. Se
descarto el sobrenadante y se afiadio 1 ml de SFM can BSA a 25°C. Se calculo |a
concentracion final mediante el SpermaCue®. Finalmente, se ajustd la
concentracion de la suspension espermatica a 10° células espermaticas/ml a los
gue se le anadieron 5 ug de ADN exogeno/ml.

3.1.7 TRATAMIENTOS ESPERMATICOS

Los espermatozoides fueron sometidos a diferentes tipos de tratamientos
para ser utilizados posteriormente en las distintas experiencias. Los tratamientos
llevados a cabo fueraon los siguientes:

1} Permeabilizacion de membranas con el detergente Triton X-100:

El tratamiento con una solucion de Triton X-100, fue llevado a cabo de acuerdo
con el protocolo descrite por Perry ef al. {1999). Para ello, se anadieron 100 pl

106



MATERIAL Y METODOS]

de Triton X-100 al 0.5% a 900 ul de |la suspension espermatica.

Tras la incubacion a temperatura ambiente durante 10 min, la muestra fue
centrifugada dos wveces {(10.000g durante 3 min). E|l peffef resultante fue
recuperado y resuspendide en medio SFM con BSA.

2} Congelacion de espermatozoides: Los espermatozoides fueron
congelados de acuerdo al protocolo descrito por Westendorf ef af (18753, v
preservados en nitrogena liguido en pajuelas de 0.5 ml hasta el momento de su
usc. Las pajuelas fueron descongeladas en un bafo a 52°C durante 12 seg
(Sellés ef al. 2003), y resuspendidas en SFM {atemperado a 37°C, ratio 1:5). Se
lavo la muestra dos veces mediante centrifugacion durante 10 min a 800g vy
25°C para eliminar el medio de congelacion vy los restos celulares. Finalmente, el
pelfet fue resuspendido en medio SFM hasta alcanzar la cancentracion de trabajo
{10° espermatozoides/mi).

3} Rotura de las membranas por congelacion/descongelacion
rapida: Para provocar la alteracion estructural de las membranas espermaticas
los espermatozoides fueron sometidos a un proceso rapide y repetide de
cangelacion/descongelacion. Para ello, introdujimos una suspension  de
espermatozoides en un bafio de nitrogeno liquido durante 20 seg, seguido de |a
inmediata descongelacian por inmersian en un bano de agua atemperada a 37°C.
Este proceso se repitio 3 veces. Tras el proceso se confirmo gue todas las celulas
espermaticas tenian alteraciones graves de la estructura de su membrana
mediante la observacion microscopica de las muestras tefiidas con IP.

4} Tratamiento con Dimetil-Sulfoxido (DMSO}: Se siguio el protocolo
descrito previamente por Shen ef al. {(2006) v Li ef al. (2006) en las especies
murina v cunicola. Los espermatozoides, una vez procesados, se incubaron en
medio SFM suplementado can DMSO hasta alcanzar una concentracion final de
0.3 y 3%.

5} Capacitacion espermatica: Para la capacitacion espermatica se uso
medio TALP {descrito en el apartado 3.2.3), el pH final de |a solucion se ajusto
hasta 7.4 en un incubador al 5% de CC:, 38.5°C y atmaosfera saturada de
humedad durante 20 h antes de su uso. Los espermatozoides una vez
procesados fueron mantenidos en la solucion TALP durante 30 min en el
incubador {en las mismas condiciones anteriormente descritas), y posteriormente
se anadio el transgeén, manteniéndose en idénticas condiciones durante su
analisis.
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6} Recombinasa bacteriana RecA: Preparacion de los complejos
RechA: ADN: Los complejos RecA:ADN fueron preparados comeo describio Kaneko
et al. {2005). La preparacion de la mezcla de ADN + RecA fue iniciada mediante
la retirada del 50% del gliceral, en el cual RechA {Epicentro, Madison, WI, EE.UU)
fue transportado, por la filtracion de gel a traves de una columna de Microspin G-
25 {Amersham, Poco Chalfong, Reino Unido) siguiende las instrucciones
indicadas por el fabricante. Seguidamente, la columna fue lavada colocando 70 ul
de 1x TKM buffer {25 mM Tris-HC| pH 8.0, 150 mM de KCI, 2 mM MgCl:) en el
centrog de la columna y centrifugada a 735g x 1 min a 4°C. Este paso de la
centrifugacion fue repetido dos o mas veces desechando el 85% del flujo
creado. A continuacion, 35 pl de RecA se mezclaron con 35 pl de 2x TKM buffer,
colocado en el centro de |la columna v centrifugado durante 2 min a 4°C. El Rech
dilvide al 50%, libre del glicerol, fue agregado a la mezcla de ADN en un
volumen total de 20 ul en la concentracion requerida para satisfacer el ratio 1:40
{ADN:proteina). La concentracion final de ADN fue 10 ng/upl, manteniendo la
proporcion 1:40 {ADN:proteina) para cubrir el total de las cadenas de ADN. Para
desnaturalizar el ADN vy asi cubrir la cadena simple de ADN con el RecA, el ADN
fue incubado a 95°C durante 5 min en 1x TKM buffer. El ADN desnaturalizado fue
enfriado en hielo v posteriormente se agregaron 5 Lg/ul RecA para obtener la
cancentracion reguerida de la proteina; la mezcla fue incubada en hielo durante
1 h vy despues mezclada con el semen fresco, en las mismas condiciones
anteriormente descritas.

3.1.8 EVALUACION DE LA INTERACCION ENTRE ADN Y
ESPERMATOZOIDES

3.1.8.1 Evaluacién de Ila unién espermatozoide-ADN
mediante microscopia de fluorescencia

El semen se preparo tal y como se describe en aparfado 3.1.6, utilizando
ADMN marcado con rodamina (apartado 3.1.3).

Los espermatozoides fueron evaluados a 1000X bajo microscapia de
fluorescencia {Leica® modelo DMLS) con filtro de abscrcion maxima de 511 nm.
Fueron clasificados en: 1) Espermatozoides unidos al ADN {marcados con
rodamina-color rojo) {Figura 32 B v D); 2) Espermatozoides no unidos al ADN
{no marcados con rodamina). Se contaron un minime de 200 espermatozoides.
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FIGURA 32. Imagenes de microscopia optica de contraste de fases (a v ) v de fluorescencia
{b v d} {100X}. En las imagenes {b} v {d} observamos los espermatozoides unidos al ADN
exdgeno {EGFP marcado con rodamina, de coloracion roja).
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3.1.8.2 Evaluaciéon de Ila union espermatozoide—-ADN
mediante citometria de flujo

El analisis de la union espermatozoide-ADN fue realizado en el citometro
Coulter Epics XL {Beckman Coulter Inc., Miami, Florida. USA). Los datos medidos
por el citometro fueron analizados usando el programa Expo32ADC {Beckman
Coulter Inc.).

Inicialmente se hizo una seleccion primaria basada en el tamafio vy
complejidad de la superficie celular para excluir particulas contaminantes,
aglutinaciones, células somaticas, etc. De manera gue se seleccionaron solo las
particulas con un tamano {FS8) v complejidad de la superficie {SCC) compatible
can las células espermaticas.

La intensidad de fluorescencia que presentaban los espermatozoides fue
analizada mediante el registro de fluorescencia verde {FL1), recogido a traves de
un filtro de 525 nm, mientras que el registro de fluorescencia roja {FL3) se
realizo a traves de un filtro de 575 nm.

3.1.8.2.1 Estudio de la cinética de union entre las ceélulas
espermaticas y el ADN exogeno

Para estudiar la cinetica de union espermatozoide-ADN, se hicieron
mediciones en el citometro a los 0, 15, 30, 60, 90 y 120 min, tamanda como
tiempo inicial el momento en que se panian en contacto los espermatozoides
procesados (apartadc 3.1.6) con el ADN marcado con fluoresceina (aparfado
3.1.3). Se pipetearon 100 pl de la muestra v se afadieron a 3 ml de PBS antes
de la medicion en cada uno de los tiempos establecidos. En la figura 33
observamas los graficos proporcionados por el citometro para nuestras muestras
problema. Vemos claramente dos poblaciones de celulas bien definidas, en la
poblacion de la derecha se encuentra la proporcion de espermatozoides unidos al
ADN {poblacion con fluorescencia verde).
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FIGURA 323. Graficas de citometria de flujo, donde observamos dos poblaciones
espermaticas bien diferenciadas. Los espermatozoides unidos al ADN, marcado con
fluoresceina, corresponden a las poblaciones de la derecha.

]
R iz
10.0% 0.0%
107
10"
3 71
, 179.2% 20.8%
L : i

3.1.8.2.2 Evaluacion de la union entre ADN vy
espermatozoides, y la viabilidad espermatica

Para realizar diversos estudios de la union al ADN y simultaneamente la
evaluacion de la viabilidad celular fue necesario el empleo de dos fluorocromaos.
Los espermatozoides fueron incubados con ADMN marcado con fluoresceina vy al
mismo tiempo con Ioduro de propidio {9.6 ul IP de la solucion stock 500 ug/ml,
por cada ml de muestra), y posteriormente medidas en el citometro de la
manera descrita anteriormente.

Al utilizar conjuntamente dos fluorocromos es posible distinguir 4
subpoblaciones que describimos a continuacion: 1) Espermatozoides vivas sin
ADN unido {Ningun signo de fluorescencia) 2} Espermatozoides vivos con ADN

unido {Unicamente fluorescencia verde) 3) Espermatozoides muertos con
ADMN unido ™— {(Fluorescencia verde y roja) 4) Espermatozoides muertos sin

ADN unido “* {Fluorescencia roja).

En la figura 34 A v B gquedan representadas de forma esquematica las
subpoblaciones gque detectamos cuando medimaos las muestras espermaticas con
fluoresceina e IP. La poblacion de color verde (Figura 344) de la derecha indica el
porcentaje de espermatozoides con ADMN unido, v la poblacion de color rojo
{Figura 348) de |la derecha indica el porcentaje de muerte celular. Al sclapar
ambas graficas obtenemos las 4 poblaciones anteriormente mencionadas y que
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guedan reflejadas en la figura 34C.

FIGURA 34. (Graficas de citometria de flujo cuando utilizamos dos tinciones {roja vy
verde)}. En la grafica {(a) la poblacion de la derecha muestra los espermatozoides unidos
al ADN marcado con fluoresceina. En la grafica {b} la poblacion de la derecha son los
espermatozoides tefiidos con IP {(espermatozoides muertos). En la imagen {c} vemos una
representacion  esguematica de las cuatro poblaciones diferentes al utilizar dos

fluorocromos distintos.
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3.1.8.3 Determinacion del lugar de interacciéon entre el

transgeén y el espermatozoide

Los espermatozoides fueron procesados e incubados con ADN siguiendo el
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protocolp descrito anteriormente {(apartads 3.1.6). En estos estudios el ADN
utilizade habia sido marcado previamente con digoxigenina {DIG) {apartado
3.1.3). Se utilizaron espermatozoides intactos, otros sometidos a congelacion
rapida y espermatozoides congelados-descongelados (aparfado 3.1.7). En este
apartado se realizaron distintas experiencias con anticuerpos anti-DIG para
evidenciar |la presencia del gen mediante el use de microscopia optica {ensayo
peroxidasa-HRP), de fluorescencia {ensayo Ab-FITC) y electronica {ensayo con
oro coloidal). Los espermatozoides se clasificaron segln la localizacion del ADN:
1Y ADN en region acrosomal, 2) ADN en region postacrosomal, 3) ADN en regian
acrosomal y postacrosomal, 4) ADN no unidao.

32.1.8.3.1 Ensayo Ab-peroxidasa (Ab-HRP)

El ensayo con peroxidasa [Horseradish Peroxidase {HRP)] consistio en el
uso de un anticuerpo frente al antigeno digoxigenina {DIG) marcado con la
enzima HRP {antidigoxigenin-PQD, Roche®) gue en presencia de un agente
oxidante comao el peroxido de Hidrogeno {H-0.) genera una sefial de coloracion
marron. El protocolo seguido fue el que se detalla a continuacion:

1) Los espermatozoides fueron incubados con el plasmido marcado con DIG
siguiendo el procedimiento descrito en aparfado 3.1.3.

2} Transcurrido el periodo de incubacion {24 h) los espermatozoides fueron
lavados mediante centrifugacion a 300g durante 5 min. De esta forma se
elimind el exceso de plasmido no unido v que podria interferir en los
marcajes.

3) El precipitada se fijo mediante resuspension en paraformaldehido al 1% v
conservado en la nevera {4°C) hasta el momento de su uso.

4) Para el ensayo, los espermatozoides fueron lavados previamente en PBS
mediante centrifugacion a 300g durante S min con el fin de eliminar el
fijador del medio. E| precipitado se resuspendia finalmente en PBS donde
se realizo el ajuste de la concentracion final utilizada.

5) Con la suspension resultante se realizaron extensiones con las
espermatozoides haciendo uso de portaobjetos.

6) Las extensiones, una vez secadas al aire, se lavaron 3 veces durante 5
min en PBS. Para ello, |los portaobjetos fueron sumergidos, con ayuda de
una gradilla, en una cubeta de cristal.

71 Para el blogueo de la actividad peroxidasa celular endogena, se preparo
una salucien de 1 ml de H.O; en 100 ml de PBS. Los portacbjetos se
mantuvieron durante 30 min en dicha salucion.
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8) Nuevamente se lavo en PBS 3 veces durante 5 min can el fin de eliminar el
exceso de H,O5 gue pudiera quedar en el medio.
8Y Previamente a la incubacion con el anticuerpo se sumergieron |os
portaobjetos en PBS al 1% de BSA durante 15 min con el fin de evitar
posibles uniones inespecificas del anticuerpo.
10Y A continuacian, una vez realizado el blogueo, las muestras se incubaron
haciendo uso de una camara himeda a temperatura ambiente, con el
anticuerpo antiDIG-HRP diluido previamente 1:100 en PBS-1% BSA,
durante 1 h.
11) Lavamos nuevamente 3 veces durante 5 min.
12)Una vez finalizado el tiempo de incubacion procedimos al revelado de la
HRP mediante el empleo de |a siguiente solucion:
« Un vial de Diaminobencidina {DAB) 80 pl
« 100 ml de PBS
« 100-200 ul de H;O;

Para realizar el revelado las muestras se mantuvieron en la solucion de
revelado por un periodo de 30 min.

13YUna wvez finalizade el revelado las muestras se lavaron con agua
bidestilada {3 veces durante 5 min).

14} Las muestras se dejaron secar al aire previamente a su montaje.

15) Finalmente preparamaos las muestras para su observacion microscopica
colocando los cubreobjetos con medic de montaje DPX {BioChemika,
Fluka?.

La valaracion de los espermatozoides se realizo empleando el microscopio

optico de contraste de fases {{Leica® modelo DMLS) bajo objetivo de inmersion
(100X) (Ver figura 35A4).

3.1.8.3.2 Ensayo Ab-Fluoresceina (Ab-FITC}

El ensayo consiste en el emplen de anticuerpo {Ab) antiDIG marcado con

el fluorocromo flucresceina {FITC) {Antidigoxigenin-Flucrescein, Roche®™) que

permitira paner de manifiesto el anticuerpo mediante el uso de microscopia de

fluorescencia. El protocolo seguido se detalla a continuacion:

1) Los espermatozoides fueron incubados con el plasmido marcado con DIG.
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2) Transcurrido el periodo de incubacion {24 h) los espermatozoides fueron
centrifugados a 300g x 5 min para eliminar el exceso de plasmido no
unida.

31 El precipitado se resuspendio para su fijacion en paraformaldehido al 1% vy
se conservd en la nevera {4°C) hasta el momento del marcaje.

4) Para el ensayg, los espermatozoides fueron lavadeos previamente mediante
centrifugacion a 300g durante 5 min v el precipitado se resuspendio en
PBS.

5 A partir de las suspensiones resultantes se realizaron las extensiones
espermaticas en sus portaobjetos correspondientes.

6) Las extensiones, una vez secadas al aire, se lavaron 3 veces durante 5
min en PBE&.

71 Para evitar uniones inespecificas del anticuerpo realizamos un blogueo
previo con PBS al 19% de BSA durante 15 min.

8) Incubamos en camara humeda {para evitar el secado del medio con
anticuerpo) ¥ a temperatura ambiente con el anticuerpo antiDIG-FITC
{diluido 1:10 en PBS5-1% BSA: 495 |l de PBS5-B5A 1% y 5 ul de Ab)
durante 1 h.

9} Se realizo un nuevo lavado de las muestras {3 veces durante 5 min).

10} Sin dejar secar, montamos los cubreobjetos con las muestras empleando
cubres redondos vy medio de montaje para fluorescencia [(Dako.
Fluorescent Mounting Medium ).

Los espermatozoides se analizaron haciendo uso de microscopia de
fluorescencia {Leica® modelo DMLS), mediante filtro de excitacion a 580 nm vy
bajo objetivo de inmersion {100X) (Ver figura 358).

3.1.8.3.3 Ensayo con oro coloidal

Para este ensayo previamente se fijaron los espermatozoides {in fofio)
sobre una rejilla de cobre para posteriormente incubarlos con el anticuerpo
antiDIG, detectado en este caso con un segundo anticuerpg marcado con oro
coloidal {anti-antiDIG marcado con oro coloidal, EM-Goat Antimouse IgG +
IgM:15nm Gold, BB International). La preparacion de las rejillas se detalla a
continuacion:

1) Colocamos 3 pl de la suspension espermatica en la rejilla de cobre, vy

dejamos secar durante una hora. Una vez fijados los espermatozoides a la
superficie de las rejillas, éstas se fueron colocando en los sucesivos pasos
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sobre gotas realizadas en una superficie plastica elaborada con Parafilm.

2) Lavamos en gotas {50 pl) de PBS durante 5 min.

3} Blogueamos las uniones inespecificas colocando las rejillas en gotas {50
iy de PBS v 1% BSA {10 min).

4) Incubamos con un primer anticuerpo monoclonal antiDIG durante 60 min
{Antidigoxigenina, Roche®) empleando gotas de 15-20 .

5} Lavamos nuevamente con PBS 3 veces durante 5 min para eliminar el
exceso de anticuerpo no unido.

6) Blogueamos las uniones inespecificas colocando las rejillas en gotas {50
WUy de NGS {Normal Goat Serum) durante 60 min.

77 Incubamos con el segundo anticuerpg marcado con org coloidal v
especifico para la region constante del primer anticuerpo durante 60 min.

8) Lavamos con PBS 3 veces durante 5 min.

) Lavamos abundantemente con agua bidestilada.

107 Una vez gue las rejillas se encuentran debidamente lavadas, las dejamos
secar al aire sobre papel de filtro depositando la superficie gue contiene
los espermatozoides hacia arriba.

Una wvez concluido el proceso de marcaje de las rejillas los
espermatozoides se analizaron por microscopia electronica mediante su
observacion directa en el microscopio PHILIPS TECNAI 12 (Figura 36 A v B) con
capacidad de captura de imagen digital para el analisis de las imagenes
obtenidas. En la figura 36 podemos ver las imagenes de los espermatozoides
obtenidas por microscopia electronica.
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FIGURA 35. Imagenes de espermatozoides incubados con ADN marcado con digoxigenina
{DIG} v revelado por témicas inmunocitoquimicas. {a} Imagenes de microscopia optica {100X)
de espermatozoides (unidos a ADN exogeno marcado con DIG) incubados con anticuerpos
anti-DIG marcados con HRP. {b} Imagenes de microscopia de fluorescencia (100X} de
espermatozoides incubados con anticuerpos anti-DIG marcados con FITC. En ambos apartados
las imagenes muestran las distintas localizaciones del plasmido en las células espermaticas.
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FIGURA 36. Imagenes de microscopia electronica. {a v b} Imagenes del microscopio
electronico utilizado en nuestros experimentos (PHILIPS TECMAI 12). {(c-g)} Imagenes
de espermmatozoides incubados con ADN-DIG, v con anticuerpos anti-dig v antimouse
gold. En la imagen {c} observamos el ADN unido a la region acrosomal {Acr} del
espermatozoide (los puntos negros comresponden a particulas de oro), a la region
postacrosomal {Post-Acr), v a la zona comespondiente al segmento ecuatorial (N}
{(x97.000};, en la imagen {d} el ADN se encuentra unido a la region postacosomal, v
observamos que la pieza intermedia {PI} se encuentra libre de particulas de oro
{x13.500}. En la imagen {g)} se muestra con detalle la union del transgén a la membrana
plasmatica {MP} {x13.500}. Otra de las localizaciones de las particulas de oro se ha
encontrado en la matriz acrosomal {MAcr) {imagen f1. congelacion-descongelacion; y 2.
congelacion rapida) (x23.000%. En la imagen {q}, vemos las particulas de oro adheridas a

la zona apical del acrosoma en un espermmatozoide intacto (x37.000).
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3.2 VALORACION DE LA PRODUCCION IN VITRO
DE EMBRIONES TRANSGENICOS

3.2.1 ANIMALES Y MATERIAL BIOLOGICO

Se utilizaron ovarios de hembras prepuberes {hibridas comerciales) de S0-
100 kg de peso sacrificadas en el matadero "EL POZ0Q" de la empresa Fuerfes
S.A. situado en Alhama de Murcia {Murcia, Espana). Los ovarios se obtuvieran
inmediatamente despueés del sacrificio higiénico de los animales y se depositaron
en termos gue contenian splucion salina a 37°9C para su trasladoe hasta los
laboratorios del Departamento de Fisiologia en la Facultad de Veterinaria de
Murcia. Desde el sacrificio del animal hasta la obtencion de los ovocitos no
transcurrieron mas de 2 h.

3.2.2 MEDIOS DE LAVADO Y MANIPULACION DE
GAMETOS

Los medios utilizados para el transporte y lavado de los ovarios, asi como
para la obtencion de los avocitos fueron los siguientes:

- Solucion Salina (85): 0.9% w/v de NaCl con 100 mg/l de sulfato de
kanamicina.

- Solucion de cetrimida {Bromuro de hexadecil-trimetilamanio: Cetab)
al 0.04% {(w/v).

Ambas soluciones fueron preparadas con agua purificada {(Mili-RX) v se
mantuvieron a temperatura ambiente hasta su uso en el lavado y recogida de

ovarios.

- Tampon Fosfato Salino de Dulbecco modificadeo (PBS} {Sigma D-
8662) suplementado con 1 mg/ml de alcohol polivinilico y 0.005 mg/| de rojo
fenal comao indicador de pH. Este medio se conservo a 4°C hasta su utilizacian en
la manipulacion y lavado de |los ovacitos.
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El medic utilizade para el lavado de |los ovocitos maduros, v durante la
inyeccion {ICSI) fue PBS suplementado con 10% {v/v) de suero fetal bovino
{FCS; Biological Industries®, Haemek, Israel).

3.2.3 MEDIOS DE CULTIVO Y SUPLEMENTOS

Las medios para la maduracion in vitro de ovocitos {MIV), fecundacion in
vitro (FIV e ICSI), vy cultivo in vitro de embriones ({CE) se detallan a
cantinuacion:

Medio NCSU-37 stock. Se prepardo en el laboratorio una solucion stock
{Tabla 15) con agua ultrapura {(Milli-Q). A continuacian, se esteriliza por filtracion
haciendolo pasar a través de un filtro de membrana con diametro de 0.22 um y
se canserva en candicianes estériles a 4°C durante un maximo de dos semanas.

TABLA 15. Composicion del medio NCSU-37 stock {(Peters & Wells 1993).

Componente Concentracion (mM}
NaCl 108.73
NaHCO; 25.07
KClI 4.78
KH-PO, 1.19
MgS50.4+7H-0 1.19
CaClz2H;0 1.70
Glucosa 5.55
D-Sorbitol 12.00
Penicilina G sodica (.18
Sulfato de eshreptomicina 39.00 UI/ml

Para la MIV, el medio NCSU-37 stock se suplemento con cisteina, p-
mercaptoetanol, insulina, dibutiril AMP ciclico {dbAMPc), fluido folicular poercino
{PFF), PMSG y hCG {Foligon®, Choruidn®; Intervet International B.V., Boxmeer,
Holanda) tal v como describen Funahashi ef af. {1997) v como se refleja en la
tabia 16.
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TABLA 16. Suplementos del medio NCSU-37 para maduradan in vitro de ovocitos
porcinos {(Funahashi et af. 19977,

Componente Concentracion
Cisteina .57 mM
B-mercaptoetanol 50.00 uM
Insulina 5.00 mg/!
dbAMPc 1.00 mM
PFF 10% {v/v)
PMSG 10 UI/ml
hCG 10 UIfml

Medio TALP (Tyrode's Albumin-Lactate-Pyruvate}. La solucion stock
{Tabla 17) fue elaborada en el labaratorio con agua ultrapura. A continuacion, se
esterilizé mediante filtracion y se conservo bajo condiciones esteriles a 4°C
durante un maximo de dos semanas.

TABLA 17. Composicion del medio TALP stock (Rath =t af. 19993},

Componente Concentracion (mM}
NacCl 114.06
NaHCO, 25.07
KCI 3.20
NaH5PO ,+H,0 0.35
MgCl:+6H>0 0.50
Lactato Cas5H-0 5.00
Lactato sodico 10.00
Glucosa 5.00
Cafeina 2.00
Sulfato de kanamicina 0.17
Rojo fenol 0.003
PVA 1 mg/ml
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Para el cultivo posterior a la ICSI, el medio TALP stock se suplemento can
3 mg/ml de alblimina sérica bovina libre de acidos grasos (BSA-FAF) y 0.12
ma/ml| de piruvato sodico, tal vy como describen Rath ef af. {1999). El pH se
ajusta hasta 7.4 en un incubador al 5% de CO,, 38.5°C y atmaosfera saturada de
humedad durante 20 h antes de su uso.

Medio NCSU-23. Siguiendo el protocolo de Pefers & Wefls {1993), se
elabord una solucion stock {(Tabla 18) con agua ultrapura, se esterilizo por
filtracion y se conservd a 4°C durante un maximo de dos semanas. En el
mamento de su uso para CE, el NCSU-23 stock se suplementa con 4 mg/ml de
BSA-FAF, insulina 0.57 mM, p-mercaptoetanol 50 pM, 2% {v/v) de BME
{aminoacids soiution 50x) v 1% {v/v) de MEM {non-essentiaf armino acid solution
100x). Se filtro v se introdujo en el incubador un dia antes de su uso.

Mientras no se especifique lo contrario, cuando se haga referencia a un

medio de cultivo se entendera como finalmente suplementado para FIV, ICSI o
CE.

TABLA 18. Composicion del medio NCSU-23 stock {Peters & Wells 1993},

Componente Concentracion (mM}
NacCl 108.73
NaHCO; 25.07
KCl 4.78
KH:PO, 1.19
Mg50.4s7H-0 1.19
CaCl,e2H,0 1.70
Glucosa N.ah
Taurina 7.00
Hipotaurina 5.00
Penicilina G sodica 0.18
Sulfato de 39 Ul/ml

estreptomicina
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3.2.4 MADURACION IN VITRO (MIV) DE OVOCITOS

El transporte hacia el laboratario se realizo en un recipiente isotermo con
S5 a 38°C en un plazo maximo de 1 h desde el sacrificio de los animales.

Una vez en el laboratorio, los ovarios se sometieron a dos lavados en
Cetab, dos en 55 atemperada y se procedio a la obtencion de los ovocitos en
PBS. Los ovocitos se obtuvieron seccionande con hoja de bisturi los foliculos
ogvaricos con un diametro entre 3-6 mm {Figwra 374). El contenido folicular se
recogio en tubos estériles y se resuspendio en PBS atemperado dejandolo
sedimentar aproximadamente durante 5 min. Pasado este tiempo, el sedimento
se diluyd con PBS nuevo. Bajo el estereomicroscapic {Nikon® SMZ-10A) (Figura
378) v a 20X, se seleccionaron aguellos ovocitos rodeados por varias capas de
celulas del cumulfus cophorus con un aspecto compacto y con un citoplasma
homogeneo y granulado (Figura 37C). Los complejos celulas del cumuius
oophorus-ovocifo {COCs) se aspiraron con una pipeta Pastewr adelgazada con el
extremo romo v conectada a un tubo flexible de silicona.

Los COCs seleccionados se lavaron una vez en PBS atemperado vy dos
veces en medio NCS5U-37 previamente equilibrado a 38.5°C en el incubador
{Heraeus® Function live BB16, Heraeus instruments) con 5% de CO; y atmosfera
saturada de humedad durante al menos 3 h. El cultivo se llevo a cabo en grupos
de 45-50 CCCs en un volumen de medio de 500 pl. Pasadas 20-22 h de cultivg,
los COCs fueron transferidos a medio NCSU-37 libre de PMSG, hCG v dbAMPC
donde se lavaron dos veces y se cultivaron durante 20-22 h {Funahashi & Day
1993).
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FIGURA 37. {a} Secdon de los foliculos ovaricos con bistun; (b} Estereomicroscopio
Nikon®™ utilizado para la observacion vy seleccion de ovocitos; {c} Ovocitos inmaduros
rodeados de células del cumulus oophorus compactas; {d) Ovodtos maduros rodeados de
células del cumuwius cophorus expandidas.
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3.2.5 INYECCION INTRACITOPLASMATICA DE
ESPERMATOZOIDES (ICSI)

Tras la maduracion de los ovocitos (Figwa 370), se procedio a la
eliminacian de las células del cumuius mediante sucesivos pases de los COCs a
través de una pipeta automatica. A continuacion, los ovocitos denudadaos se
lavaron dos veces en la solucion de PBS suplementado y finalmente fueran
calocados en las placas de microinyeccion.

Sobre las placas donde se realizd la microinyeccion {Falcon® pefri dish
50x8mm) se dispusieron varias gotas centrales de 4 ul de la solucion de PBS
suplementado con 1 pl de semen, rodeadas por un niumere variable de gotas del
medio con los ovocitos. Cada gota de 4 ul contenia un ovocito. Las microgotas se
recubrieron con aceite mineral {embryo tested) distribuide por toda la placa de
microinyeccion.

La ICSI se realizd con un microscopio invertido Mikon® Diaphot 300 con
los correspondientes micromanipuladores TransferMan® NK {Eppendorf®) vy
microinyectores CeffTram Air/CelfTram O¥ (Eppendorf®) (Figura 38 A v B). Una
vez preparada la placa se procedio a la microinyeccion, mediante una pipeta
Eppendorf® Custorn Tip sterile {diametro internc 8 pm) se aspird un peguefio
volumen del medio libre de espermatozoides, v a continuacion se dispuso en una
gota que contenia espermatozoides donde se selecciono e inmoviliza al
espermatozoide gue bamos a microinyectar, aspirando desde la cola de forma
gue la cabeza espermatica guedaba mas cerca de |la entrada de la pipeta. Una
vez capturado el espermatozoide se procedio a la fijacion del ovocito mediante
la pipeta de sujecion (Eppendorf® Sterile VacuTips), colocando el ovocito
previamente madurado y denudado con el corpusculo pelar en posicion 6 0 12
horarias. A continuacion, se presion® con la pipeta de microinyeccion en la
posicion de las 3 horarias para atravesar la zona pelicida y la membrana
plasmatica {(Figura 38C). Se aspiro una pequefia cantidad de citoplasma para
confirmar gue se habia atravesado la membrana plasmatica del ovocito, y el
espermatozoide se inyectd en el interiar del citoplasma. Por Ultimo, se retiro la
pipeta de microinyeccion v se liberg al ovocito. Tras la microinyeccion, los
gvocitos se lavaron en el medio TALP vy se dispusieron en el incubador en unas
condiciones de 38.5°C, 5% de CO: y atmaosfera saturada de humedad durante
20-22 h.
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3.2.6 PREPARACION DE ESPERMATOZOIDES PARA ICSI

El procesado v preparacion de los espermatozoides, sometidos a diferentes
procesos {intactos, congelados-descongelados, congelacion rapida, Triton X-100,
RecA), utilizados para la fecundacion in vitro por ICSI, se lleva a cabo tal y como
se describe en los apartados 3.1.6 y 3.1.7.

El semen junto con el ADN fue incubado durante un minime de 30 min a
16°C. Tras este periodo de incubacion, se calento la suspension espermatica en
estufa durante 10 min a 38.5°C, como paso previo al proceso de ICSI.

Para su dilucion se tomaron 2 Jl de la suspension de espermatozoides
correspondiente v se completaron con 500 ul de PBS {precalentadoc a 38°(C)
suplementado con suero fetal boving al 10%. De esta muestra se dispuso un
volumen de 1 pl en cada una de las gotas centrales {4 ul PBS + Suero) de |a
placa de pefri utilizada para la microinyeccion {descrita en apartado 3.2.5).

3.2.7 FECUNDACION IN VITRO (FIV)

Los ovocitos, una vez madurados in viro (aparfado 3.2.4), se
decumularon y se dispusieron en grupos de 25 unidades en placas de 4 pocillos
con 250 pl de medio de fecundacian TALP. Posteriormente, se les afadieron las
espermatozoides preparados en una suspension de 250 pl en medio TALP.
Transcurridas 2 h de co-incubacion, los supuestos cigotos se pipetearon
suavemente para eliminar |los espermatozoides adheridos a |la zona peldcida.
Tras esto se dispusieron en microgotas con medio de cultivo embrignaric NCSU-
23 {previamente lavados en placas con 2 ml de dicho medio).

3.2.8 PREPARACION DE ESPERMATOZOIDES PARA FIV

Los espermatozoides empleados en estas experiencias fueron procesados
de acuerdo a o descrito en los aparfados 3.1.6 {espermatozoides intactos e
incubados con ADN) v 3.1.7 {espermatozoides incubados con ADN y RechA). La
concentracion de espermatozoides utilizada para la FIV oscilo entre 0.25-1x10°
espermatozoides por cada 25 ovocitos, dependiendo dicha concentracion de la
calidad seminal abservada tras el tratamiento realizado.
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FIGURA 38. (a)} Microscopio invertido Mikon® Diaphot 300 con los correspondientes
micromanipuladores TransferMan® NK (Fppendorf) v microinyectores CelfTram
Air/CeliTram O {Eppendorf); (b} Imagen ampliada microinyector vy micomanipuladar;
{c} Inyecdan intracitoplasmatica de espermatozoide con pipeta de sujedon v pipeta de
inyeccion, ovocito con CP visible a las 6 horarias.
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3.2.9 CULTIVO DE EMBRIONES

A las 2 h {en el caso de FIV) v a las 20-24 h {en el caso de ICSI) tras la
fecundacion i vitro, los presuntos cigotos se trasladaron a medio NCSU-23
previamente eguilibrado. Tras lo cual se dispusieron en microgotas con medio de
cultivo embrionario NCSU-23 {previamente lavados en placas con 2 ml de dicho
medio)}, a razon de 1 ul de medio/embrion {aproximadamente 25 embriones por
gota), v se cubrieron con aceite mineral {embryo tested). A las 48 h post-
fecundacion se seleccionaron, bajo el estereomicroscopio, Unicamente aguellos
embriones gue se encontraban divididos en estadio de 2-4 células, y se
trasladaron de nueve a microgotas con medic NCSU-23 nuevo. El cultivo de
embriones se mantuva en estas condiciones hasta los 7 dias post-fecundacian en
las condiciones de 3B.5°C de temperatura y 5% de CQ:; en aire saturado de
humedad.

3.2.10 VALORACION MICROSCOPICA DE LOS
RESULTADOS

3.2.10.1 Valoracion del desarrollo embrionario

Se consideraron embriones divididos aquellos que a las 48 h post-
fecundacion se encontraban en estadio de 2-4 células con blastomeras
homogeneas. Por otra parte, una vez finalizado el periodo de cultivo de 7 dias, se
aislaron bajo el estereomicroscopio {5X) aquellos embriones con aspecto de
blastocisto ¥ se trasladaron a PBS atemperado. Seguidamente, se procesaron
para valorar la calidad embrionaria segun el nimero de blastomeras por embrion
siguiendo la técnica descrita por Dobrinsky ef al. {1936). Los blastocistos se
fijaron en alcohol sobre un portaobjetos durante un peripdo de 24 h vy
posteriormente se tiferon con una solucion Hoescht 33342 al 1% en PBS para
tefir los nucleos celulares. Tras la tincion, los embriones se visualizaron
inmediatamente en un microscopio {Leica® modelc DMLS) de fluorescencia a
400X vy filtro UV de 485 nm de longitud de onda. Por dltimo, se contabilizaron
todos los nucleos considerandose el numero total de células por blastocisto como
el numero total de ndcleas tefidos {(Fgura 39).

Las variables estudiadas en esta experiencia se detallan a continuacion:
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» Porcentaje de division embrionaria (% Division}: se contabilizo el
numero de embriones en estadio de 2-4 células con respecto al total de los
cigotos gue iniciaron el cultivo embrionario.

+ Paorcentaje de blastocistos (% Blastocistos): se valoro el nimero de
blastocistos con respecto al total de embriones dividides.

« NuUmero medio de células por blastocisto (N? cels/blastocisto}: se
calculo como el nimero medio de nlcleos tefiidos por blastocisto.

3.2.10.2 Valoracion de los embriones transgénicos

Los embriones obtenidos por FIV o ICSI, gue presentaron division a las 48
h post-fecundacian, fueron evaluados a los 7 dias para detectar la expresion de
la proteina verde fluorescente EGFP, calculando el porcentaje de embriones gue
expresaban total o parcialmente la misma. Para ello se utilizd un microscopio
invertido de fluorescencia {Mikon® Diaphot 300) con un rango de excitacion de
395-470 nm v un espectro de emision de 509 nm. Los embriones se clasificaron
en 2 grupos: 1) Con expresion de la proteina verde fluorescente {emiten luz
verde fluorescente), 2) Sin expresion de la proteina verde fluorescente {no hay
signos de fluorescencia). En la figura 40 podemos observar varios embriones
transgenicos en diferentes estadios obtenidos por ICSI, y cultivados durante 7
dias en NCSU-23.
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FIGURA 39. {a}) Embriones porcinos en estadio 2-4 células. Observado en el
estereomicroscopio (20X}, (b} Blastodsto eclosionando; {c} Blastocisto tefiido con
Hoescht 33342 {niacleos de los blastomeros tefiidos en azul}, epifluorescencia (200X},
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FIGURA 40. Embriones porcinos obtenidos mediante ICSI-SMGT expresando el gen
EGFP en diferentes estadios de desarrollo {con sus correspondientes imagenes de
campo claro, excepto C1 gue combina luz blanca con luz fluorescente}. Imagenes
obtenidas en el microscopio invertido Wikon® Diaphot 300 con filtro de fluorescencia
(B2} para EGFP. {a} Embriones gue expresan EGFP en estadio de 2 y 3 células
(200X}, Imagenes (b} v ({c} blastocistos transgénicos (200X vy 400X,
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3.3 INSEMINACIONES Y TRANSFERENCIA DFE

EMBRIONES (VALORACION DE LA PRODUCCION IN
VIVO DE EMBRIONES Y LECHONES TRANSGENICOS)

3.3.1 ANIMALES

Los experimentas fueron llevados a cabo en el Area de Investigacion del
Departamento de Fisiologia en la Granja de l|la Facultad de Veterinaria. Se
utilizaron un total de 12 hembras. Para las inseminaciones no quirdrgicas se
utilizaron 4 hembras multiparas {22 gestacion) dos de ellas raza Duroc vy las
otras dos cruces de {andrace X Large White. Para las inseminaciones gquirirgicas
y para las transferencias de embriones se utilizaron 8 hembras prepUberes todas
ellas landrace X Large White. Fueron alpjadas en jaulas individuales o en
pargues en grupos de dos, caon una racian de comida diaria y agua ad fibiturmn,
con una temperatura ambiental que wvariaba entre 20-25°C vy sometidas a
condiciones naturales de luz.

3.3.2 INDUCCION Y DETECCION DEL CELO

Con el proposito de sincronizar el ciclo estral, para el caso de cerdas
multiparas, en primer lugar se inyectd via intramuscular {i.m.) prostaglandina
PG-F2a {Dinclityc™) pasadcs 15 dias desde el Ultime ciclo, para producir la lisis
de posibles cuerpos [dteos v reinicio del ciclo estral. Para la induccian del celo v
superovulacion, tanto en hembras multiparas {pasadas 48 h tras la inyecciaon de
la prostaglandina) como prepUberes, se administro via i.m. 1250 U.I de
Gonadotropina Corionica Equina {eCG) {Folfigon®; Intervet) seguidos 72 h
despues de 750 U.I de Gonadotropina Coricnica Humana {hCG) {Veterin Corion®,
Divisa Farmavic S.A., Barcelona). La deteccion del estro fue llevada a cabo cada
6 h a partir de 32 h tras la inyeccion de hCG, mediante determinacion del reflejo
de inmovilidad y aspecto que presentaba la vulva, y mediante el uso de técnicas

ultrasonegraficas {descrito a continuacion) (Figura 41 A v B).
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3.3.3 DIAGNOSTICO POR ECOGRAFIA DE LA OVULACION
Y DE LA GESTACION

El ecografo utilizado fue 100 FALCO-VET {Esaote Espafia, S.A., Barcelona),
tanto para diagnostico de gestacion, mediante una sonda microconvex de
aplicacion abdominal {5-7.5 MHZz), como para seguimiento del crecimiento
folicular y mamento de ovulacion, mediante sonda endorrectal {6-8 MHz).

La deteccion del estro y de la ovulacian fue llevada a cabo mediante
seguimiento del crecimiento folicular {areas anecoicas en el ovario con un
tamafo entre 3-6 mm de diametro) {Figura 41 A y B) a partir de 32 h tras la
inyeccion de hCG. El diagnostico de gestacion, por su parte, se llevo a cabo a los
25-28 dias tras la fecundacion. Tras la limpieza de |la zona y la deposicion de gel
se aplico la sonda ecografica en la region ventral, entre las dos Ultimas mamas,
realizando un barridc por la zona valorando la presencia de wvesiculas
embrionarias. Se considero positiva |la gestacion cuando se visualizaron las
vesiculas embrionarias de un tamafio de 15 a 20 mm de diametro. Se
observaron comao areas bien definidas, regulares y anecoicas. En la figura 42 (A y
B) aparecen dos imagenes ecograficas de una hembra gestante por inseminacion
intrauterina profunda, v en la figura 468 el seguimiento de una cerda gestante
por transferencia de embriones.

3.3.4 INSEMINACION INTRAUTERINA PROFUNDA

Para esta experiencia fueron inseminadas 4 cerdas multiparas {23
gestacion), dos de ellas eran cruces de Landrace X Large White v |las otras dos
restantes de raza Duroc.

3.3.4.1 Preparacion del semen

El semen fue preparado como se ha descrito en el aparfade 3.1.6,
utilizando semen fresco {intacto). Se prepard en la siguiente relacion: 1000x10°
espermatozoides/250 | ADN {solucian sfock de EGFP 200 ng/ul) en un volumen
total de 10 ml de medic SFM/BSA. Se incuba esta suspension a 16°C durante 2
h, moviendo los tubos cada cierto tiempo para evitar la sedimentacion. La
muestra fue posteriormente calentada a 37°C durante 10 min antes de la
inseminacion.
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3.3.4.2 Cateterizacién intrauterina profunda

La inseminacion fue llevada a cabo a las 36-40 h tras la administracion de
hCG. Se utilizaron dos cateteres, uno de ellos un catéter convencional de
inseminacion cervical gue sirve de guia para el otro cateter, una sonda flexible de
1.80 m de longitud, 4 mm de diametro exterior y 1.B mm de diametro interior
{Fireflex®™, Magapor S.L., Zaragoza) (Figura 41C). Antes de la insercion, la espiral
del cateter comercial para 1A {Magapor S.L., Zaragoza), fue lubricada con un
medio esteéril no espermicida. Se limpio la zona perineal de la cerda y se procedio
a la insercion del catéter, una vez en el cervix de la cerda se continuo con la
introduccian de |la sonda flexible a traves del interior del catéter cervical llegando
a uno de los cuernos uterinos hasta que la mayor parte de |la sonda quedaba
introducida {dependiendo del tamafio del animal). Antes de la inseminacion se
introducen por la sonda 2 ml de medio de dilucion {BTS) precalentado a 30°C, a
cantinuacion se insemina acoplando al extremo de la sonda una jeringa con los
10 ml correspondientes a la dosis de espermatozoides {(30°C), v seguidamente
otros 2 ml de medio para arrastrar los restos de dosis que hayan guedado en el
interior de la sonda. Finalmente, con cuidado se extrae primero el cateter flexible
y a cantinuacion el catéter cervical. Se observan ambos catéteres para visualizar
el tipo de secrecion, vy si se ha producido algun tipo de herida en el proceso. En
la figura 43 podemos observar varios de los lechones obtenidos mediante esta
tecnica.

Se realizaron dos inseminaciones espaciadas 12 h para cada cerda, con el
semen del mismo eyaculado conservado a 16°C.
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FIGURA 41. {a-b} Ecografias de ovarios de cerdas con foliculos en crecimiento, cercanos
al momento de la ovulacion, momento optimo para la inseminacion [Equipo ecografico
100 FALCO-VET {Esaote Esparia, S.A., Barcelona)}] con sonda de 6-8 MHz; {cl1} Catéter
de inseminacion artificial pordna cervical junto con la sonda {c2} de inseminacion

intrauterina profunda (Fireflex®}.
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FIGURA 42Z. {a} Imagen ecografica del dtero de una hembra gestante 28 dias post-

inseminacion; se observan varias zonas anecoicas que se corresponden con vesiculas
embrionarias; (b} Imagen ecografica del dtero de de una hembra gestante, 65 dias post-
inseminacion, donde se aprecian las estructuras oseas de un feto. Ambas imagenes
corresponden a gestaciones resultantes de la inseminacion intrauterina profunda con
espermatozoides incubados con ADN; {c} Dos de las hembras inseminadas.
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FIGURA 43. (a-b} Lechones nacidos mediante inseminacion intrauterina profunda con
espermatozoides incubados con ADN,; {c) Método de deteccion de la expresion del
transgén EGFP mediante el empleo de una lampara de luz UV,
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3.3.5 INTERVENCIONES QUIRURGICAS PARA
INSEMINACION INTRAUTERINA, TRANSFERENCIA Y
RECOGIDA DE EMBRIONES

3.3.5.1 Anestesia y analgesia

La induccion anestésica y analgesia preoperatorias de los animales fue
realizada mediante una combinacion de Ketamina {100 mg/mD 10 mg/Kg
{Imalgene® 1000, Merial Laboratorios S5.A., Barcelona), Medetomidina (1.0 mg)
0.2 ma/kg {Domtor®, Pfizer S.A., Madrid), Midazolam {5 mg/Sml) 0.2 mag/kg
{Dormicum®, Roche, Madrid), Morfina Hidroclorure {20 mg/ml) 0.2 ma/kg
{Morfina Braun 2%, B. Braun Medical S.A., Barcelona) administrado via i.m.
hasta alcanzar un plano anestésico que nos permitiera conectar al animal al
equipo de anestesia inhalatoria {Matrix®) mediante el usc de una mascarilla,
manteniendo el planc anestésico con isoflucranc {Isofic® Laboraterics Dr.
Esteve S.A., Barcelona) vaporizado en oxigeno al 2-3%.

Los animales anestesiados se dispusieron en decubito supino y fueron
inmaovilizados sobre la mesa de operaciones (Ver figura 44).

Para la analgesia postoperatoria se administro morfina 0.2 mg/kg i.m.
cada 4 h hasta transcurridas 8-12 h del postoperatorio, continuando la analgesia
con buprenorfina {0.3 mg/ml) 0.01 mg/kg i.m. {Buprex®, Schering-Plough, S.A.,
Madrid) cada 8 h durante 3-4 dias.

El estado de los animales durante la cirugia fue controlado en todo
momento mediante un moniter multiparamétrico (Neffcor® MN5500, Patient
Monitor, Tyco Healthcare Pleasanton CA&, USA) donde se analizaban los
parametros fisiologicos: temperatura corporal, frecuencia cardiaca, frecuencia
respiratoria, electrocardiograma, presion sanguinea no invasiva y nivel de
saturacion de oxigenao.

3.3.5.2 Apertura y cierre de la cavidad abdominal

- Apertura de la cavidad abdominal: Se procedic a la adecuada
antisepsia (Befadine®, Lab Sarget, Tecnodial S.A., Madrid) de la region
abdominal en la zona correspondiente a las dos Ultimas mamas, y al aislamiento
del campo guirdrgico mediante la colocacion de un pafio estéril. A continuacion,
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se realizd una laparotomia ventral mediante incision con bisturi ¥ se procedio a la
diseccion roma de la grasa subcutanea, incidiendo sobre la fascia y el musculo
recto abdominal hasta la visualizacion del peritoneo. Este JUltimo se abrio
mediante un peguefio corte con el extremo de tijera Metzembaum v a
continuacion se coloco un separador abdominal. Posteriormente, se localize un
cuerno uterino y se exteriorizo hasta poder visualizar el oviducto y el ovaria.

- Cierre de la cavidad abdominal: La cavidad abdominal se cerro en 4
plangs. En los tres primeros, correspondientes a la capa muscular, peritoneog,
fascia de la muscular y al tejido subcutaneo con la grasa praopia, se utiliza nylan
del nimero 3 vy se realizo una sutura continua con puntos de refuerzo. En cuanto
al plano correspondiente a la piel se suturg mediante puntos simples con seda n®
3-4.

El cuerno utering, junto con el oviducto y ovaric manipulados fueron
lavados continuamente can solucion salina fisiolégica atemperada, para evitar
adherencias, v reintroducidos en |la cavidad abdominal.

Para prevenir posibles infecciones se le administro al animal amoxicilina
con efectoc retardade {Bivamox® Boehringer Ingelheim S.A., Barcelona, Espafia)
durante 4-5 dias y sobre la herida se aplico con un aerosol antibacteriano vy
antiséptico de accion topica {Oxitetraciclina; Veterin-Tenicoi®, Intervet,
Salamanca).

3.3.5.3 Inseminacién intrauterina quirdrgica
3.3.5.3.1 Preparacion y transporte de los espermatozoides

La preparacion de los espermatozoides fue similar a la realizada para la
inseminacion intrauterina prafunda, pero coan una dosis de inseminacion menor:
1.5x10° espermatozoides/75 pl ADN {solucion stock de EGFP 200 ng/ul), en un
volumen final de 1.5 ml {Fantinati ef af. 2005} por cuerno uterinp. Las muestras
fueron incubadas a 16°C durante 2 h y cada pocos minutos vy de forma repetida
se inclinaron los tubos para evitar la sedimentacion.

El transparte se realizd en una estufa portatil a 38°C, desde el laboratorio

de Fisiologia hasta el guirofano experimental situado en la granja de Veterinaria
{2 Kmj.
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3.3.5.3.2 Inseminacion intrauterina

Una vez realizada la apertura de la cavidad abdominal, se observaron con
detenimiento los ovarios para asegurarnos que la cerda habia completado el
proceso de ovulacion y se determing el numero total de los cuerpos
hemarragicos presentes en los mismaos. A continuacion, se localiza el oviducto
donde se realizo una incision utilizande una aguja roma para acceder a la luz
oviductal (Figura 44C), posteriormente se coloco la jeringuilla vy fueron
depositados los espermatozoides {37°C) en el interior de la ampolla oviductal. En
la figura 44 observamos una secuencia de imagenes del procedimiento llevado a
cabao.

3.3.5.3.3 Recogida de embriones

A los 6-7 dias tras |la inseminacion quirdrgica, se procedio a la recogida de
los embrignes. Tras la apertura ¥ acceso a la cavidad abdominal, ambos cuernos
uterinos fueron localizados y expuestos, se realizo una ovariohisterectomia y el
tracto reproductivo se conserva en SSF atemperada hasta su traslado al
laboratorio {10 min). Una vez en el laboratorio, se realizaron dos lavados con 20
ml de PBS (suplementado con 1mg/ml de alcohal polivinilico {PVA), precalentado
a 37°C) de cada uno de los cuernos en direccion oviducto-utero. El medio de
lavado inyectado en el cuerno uterino fue recolectado en placas de Peifri. A su
vez se contaron los cuerpos ldteos presentes en cada uno de los ovarios, para
obtener el ratio de recogida embriones/cuerpos |Uteos.

Los embriones fueron evaluados bajo estereomicroscopio para analizar su
desarrollo embrionario vy bajo microscopio de fluorescencia tal vy como se describe
en el aparfado 3.2.10. En la figwa 4401 y 4407 podemos observar dos
embriones obtenidos in viva 7 dias tras la inseminacion intrauterina profunda
guirdrgica.

3.3.5.4 Transferencia de embriones
3.3.5.4.1 Preparacion y transporte de los cigotos
Una wvez invectados los ovocitos con semen incubado con RechA:ADN
{apartado 3.2.3), se visualizaron bajo un estereomicroscopio para su

localizacion, y se depositaron en tubos de 500 | para su transporte. El
transporte de embriones se realizo en una estufa portatil a 38°C. Una vez en €l
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guirafano, se introdujeron mediante aspiracion utilizando un sistema de
pipeteado {Micro-Classic®, Brand, Germany) conectade a un catéter Tom Cat
{Kendall Co., Mansfield, MA, USA) con solucion PBS atemperada a 38°C. La carga
del catéter se realizo de la siguiente manera. En primer lugar se dispuso una
columna con el medio de cultivo, a continuacion se deja un espacio con aire y
luege se cargaron los embriones contenidos en el medio. Posteriormente, se
dispuso la segunda columna de aire y la Ultima nuevamente con el medio. La
columna con el medio de cultive {PBS), ubicada en el extremo abierto del
catéter, limpia a éste en el momento de la descarga. La presencia de las
columnas con aire impiden el desplazamiento de la columna central, gque
cantiene los embriones y la Ultima garantiza la descarga del embrion por efecto
de arrastre.

En todos los casos se procurg gue el tiempo transcurrido desde la
introduccian de los cigotos en las placas para su transparte hasta la transferencia
de embriaones no fuera superior a 30 min.

3.3.5.4.2 Transferencia de embriones

Una vez gue se accedio guirdrgicamente a la cavidad abdominal se
observaron con detenimiento los ovarios contandose el ndmeroc de cuerpos
hemorragicos para asegurarnos que la cerda habia completado el proceso de
ovulacion. A cantinuacion, se localizo en el interior de |la bolsa ovarica la abertura
del infundibule ¥ rapidamente se introdujo el catéter con los cigotos previamente
obtenidos por ICSI1. Una vez en el interior de los primeros 4-5 cm de la luz del
oviducto, el extremo del catéeter se sujetd suavemente con los dedos a modo de
anillo procurando que la adaptacion fuera lo mas perfecta posible. Mediante la
ayuda de una jeringuilla de 1 ml conectada al catéter se impulso el cantenido de
este a traves del oviducto (Figura 45). Finalmente, se retird el cateter y se
comprobgd con la ayuda de un estereomicroscopio la ausencia de cigotos en el
misma. En la figura 464 observamos una hembra tras la transferencia de
embriones, y en la figura 46C los lechones nacidos mediante esta técnica.
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FIGURA 44. {a-c} Proceso de inseminacion por laparctomia quinirgica. (a)} Animal en
mesa guirdrgica conectado a la maguina de anestesia inhalatoria v en preparacion para la
intervencion; (b} Ovario con foliculos en crecimiento proximos a la ovulacion; {c)
Inseminadaon en union Ctero-tubarica con espermatozoides incubados con ADN; {d1} v
{d2} Blastocistos porcinos obtenidos 7 dias después de la inseminacion guinirgica vy
tefidos con Hoescht 33342 para visualizar los nicleos de las blastomeras (40X).
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FIGURA 45. Secuencia de la transferencia de embriones. {(a) Preparacian para cirugia; (b}
Laparctomia ventral, {c-d} Localizacion del cuemo uterino v exteriorizacion del oviducto v
ovario, (e} Localizacion en la bolsa ovarica de la abertura del infundibulo e introduccion del
catéter que portan los cigotos; (f-g) Cierre de la cavidad abdominal, fascia muscular vy

peritoneo; {h} Sutura de la piel con puntos simples.
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FIGURA 46. Evolucion de la gestacion de la cerda receptora de los embriones obtenidos por
ICSI-SMGT. (a} Cerda receptora v detalle de las condiciones del alojamiento; (b} Secuencia de
imagenes ecograficas del Jtero donde se observan zonas anecogenas compatibles con las
vesiculas embrionarias (dias 21 y 32} e imagen de las estructuras fetales en crecimiento {55

dias}; {c} Lechones recién naddos a partir de la transferencia de embriones procedentes de
ICSI-5MGT.
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3.3.6 MANEJO DE GESTACION, PARTO Y LECHONES

Los animales inseminados convencionalmente fueron alojados en jaulas
individuales hasta los 25-28 dias en los gue se realiza el diagnostico de
gestacion, para pasar entonces a parques. Las hembras intervenidas
guirdrgicamente {transferencia de embriones e inseminaciones quirdrgicas)
fueron alojadas individualmente en parques desde un principio. Las medidas
sanitarias de alojamiento, nutricién y medioambientales fueron las habituales en
las granjas comerciales de produccion porcina.

Una semana antes de la fecha prevista de parto, las cerdas fueron
trasladadas a la paridera. Dos dias antes del parto se mantuvieron Unicamente
con alimento fibroso para limpiar el tracto intestinal y evitar el crecimiento
bacteriano. Se conectaron placas y lamparas calefactoras 48 h antes del parto
para evitar la muerte par hipotermia. Tras el nacimiento se corto y desinfecto
{Betadine®, Lab Sarget Tecnodial S.A., Madrid) el cordén umbilical de los
lechanes vy se inyectd solucién de hierro 1-1.5 ml {Ferroval®, Lab Medvet, Lleida,
Espafia) para evitar la anemia ferropénica. Se identificaron mediante un doble
crotal numerado.

3.3.7 OBTENCION DE MUESTRAS Y BIOPSIAS EN LOS
LECHONES VIVOS

Para la obtencion de las distintas muestras de tejidos de los lechones
nacidos vivos se llevaron a cabo diferentes técnicas que se detallan a
caontinuacion:

3.3.7.1 Laparotomia

El animal fue conectado a la maguina de anestesia mediante el uso de una
mascarilla inhalatoria, manteniendo el plano anestésico con isofluarane {Isofic®,
Laboratorios Dr. Esteve S.A., Barcelona) vaporizado en oxigeno al 2-3%. Los
animales, una vez anestesiados, se dispusieron en decubito supino y fueron
inmovilizados sobre |la mesa de operaciones.

La técnica de laparotomia {apertura v cierre de |la cavidad abdominal) se
realizo del misma modo que el descrito en el aparfado 3.3.5.2. Con este metodo
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se accedio a la cavidad abdominal donde se localizo el higado y se secciangd una
peguefia porcion. Se emplea un bisturi eléctrico para la coagulacion v
cauterizacion de la herida realizada en el higado.

Tras la intervencion guirdrgica se administro para la analgesia
buprenorfina {0.3 mg/ml) 0.01 mag/kg i.m. {Buprex®, Schering-Plough, S.A.,
Madrid) cada 8 h durante 3-4 dias y se hizo un tratamiento antibiotico de
cobertura {Bivamox® Boehringer Ingelheim 5.A., Barcelona, Espafa).

3.3.7.2 Pinzas de biopsia endoscépica

Para la recogida de otras muestras de tejido por la via digestiva vy
respiratoria se utilizaron unas pinzas de biopsia endoscopica con forma de
cuchara, circulares con diente, de 120 cm de longitud ¥y un diametro de 2.2 mm
{Ver figura 47) que se aplicaron en los animales anestesiados. Con este tipo de
sanda se realizaron |la siguiente toma de muestras:

« Endoscopia digestiva alta: obtencion de muestra de mucosa oral.

« Endoscopia digestiva baja: obtencion de mucosa intestinal {recto
y calan).

» Endoscopia nasal: obtencion de muestra de mucosa nasal.

FIGURA 47. Sistema de endoscopia utilizado para la obtencion de biopsias en los
lechones.
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3.3.7.3 Agujas de biopsia

Se tomo una muestra de musculo mediante el uso de aguja de biopsia de
14 G v 20 mm de profundidad {Vet-Core Biopsy Needle, Michigan, EE.UU).

3.3.7.4 Otras muestras

Ctras muestras obtenidas fuergn sangre, y porciones de cola y oreja. La
muestras de sangre fueron abtenidas de la vena coxigea. Mientras gue las
muestras de tejidos de cola v oreja se obtuvieron mediante un corte directo
empleando una tijera.

3.3.8 EVALUACION DE LA INTEGRACION DEL ADN Y
EXPRESION DE LA PROTEINA VERDE FLUORESCENTE
(EGFP)

3.3.8.1 Integracion del ADN (EGFP)

La evidencia directa de la integracion del gen se realizo mediante la
extraccion de ADN genomico de diferentes tejidos de los lechones obtenidos para
analisis por PCR. El protocolo utilizado para la extraccion del ADN fue el gue se
detalla a continuacion:

1} Obtener la muestra de tejide a estudiar.

21 Afiadir 700 ul de solucion de lisis (Tabfa 19) en un tubo eppendorf.

3) Poner el tejido en hielo ¥ con una cuchilla cortar la muestra de tejido lo
mas fino posible y pasarlo a la solucion de lisis disgregandolo totalmente
can tijeras.

4} Anadir 100 ul de proteinasa K de una solucion 10 mg/ml en CaCls 2 mM.

53 Poner en incubador o en bafo a 55°C.

6) Al cabo de 2 h afadir otros 50 Ll de proteinasa K v dejarlo incubar 12 h.

7} Transcurrido este tiempa, extraer el ADMN genomico con fenol hasta que
quede el sobrenadante [impio de proteinas.

8) Extraer el fenol con cloroformo ¥ mantener el sobrenadante.

9y Afladir 10% de Acetato de sodio {3 M) v 1 ml {o hasta llenar el tubo
eppendorf de 2.2 ml) de etanol 100% frio.

10) Pasarlo a -20°C hasta precipitacion total.
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11) Centrifugar 15-30 min a 4°C.
12) Lavar con etanol 70%.

13) Secar en centrifuga de vacio "Savant” v resuspender en 100 ul de agua.
14) Dejar la muestra 10 min a 42°C.

15) Utilizar 1 ul de la muestra diluida de 1/25 a 1/100.

TABLA 19. Solucion de lisis.

Componente Concentracion (ml}
5 M NaCl {150mM} 1.5
10% SDS (0.5%} b
1 M Tris-HCI {25 mM) 1.25
0.5 M EDTA {10 mM) i
H;0 hasta 50 ml (43.75 m!)

A continuacion, se procedio a realizar la reaccion en cadena de la
polimerasa {PCR) de EGFP. Una vez purificado el ADN se cuantifica su
cancentracion en el espectrofotometro. Del ADN purificade fueron utilizados
entre 50-100 ng para la PCR de EGFP. Los primers utilizados son GFP-1 {5-TGA
ACC GCA TCG AGC TGA AGG G-37) y GFP-2 (5-TCC AGC AGG ACC ATG TGA TCG
C-31, que amplifican especificamente un fragmento de 340 pares de bases del
ADN de EGFP. La amplificacion se realizo en un volumen total de 25 pl, utilizando
1U de Tag polymerase {Promega®™), 2.5 ul de 10X buffer, 100 yM dNTP, 0.10 M
de cada primer y 1.5 mM MgCl;. Los ciclos de |la PCR consisten en un primer ciclo
de desnaturalizaron de 92°C {2 min}, seguido de 30 ciclos de 92°C {30 seqg),
59°C {30 seqg) y 72°C {30 seg). Ademas, un ciclo final de extension de 5 min. El
producto de la PCR se resuelve en un gel de agarosa al 1.5% en TBE buffer,
posteriormente el gel se tife con bromuro de etidio v se visualiza bajo luz
ultravicleta la presencia del gen. Se utilizaron controles positive {(ADN de ratones
transgenicos para EGFP) y negative {ADMN de cerdo control) en cada PCR.
Ademas cada muestra se amplificaba con primers para ZFX/ZFY para confirmar
la calidad de cada muestra {Gutiérrez-Adan et al. 1996).
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3.3.8.2 Expresion de la EGFP
{1} Visualizacion directa

Para evidenciar la expresion de la proteina verde fluorescente {EGFP) tanto
para los embriones recolectados {inseminaciones guirurgicas) como para los
lechanes nacidos {inseminaciones no quirdrgicas y transferencia de embriones),
se realizd una visualizacion directa mediante iluminacion con luz azul a una
excitacion maxima de 488 nm de longitud de onda, ya sea mediante el uso del
microscopio invertido de fluorescencia {para el caso de los embriones y foliculos
pilosos de los lechones) o mediante una lampara manual gue emite luz UV {para
el caso de los lechones), tal y como se muestra en la figura 43C.

{2} Western Blot

En primer lugar, homogenizamos la muestra de tejido y se prepara un gel
de electroforesis para separar proteinas desnaturalizadas de la masa. Las
proteinas son transferidas desde el gel hacia una membrana de nitrocelulosa,
donde son examinadas utilizando anticuerpos especificos para la proteina.
Finalmente se realiza el revelado de la muestra. A continuacion se describen
detalladamente los pasos a seguir:

{a} Homogeneizacion de las muestras

Las muestras de tejidos se homogeneizaron utilizando el sistema
Kinematica Polytron® PT  10/35 (Kinematica AG, Switzerland). La
homogeneizacion se realizo en un bafio de hielp evitando asi el calentamiento de
la muestra por friccion. Posteriormente, se pesaron 50 ugr de la muestra a los
gue se |les afiadio 500 pl de una solucion compuesta par 10 ml de PBS y una
pastilla inhibidora de proteasas {Complete, EDTA-free, Roche®). Se centrifugd
dicha solucion y se recogieron 20 upl del sobrenadante donde se anadieron 5 pl
del buffer simple en condiciones reductoras [5% B-mercaptoetanol {vol/vol)]
{Tabfa 20).
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TABLA 20, Buffer simple en condiciones reductoras [5% B-mercaptoetanol {vol/vol}].

Componente Concentracion
Glicerol 5 m|
5DS d.1gr
Tris 1.5 M 1 m]
DDT 500 pi
5% B-mercaptoetanol 200 ug
H-D destilada hasta 10 ml

Ajustar pH a 6.8

(b} Determinacion de proteinas de las muesiras de tejidos

Para determinar la cantidad total de proteinas en los tejidos a analizar, se
utilizd el ensayo del acido bicinconinica {BCA) usando alblimina sérica bavina
{BSA) como patron de proteina {Smith ef al 1985). Esta es una prueba
empleada para la deteccion calarimetrica y la cuantificacion de proteinas. Este
meétodo combina la reduccion del ien clpricc {Cu™) a i6n cuproso {Cu™l)
{reaccion de Biuret) en un medic alcalino y la deteccion de este cation {Cu*h)
usando un reactivo que contiene el acido bicinconinico. El producto final de la
reaccion es un calor purpura formado por la union de dos moléculas de BCA can
una del ion cuproso {(Smith ef af. 1385). Este complejo hidrosoluble puede ser

medido mediante un espectofotometro a una longitud de onda de 560 nm.

1) Ensayo  proteico: las muestras de Ios tejidos previamente

homogeneizados se distribuyeron en 3 tubos de ensayo en volumenes de 4, 8 y
12 pl respectivamente, ademas comao patron y control de las muestras se utilizo
BSA a una concentracion conacida de 7 g/dl, v una dilucion 1:1 y 1:2 de la
misma. Posteriormente, se agregd a cada muestra agua ultrapura hasta
campletar un volumen final de 200 pl por tubo. Para iniciar la reaccion se
adicionaron 2 ml del reactive de trabajo.

Se mezclo bien y se incubgd a 37°9C en bafic maria durante 30 minutos.
Pasado este tiempo los tubgos se dejaron enfriar a temperatura ambiente durante
15 minutos € inmediatamente se realizd la lectura. Esta se hizo réapidamente
para evitar errores derivados del oscurecimiento del reactive de la muestra. El
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reactivo de trabajo para |la determinacion de proteinas, se preparo en el
laboratorio siguiendo las indicaciones establecidas en el Protein Assay Kit {Pierce,
Rockford, IL.), mezclando 50 volimenes del reactivo A {inceloro) vy 1 volumen

del reactivo B {azul).

2) Medicion de la absorbancdia: Las muestras se midieron con la ayuda de
un espectrofluorimetro Fluostar Galaxy {BMG Lab Technologies) excitando las
muestras a 560 nm. Las muestras se colocaron, para su medician, en una placa
de 96 pocillos {Nunc, Roseville Denmark) con 100 pl de volumen por pocillo.

Con los patrones se hizo una recta patron con la gue se calculo
posteriormente la concentracian de proteinas de las muestras en pg/ul.

(c)} Electroforesis SDS-PAGE

Las proteinas se separaron por electroforesis en geles al 10% de
poliacrilamida, se utiliza un gel separador de 10% vy concentrador al 10% {Tabla
21 y 22). Se deposita el primer gel abarcando 6 ¢m de los cristales del sistema,
se anade una peguena cantidad de agua formando dos fases, y de este modo
evitar la entrada de oxigeno gue inhibe la polimerizacion.

TABLA 21. Gel separador 10% {10 ml}.

Componente Concentracion
H-0D destilada 4 ml
Tris=HCI 1.5 M, pH: 8.8 2.5 ml
SDS 10% (p/v) 100 pl
Acrilamida-bis-Acrilamida 20% 3.3 ml
Persulfato amonico 10% 50 pi
TEMED 10 pl
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TABLA 22. Gel concentrador 10% {10 ml}.

Componente Concentracion
H-0 destilada 6.1 ml
Tris-HCI 1.5 M, pH: 8.8 2.5 ml
SDS 10% (p/v) 100 pl
Acrilamida-bis-Acrilamida 30% 1.3 ml
Persulfato amonico 10% 50
TEMED 10 pl

Una vez polimerizado el gel separador es introducido en la cubeta de
desarrollo, gue se llena con tampon de recarrido (Tabla 23). Antes de cargar las
muestras preparadas en el apartado anterior se calentaron a 95°C durante 5
min. La electroforesis se realizd a temperatura ambiente durante
aproximadamente 1 h a 150 V, 36 mA. Para la determinacian de los pesos
maleculares de las proteinas se corrieron en paralelo las muestras estandares de
peso molecular conaocide {ZP3-GFP~B82.2 KDa).

TABLA 23. Tampon de recorrido 10X,

Componente Concentracion (gr}
Tris 0.025 M 30
Glicina 0.192 M 144
SDS 0.1% 10
H-D destilada hasta 1000 ml

El pH final del medio debe ser 8.3

(d} Western Blot
Una wez obtenidos los geles de electroforesis se procede al analisis de

EGFP mediante Western Blof. Se vertio el tampon de transferencia {Tabla 24)
sobre una cubeta donde se coloca el gel de electroforesis. Antes de colocar el gel
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en el sistema de transferencia, se humedecen la esponja v el papel con el buffer
de transferencia, ¥ la membrana de nitrocelulosa, de 0.45 upm de tamafho de
porg, con metanal, vy se arma el sistema ubicando las proteinas de carga
negativa a polo positivo. Este sistema se sumerge en el buffer de transferencia vy

se coloca el sistema en frio {4°C) y con agitacion canstante. Durante 1 h a 100V,
26 mA.

TABLA 24. Tampon de transferencia.

Componente Concentracion (gr)
Glicina 39mM 2.9
Tris-base 49mM 5.8
SDS 0.037% 0.37
Metanol 20% 200 ml
H>0 destilada hasta 1000 ml

El pH final del medio debe ser 8.3

Una vez terminada la transferencia se lavo la membrana 3 veces {10 min
en cada lavado) en TBS-T 1X {TBS Tween, Fabla 25), posteriormente se
bloguearon las posibles uniones inespecificas del anticuerpo mediante una
solucion compuesta de 0.1% de BSA en TBS 1X durante aproximadamente 12 h,
tras lo cual se incubd con el anticuerpo primario anti-GFP [ Rabbit Polyclonal anti-
GFP {Abcam, Cambridge, UK)] en una dilucion 1:1000 durante 1 h a temperatura
ambiente. Tras esto se realizaron 3 lavados de 10 min cada uno en TBS 1X.
Posteriormente, se incubd con el anticuerpo secundario {Goat anti-rabbit IgG-
HRP, Santa Cruz Biotechnology Inc., USA} durante 1 h {temperatura ambiente).
Los estandares de peso molecular utilizados en la electroforesis sirvieron como
cantroles negativos v ZP3-GFP como control positivo de la reaccion. A
continuacion se realizo el revelado de la membrana.
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TABLA 25. Tampon TBS-T 10X {Western Blot).

Componente Concentracion (gr)
NaCl1.5 M 87.7
Tris 0.5 M {ajustar con 60.5
HCl a pH = 7.5)
Tween 20 {1%) 10
H-.D destilada hasta 1000 ml

(e} Revelado dela membrana

En primer lugar, la membrana de nitrocelulosa se coloco durante 5 min en
la salucion £CL plus [ECL Plus Western Blating Detection System, {GE healthcare,
UK}]. Posteriormente se escaned la membrana mediante el sistema de captacion
de imagenes Typhoon 9410 {Amersham Pharmacia Biotechnology Inc.,
Bioscience, Friburggo, Alemania).

3.3.9 SACRIFICIO DE LOS ANIMALES

Tanto las hembras utilizadas para cada una de |las experiencias asi como
los lechones nacidos fueron sacrificados de manera humanitaria mediante la
administracion via intravencsa de Pentobarbital sodico i.v. {Dolethal®,
Vetoguinol, Madrid). Los cadaveres fueron incinerados en las instalaciones de la
Universidad de Murcia o destruidos higiénicamente en las instalaciones de la
Granja Docente de |la Facultad de Veterinaria. En cualguier casc siguiendo las

directrices de la legislacion vigente.
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3.4 DISENO EXPERIMENTAL

El objetive fundamental de esta Tesis consistio en el desarrollo de un
metodo eficiente de produccian in vitro de embriones porcinos y lechanes in vivo
transgenicos aprovechando la capacidad de transferencia de ADN exogeno gue
presenta el espermatozoide. En todos los casos el ADN usado fue el que codifica
la proteina verde fluorescente {EGFP).

FIGURA 47. Esquema de la transgénesis mediada por espermatozoides en la especie
porcina {SMGT}.

Recoleccion

eyaculado
m
.
Incubacian
espematozoide + ADN
Eliminacion
del plasma
seminal
AT il

Para conseguir este objetivo se disefiaron una serie de experiencias que
pretenden evaluar los diversos factores que intervienen o afectan al proceso v a
la eficiencia de los resultados.

El trabajo se dividio en tres experiencias que se detallan a continuacion y
se reflejan graficamente en las figuras 47 y 48.
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EXPERIENCIA 1. EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE TRANSFERENCIA DE
GENES EXOGENQS A LOS ESPERMATQZOIDES PORCINOS

El objetivo en esta primera experiencia fue evaluar |la capacidad de los
espermatozoides para transportar ADMN exogeno y determinar como diversos
factores modifican esta capacidad de union, asi como conocer el lugar de
interaccion ADN-espermatozoide. Para ello, se hizo uso del microscopio optico de
cantraste de fases, microscopio de fluorescencia, citometro de flujo y el
microscopio electronico como herramientas para el estudio de dicha unian.

Experiencia 1.1 Efecto de la presencia o ausencia del plasma seminal en
ia union ADN-espermatozoide

{1} Evaluacion de la union espermatozoide-ADN exdogeno mediante

s e espernnaiozoides evaculados

El marcado del ADN con un fluorocromo permite la evaluacion de la union
del ADN con el espermatozoide mediante el uso del microscopio de flugrescencia,
observando gue tratamiento es el mas adecuado vy si la presencia del transgeén
afecta a |la calidad seminal. En esta experiencia se utilizaran los eyaculados de 4
machos diferentes a los gue cada uno de ellos se proceso de 3 maneras
distintas:

- Grupo A: el semen se proceso tal camo se explica en el apartado
3.1.2 {0% de plasma seminal).

- Grupo B: el semen recolectado se diluyg 1:10 {10% de plasma
seminal) en SFM.

- Grupo C: el semen se diluyg 1:1 {50% de plasma seminal} en
S5FM.

Los espermatozoides de cada uno de estos grupos fueron coincubados con
ADN {EGFP) marcado con rodamina {pGeneGrip-Rhodamine/EGFP, Gene Therapy
System), en la relacion 1x10° espermatozoides/m| + 5 ug ADN/ml, durante 2 h a
16°C. Tras este periodo, a cada muestra se le afadieron 20 pl de solucion salina
formolada para fijar la muestra v poder observarla al microscopio. Se contaron
un minima de 200 células por muestra, clasificando los espermatozoides unidos o
no al ADN exogeno por la presencia o no de una sefal fluorescente en la
superficie de |la célula espermatica. Se hicieron un total de 3 replicados por cada
machao.
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Igualmente se evaluo en los 3 grupos del apartado anterior si la presencia
del ADN exogeno alteraba la calidad seminal. Para ello, se observo de cada
muestra tanto la motilidad v la motilidad progresiva como la integridad de
membrana valorada por la tincion DCF-IP. Dichos parametros fueron evaluados a
las 0, 1 ¥ 2 h tras el inicio de la incubacion.

(2} Evaluacion de la union espe
espermatozeoides de origen epididimarioc

En este apartado se compard la union que se establecia utilizando
espermatozoides epididimarios y espermatozoides eyaculados sin plasma
seminal. Los espermatozoides de ambos grupos fueron coincubados con el gen
EGFP marcado con fluoresceina en |la relacion anteriormente indicada {apartado 1
de esta misma experiencia). A su vez se valoro la viabilidad espermatica
mediante la tincion con IP. Se analizaron, mediante el citometro de flujo, 10000
celulas espermaticas por grupo y 3 mediciones a lo largo del tiempo de
incubacion {0, 15, 30, 60, 20 y 120 min), a una velocidad de 500
celulas/segundo. Para cada medicion se tomaron 100 ul de muestra a los que se
le anadieron 3 ml de PBS. Las muestras fueron conservadas a 16°C durante su
analisis. Se realizaran 3 replicados para esta experiencia.

Experiencia 1.2 Evaluaciéon de Ja cinética de union entre Jos
espermatozoides y el transgén

Esta experiencia se disefio para establecer una curva de union entre el
ADN vy los espermatozoides, midiendo el porcentaje de celulas unidas en la
muestra problema a lo large del tiempo, tomando medidas en el citometro tras
0, 15, 30, 60, 90 ¥ 120 min de incubacion. Una wvez procesado el semen
(apartado 3.1.5), se incuba cocn el ADN a 16°C en la relacion 1x10°
espermatozoides/m! medio + 5 pg ADN {EGFP marcada con fluoresceina)/ml
SFM. El momento en el gue ponemos en contacto los espermatozoides con el
ADN comienzan las mediciones en los tiempos anteriormente mencionados. Se
valora la wviabilidad espermatica mediante la tincion con IP. Para este
experimento usamos 6 machos diferentes. Se analizaron 10000 células
espermaticas por grupo ¥ 3 mediciones en cada tiempo de incubacion, a una
velocidad de 500 ceélulas/segundo. Para cada medicion se tomaron 100 ul de
muestra a los que se |le anadieron 3 ml de PBS. Se ewvaluaron un total de 7
replicados. Para comprobar las posibles diferencias de medician entre el
citometro v el microscopio de fluorescencia comparamaos el grado de union con
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ambas tecnicas a las 24 h de incubacion.

Experiencia 1.3 Efecto del medio de incubacion de los espermatozoides
con el ADN exogeno: TALP vs. SFM vs. SFM-PS

Se utilizaron dos medios diferentes para la incubacion de las ceélulas
espermaticas y el transgen, uno de ellos de capacitacion lenta con y sin plasma
seminal {SFM-PS y SFM, respectivamente), y el otro medic de capacitacion
rapida sin plasma seminal {TALP), estableciendo si existen diferencias con
respecto a la union del plasmido a los espermatozoides. Una vez procesado el
semen {apartado 3.1.5), se incuba con el ADN a 16°C en la relacian 1x10°
espermatozoides/m! medio + 5 pg ADN {EGFP marcado con fluoresceina)/ml SFM
o TALP. En el caso del grupo SFM-PS, se afadio a la suspension espermatica una
fraccion del plasma seminal {160 pl PS/ml SFM). A su vez, en todos los grupos,
se valoro la viabilidad espermatica utilizando la tincion con IP. Para comprobar si
existia una relacion entre el grado de capacitacion y la capacidad de transportar
ADN, se evaluo conjuntamente el desorden lipidico {Merocianina 540) de las
membranas v la viabilidad espermatica {Yo-Prol) de los grupos SFM y TALP. Las
muestras se analizaron mediante el citometro de flujo, 10000 celulas
espermaticas por grupo v 3 mediciones a lo largo de 120 min de incubacion {0,
15, 30, 60, 90, 120 min) en medio SFM {muestra conservada a 16°C durante su
analisis) y TALP {muestra incubada a 38.59C, 5% CO: durante su analisis), a una
velpcidad de 500 células/segundo. El nimero de replicados para cada uno de los
grupos fue de 14 para el grupoc de SFM, 3 para SFM-PS vy 11 para TALP. Se
utilizaran un total de 11 machos diferentes.

Experiencia 1.4 Efecto del tratamiento espermatico en la interaccion
ADN exogeno- espermatozoide

El objetivo de esta experiencia fue comparar el grado de union y viabilidad
celular que existe entre el ADN v los espermatozoides sometidos a diferentes
tratamientos espermaticos:

{1} Intactos: espermatozoides procesados segun el protocolo descrito y sin
ningun tratamiento gue afecte a las membranas.

{2) Tratamientos fisicos de permeabilizacion de las membranas
espermaticas mediante congelacian {congelacion rapida o congelacion-
descongelacian).
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{3) Tratamientos quimicos de permeabilizacion de las membranas
espermaticas {Triton X-100) y de transporte del transgen {(DMSC 0.3% v
DMS0 3%).

{4) Union entre espermatozoides vy complejos RecA:ADN.

Las condiciones de preparacion de los espermatozoides y su incubacion
con el ADN son las mismas gue aparecen descritas en la experiencia 1.2. Se
analizaron, mediante el citometro de flujo, 10000 células espermaticas por grupo
vy 3 mediciones en cada tiempo de incubacion {0, 15, 30, 60, 90, 120 min), a una
velocidad de 500 celulas/segundo. En el apartada de congelacion rapida ademas
se comparo la union de los espermatozoides intactos con plasma seminal. Se
hicieron @ replicados para intactos, congelacion rapida, Triton X-100, v 8 para
DMSO. Para congelacion-descongelacion fueron 6 replicados {se preparaba una
muestra heterpespérmica procedente de dos machos diferentes en cada uno de
los replicados), y para el grupo RechA un total de 5 replicados. Todos los machos
utilizados fueron distintos para cada uno de los replicados.

Experiencia 1.5 Efecto del tamarfio del transgén sobre la union con el
espermatozoide

Se usaron dos tamanos diferentes del transgen 5.7 Kpb y 10.3 Kpb,
marcados con fluoresceina con el objetivo de conocer que tamano de ADN eran
capaces de transportar los espermatozoides intactos. Del mismo modo que en la
experiencia anterior se midio la unian a diferentes tiempos {0, 15, 30, 60, 90,
120, 1440 min) estableciendo la curva de union al espermatozoide para los dos
tipos de transgeén. Se analizaron, mediante el citometro de flujo, 10000 células
espermaticas por grupo v 3 mediciones en cada tiempo de incubacion, a una
velocidad de 500 ceélulas/segundo. Se realizaron un total de 5 replicados.

Experiencia 1.6 Localizacion del lugar de interaccion entre el transgeén y
el espermatozoide

El proposito de esta experiencia fue lacalizar en qué lugar especifico del
espermatozoide se unia el transgen. Para ello, el ADN utilizadoe habia sido
marcado previamente con digoxigenina {DIG) ({(apartado 3.1.3), para
posteriormente ser detectado con el uso de anticuerpos anti-DIG. Se estudiaron
tanto espermatozoides intactos como espermatozoides sometidos a un proceso
de cangelacion rapida o bien congelados segun el protocelo habitual empleado en
nuestrg laboratorio (aparfado 3.1.7). Para este objetivo se realizaron 3
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experiencias de inmunacitoguimica distintas empleando anticuerpos anti-DIG con
la intencion de poder evidenciar la presencia del material genico ligado o no a los
espermatozoides a traves de microscopia optica {ensayo peroxidasa),
microscopia de fluorescencia {ensayo Ab-FITC) vy microscopia electranica
mediante un ensayoc "“in foffo” y marcado del ADN-DIG mediante
inmunacitaguimica con oro coloidal. Una vez marcados los espermatozoides,
estos se clasificaron segun la localizacion del ADN: 1) ADN en region acrosamal,
2Y ADN en regian postacrosomal, 3) ADN en region acrasomal y postacrosamal,

4} espermatozoides sin ADN unido.

{iY Ensayo de Peroxidasa {Ab-HRP): El ensayoc con peroxidasa

cansiste en usar un anticuerpo para el antigeno digoxigenina {DIG) marcado con
la HRP gue genera una coloracion marran en contacto con un agente oxidante
caomo el peroxido de hidrogeno. Se evaluaron un total de 400 espermatozoides
por ensayo mediante el microscopio optico. Se realizaron 3 replicados de
espermatozoides intactos, para espermatozoides congelados-descongelados 7
replicados y 3 para congelacion rapida, ademas del control {espermatozoides no
incubados con ADN vy sometidos al mismao proceso de preparacion gue |los demas

grupos).

{ii) Ensayo de Fluoresceina {ab-FITC): El ensayo consiste en el

emplea de anticuerpo {Ab) anti-DIG marcado con el fluorocroma fluoresceina
{FITC) gue permitira ponerlo de manifiesto mediante el uso de microscopia de
fluorescencia. Se evaluaron un total de 400 espermatozoides por ensayo. Se
realizaran 3 replicados de espermatozoides intactos, un total de 7 replicados
para espermatozoides congelados-descongelados v 3 para congelacion rapida,
ademas del control {espermatozoides no incubados con ADN).

{iii) Ensayo con_oro  coloidal: Se procedio a marcar los

espermatozoides con anticuerpos anti-DIG y finalmente se uso un anticuerpao
secundario marcado con oro coloidal para su posterior deteccion en microscopia
electronica. Se realizo una evaluacion cualitativa de las muestras, de un total de
4 replicados {en cada uno de los tratamientos) de espermatozoides intactos,
congelados-descongelados vy de congelacion rapida, ademas del contraol
{espermatozoides no incubados con el ADN).
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EXPERIENCIA 2. VALORACION DE LA PRODUCCION IN VITRO DE
EMBRIONES TRANSGENICOS

Esta experiencia se disefic con el proposito de conocer la eficiencia de la
SMGT aplicada a la produccion in vitro de embriones transgenicos mediante FIV e
ICSI utilizando diferentes tratamientos espermaticos para la obtencion del mayor
porcentaje de embriones transgenicos y calidad embrionaria en comparacion con
embriones fecundados con espermatozoides intactos incubados o no con el ADN.
Esta experiencia se dividio en dos apartados:

Experiencia 2.1 Evaluacion de la téecnica de transgenesis espermatica
mediante ICST sobre el desarrolio de embriones transgénicos

Para cada una de las subexperiencias realizadas en este aparatado los
espermatozoides (tras los diferentes tratamientos) se incubaron con el ADN a
16°C en la relacion 1x10° espermatozoides/ml medic + 5 pg ADN {EGFP)/ml
SFM. El tiempo minime de incubacion previo a la ICSI fue de 30 min, para luego
inyectar los espermatozoides a los ovocitos madurados durante 44 h in vifro. Las
primeras 20-22 h post-inyeccion |los supuestos cigotos se cultivaron en medio
TALP, pasado este tiempo se traspasaron a medio de cultivo embrionario NCSU-
23. Las variables estudiadas en esta experiencia se detallan a centinuacion:

> A las 48 h post-inyeccion se valoro:

*+ Parcentaje de division embrionaria {% Division)}: se contabilizo el
numero de embriones en estadio de 2-4 ceélulas con respecto al total de los
cigotos que iniciaron el cultivo embrionario.

¥ A los 7 dias post-fecundacion se evaluo:

« Paorcentaje de blastocistos (% Blastocistos}: se valordo como el numero
de blastocistos con respecto al total de embriones divididos.

« Numero medio de células por blastocisto (N2 cels/blastocisto)}: se
calculd como el nimerpo medio de nlcleos tefiidos por blastocisto.

« Paorcentaje de embriones transgenicos (% Transgeénicos): se evaluo
como el nimero de embriones que expresaban la proteina wverde
fluorescente EGFP.
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{1} Eficiencia de la técnica de transgénesis espermatica mediante
ICSI utilizando espermatozoeides intacios

En primer lugar se evalugd la eficiencia de la técnica usando
espermatozoides intactos {sin ningun tipo de tratamiento) libres de plasma
seminal, estableciendo dos grupos: {a) espermatozoides no incubados con el
transgen, {b) espermatozoides incubados con plasmidos de EGFP.

En esta experiencia se inyectaron un total de 167 ovocitos. Para el grupo
control {espermatozoides sin ADN) se utilizaron 23 ovocitos v 144 para el grupo
experimental {espermatozoides incubados con el ADN). Se realizaron un total de
5 replicados.

{2} Efecto de |la permeabilizacion de las membranas espermaticas

por metodos fisicos: Congelacion-descongelacion v _congelacion rapida,

sobre el desarrolio de embriones iransgénicos por ICSI

La finalidad de esta experiencia fue comprobar qué tratamiento de
permeabilizacion de las membranas espermaticas era el mas adecuado para el
transporte del gen y el posterior desarrollo embrignario ¥ la expresion de la
EGFP. Para ambos grupos se establecio un grupo control de ovocitos inyectados
con espermatozoides intactos incubados con el ADN.

El total de ovocitos inyectados para el grupo congelado-descongelado fue
de 348, de los cuales 168 se utilizaron para el grupo control (espermatozoides
intactos) y 180 se inyectaron con semen congelado, divididos en 14 replicados.
Para el grupo de congelacian rapida se inyectaron 206 ovocitos en total, 105 se
inyectaron con espermatozoides intactos {control) v 101 con espermatozoides
sometidos a un proceso de cangelacion rapida, en un total de 6 replicados.

(3} Efecto de la permeabilizacion de membranas por métodos

- g : - - -

El objetive de esta experiencia fue wver el efecto de un agente guimico
{Triton X-100) sobre la permeabilizacion de las membranas espermaticas y su
eficacia sobre el desarrallo de embriones transgénicos. Se establecio un grupo
control de ovocitos inyectados con espermatozoides intactos incubados con el
ADN.
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Se inyectargn un total de 197 ovocitos {101 para el grupo control v 96
para el grupo Triton X-100) divididos en 6 replicados.

(4} Efecto del uso de la recombinasa Rech scbre el desarrollo de
embriones transgénicos por ICSI

Esta experiencia fue realizada para comprobar el efecto de la recombinasa,
denominada RecA, sobre la mejora en la produccion de embriones transgenicos.
RecA fue incubada con el transgen {EGFPY v luego este complejo formado
RecA:ADN se incubo con los espermatozoides. Fstos se utilizaron para fecundar
los ovocitos mediante ICSI. Al igual gque en la experiencia anterior se establecio
un grupo control {espermatozoides intactos incubados con el ADN).

Se hicieron 9 replicados con un total de 248 ovaocitos inyectados {Intactos:
117, ¥ para Rech: 131).

Experiencia 2.2 Evaluacion de la técnica de transgénesis espermatica
mediante FIV utilizando semen intacto. Efeclto del uso de la proleina
RecA sobre el desarrolio de embriones transgeénicos por FIV

Nos planteamos dos objetivos principales en esta experiencia. En primer
lugar se evaluo la eficiencia de la técnica usando espermatozoides intactos {sin
ningun tipo de tratamiento) libres de plasma seminal, ¥ en segundo lugar se
pretendio evaluar la eficiencia de la recombinasa RecA sobre la produccion de
embriones transgenicos mediante FIV. Para ello se establecieron tres grupos
experimentales: {a) espermatozoides no incubados con el transgén, ({b)
espermatozoides incubadas con plasmidos de EGFP, {c¢) espermatozoides
incubados con complejos RecA:EGFP, para finalmente fecundar por FIV los
ovocitos madurados in vifro. Los embriones se valoraron del mismo modo que en
las experiencias anteriores {porcentaje de division, n® blastocistos, n® células por
blastocisto, % embriones transgeénicos).

Se utilizaron un total de 584 ovocitos, de los cuales 59 se fecundaron con
espermatozoides no incubados con el ADN {control), 382 se usaron para el grupo
de espermatozoides intactos incubados con el transgén, vy los restantes 143, para
el grupo RecA. Se hicieran un total de 4 replicados.
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EXPERIENCIA 3. VALORACION DE LA PRODUCCION IN VIVO DE
EMBRIONES Y LECHONES TRANSGENICOS

Esta experiencia fue realizada para valorar la obtencian in vivo de
embriones y lechones transgenicos mediante diferentes técnicas, utilizando los
conocimientos adquiridos en las experiencias anteriores. Se dividio a su vez en 3
subexperiencias:

Experiencia 3.1 Obtencion de lechones transgénicos por inseminacion
intrauterina profunda

Se inseminaron 4 cerdas multiparas mediante una sonda de inseminacion
intrauterina profunda, con semen incubado con ADN exogena, que se preparo en
la siguiente relacién: 1000x10° espermatozoides/250 1l ADN {EGFP 200 ng/ul)
en un volumen total de 10 ml SFM/BSA. Se dejo incubando esta suspension a
16°C durante 2 h. Tras el diagnastico de gestacion mediante ultrasonografia a
los 25-28 dias tras la inseminacion, las hembras fueron llevadas a término. A los
lechones obtenidos se les evalug:

» Estado anatomico-fisiologico.

» Expresion del gen: Visualizacion directa de la EGFP mediante una
lampara de fluorescencia UV.

s Integracion del gen: Reaccion en cadena de la polimerasa {PCR).

Los tejidas analizados para la integracion del transgen mediante PCR
procedian de cola y oreja. Se hicieron controles positivaes v negativos de PCR
para EGFP.

Experiencia 3.2 Obtencion de embriones transgénicos por inseminacion
intrauterina quirtirgica

En esta experiencia se usaran hembras nuliparas, a las que se indujo la
ovulacion vy fecundacion, mediante inseminacion intrauterina quirdrgica
depositando los espermatozoides incubados con el transgén proximas al lugar de
fecundacion. De este modo disminuyen la posible competencia existente entre
aguellos espermatozoides gque llevan el transgén de los que no. A los 6-7 dias
post-inseminacion se llevo a caba |la recogida de embriones, donde se valora:
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N? cuerpos IUteos por avario.

Ratio cuerpos [Uteos/embriones recogidos.

Porcentaje de embriones que expresan la EGFP.

Parcentaje de division, porcentaje de blastocistos vy numero de
celulas por blastacista.

Esta experiencia se realizo en un total de 4 hembras prepuberes,
sometidas a 2 intervenciones guirdrgicas cada una de ellas, una para la
inseminacion intrauterina y otra para la recogida de embriones.

Experiencia_ 3.3 Obtencion de lechones transgenicos por transferencia
quiriirgica de embriones

Se transfirieron embriones fecundados por ICSI con espermatozoides
incubados con RecA:ADN, dado que en la experienca 2 fue el que mejor
resultados ofrecio en relacion al porcentaje de embriones transgénicos y con un
desarrollo embrionario similar al grupo control. Un total de 412 ovocitos
inyectados {95-113 ovocitos por receptora) fueron transferidos quirdrgicamente
en los oviductos de 4 hembras prepuberes. A los 25-28 dias tras la transferencia
de embriones se realizo el diagnastico de gestacion mediante ultrasonografia. A
Los lechones nacidos se les evalug:

» Estado anatomico-fisiologico.

» Expresion del gen:
{a) Visualizacion directa de la EGFP mediante una |lampara de
fluorescencia Uv.
{b)Y Western Blof de muestras de tejidos procedentes de los
lechanes nacidos muertos (higado, rifion, cerebro, piel,
musculo esquelético, pulmon, corazan, estomago, intestino v
paguete wvascular). Previamente se determind la cantidad de
proteinas totales (BCA)Y de cada muestra. Se hicieron
controles positivos mediante ZP3-GFP.

» Integracion del gen: Reaccion en cadena de |la polimerasa {PCR).

Los tejidos analizados para la integracion del transgen mediante PCR
fueran:
{1y Para los lechones nacidos muertos: higado, rifian, cerebrg,
piel, musculo esquelético, pulman, corazan, testiculo/ovario,
bazo, estdmago, intestino y paguete vascular.
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{2) Para los lechones nacides vivos: las diferentes muestras vy
biopsias fueron recogidas:

« A los 1-7 dias de edad: cola, oreja, sangre, musculo
esqueléetico.

« A los 21-28 dias de edad: mucosa intestinal, oral v
nasal.

« A los 40 dias de edad: higado.
« Alos 120 dias de edad: sangre.

{3) Controles negativos de lechones obtenidos mediante
inseminacion artificial convencional {espermatozoides sin ADN
eX0geno).

{4) Controles positivos de ratones transgenicos para EGFP.
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FIGURA 48. DISENQ EXPERIMENTAL
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3.5 ANALISIS ESTADISTICO

Los resultados de las variables estudiadas se expresan como medias *
error estandar de la media {SEM).

Para todo el estudio estadistico se utilizo el programa Systaf v11 {Systat
Software Inc., 2004. Richmond, CA 94804. USA). De forma general se aplico un
analisis de varianza {ANOVA), con una transformacian previa de los porcentajes
segun el modelo binomial de parametros en el caso de las variables categoricas
{% de division, % de blastocistos). Cuando el ANOVA reveld un efecto
significativo los valores fueron comparados por el Test de Tukey. Se consideraron
diferencias estadisticamente significativas aguellas gue alcanzaron niveles de
probabilidad de p<0.05.

En las diversas experiencias del apartado 1 {estudios de union del ADN vy
los espermatozoides) se utilizaron modelos de ANOVA de dos vias donde se
incluia el macho y el tratamiento espermatico o bien el tratamiento espermatico
y el tiempo de incubacion como factores principales. En la experiencia 4.1.3 se
aplico un analisis de correlacion de Pearson.

En las experiencias de los apartados 2 y 3 {produccion in vifro de
embriones transgenicos y produccion in vivo de embriones y lechones
transgenicos) se aplico un modelo de ANCVA de una via, donde el tratamiento
espermatico fue el factor principal.
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RESULTADOS

Los resultados obtenidos en cada una de las experiencias del presente
trabajo se muestran a continuacion.

4.1 EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE TRANSFERENCIA
DE ADN EXOGENO A LOS ESPERMATOZOIDES PORCINOS

4.1.1 Efecto de la presencia o ausencia del plasma seminal en la union
espermatozoide-ADN exogeno

4.1.1.1 Evaluacion de la union espermatozoide-ADN exogeno
mediante el uso de espermatozoides eyaculados

El grado de union de los espermatozoides al ADN se evaluo en tres grupos
experimentales en presencia de 50%, 10% de plasma seminal y en ausencia del
misma.

Los resultados muestran gue la presencia del plasma seminal influya en el
porcentaje de espermatozoides unidos al ADN (p<0.01). De manera gue en
terminos globales, el grupo control (0% de plasma seminal) presenta un mayor
porcentaje de unign que el grupo que presentaba el 50% de plasma, mientras
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gue el grupo con el 10% de plasma se mantuvo en una situacion intermedia
(21.35+3.43 vs. 14.78%4.49 vs. 6.13x0.89%). Estos resultados gquedan
reflejados en |la figura 458 vy tabla 27.

FIGURA 49. Porcentaje de espermatozoides unidos al ADN utilizando 3 tratamientos
espermaticos diferentes: incubacion en presencia de 0%, 10% v 50% de plasma seminal,
medidos mediante microscopia de fluorescencia.
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Del mismeo modo se observo que existia una diferencia significativa en el
grado de union al ADN segun el macho utilizado (p<0.01). Podemos observar
dicho efecto al analizar los datos mostrados en la figura 50 v tabla 27, donde se
verifica gue los espermatozoides del macho 257 presentan un mavor porcentaje
de union que los maostrados por los otros tres machos utilizados. Por otra parte,
la interaccion del efecto macho y de la presencia del plasma seminal en el medio
de incubacion no fue significativa (p=0.16), lo gue indica que el comportamiento
de cada macho fue similar en cada uno de los diferentes tratamientos, como
puede observarse en la fabla 27.
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FIGURA 50. Porcentaje medio de espermatozoides unidos a ADN procedentes de 4

verracos diferentes medidos con el microscopio de fluorescencia.
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TABLA 27. Porcentaje de espermatozoides {procedentes de 4 machos distintos) unidos

al ADN utilizando 3 tratamientos espermaticos diferentes: incubacion en presencia de

0%, 10% v 50% de plasma seminal.

Macho 0% plasma 10% plasma 50% plasma Valor medio
2 5.83%£2.44 2.00x0.82 2.17£1.08 3.33+£0.87°
257 32.00+9.65 32.91+11.06 8.50+1.28 26.17+5.41"
274 8.00+2.33 2.43+0.61 2.29+1.11 4.24+1.03°
319 22.17+2.42 8.20+2.958 5.83+1.70 12.29+1.842

Valor medio 21.35+3.43* 14.78%4.4G°

6.13+0.89°

3 Pen la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05)
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Anova Tabla 27

Fuente de VaHacion Valores de p

% plasma seminal 0.01
Macho <0.01
Interaccidén plasma seminal ¥ macho 0.16

Al estudiar el efecto de |a presencia del ADN durante el cocultivo sobre la
calidad seminal a lo largo de 2 h, encontramos, gque |la presencia del ADN no
afectd a ninguno de los parametros seminales estudiadas {motilidad, calidad de
movimiento y viabilidad), ni tampoco la presencia de plasma seminal (Tabla 28).

Los parametros de calidad seminal fueran decreciendo a lo largo del
tiempo de incubacion, presentandose diferencias significativas entre los valores
medidos a las 0 v 2 h de incubacian {p<0.01). Finalmente debemaos destacar gque
se encontro un efecto significativo del macho sobre los parametros de motilidad
y viabilidad evaluados {p<0.01).

TABLA 28. Parametros seminales {motilidad, motilidad progresiva y viabilidad} de
espermatozoides sometidos a 3 tratamientos espermaticos diferentes: incubacion en
presencia de 0%, 10% y 50% de plasma seminal en presencia o ausenda de ADN
exdgeno. VYalores tras un periodo de incubacion de 2 h.

Tratamiento Presencia Motilidad Motilidad Viabilidad
ADN progresiva (DCF/IP}

0% Plasma si F2.27%£1.35 2.50x0.09 81.32£0.85

0% Plasma no 70.00£2.59 2.41+0.09 80.61+0.91

10% Plasma si 69 55%1.77 2.32%+0.10 F7.30x£0.93
10% Plasma no 71.36+1.68 2.39+0.08 78.16+1.26
50% Plasma si 73.26%1.46 2.48+0.07 83.58£0.95
50% Plasma no 72.39%1.54 2.43x0.08 854.31+£1.04
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Anova Tabla 28

Fuente de Motilidad Motilidad Viabilidad

Variacion progresiva {DCF/IF)
Presencia ADN 0.93 0.43 0.39
Y% plasma seminal 0.58 1.00 0.24

Interaccion plasma
v ADN

0.73 0.53 g.26

Al realizar un analisis de correlacian lineal entre los parametros seminales
y el grado de union de ADN, encontramos que no hay asaociacion significativa
entre la calidad seminal de las muestras estudiadas vy |la capacidad de unirse al
ADN.

4.1.1.2 Evaluacion de la union espermatozoide-ADN exogeno en
espermatozoides de origen epididimario

Como muestran los resultados en la fabla 29, los espermatozoides
epididimarios presentan una capacidad similar a |os eyaculados y centrifugados
tanto en el grado de union al ADN como en la viabilidad a lo largo de la
incubacion. Unicamente detectamos un mayor porcentaje de union del ADN a las
celulas vivas.

TABLA 29. Datos medios de union v viabilidad a lo largo de 120 min de incubacion para
espermatozoides epididimarios v evaculados sin plasma seminal.

|
Tipo % Spz %% Union % Union % Union
espermatozoides muertos spz muertos spz vivos

Epididimario 14.64x0.94 12.63+£1.23 10.53+1.01 2.10£0.33°

Evaculado 13.42+0.61 10.94%1.05 9.89x£0.97 1.05+0.14°

3 Y en a misma columna indican diferencias significativas {p<0.05)
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Anova Tabla 29

Fuente de VaHacion % SpZ %% Unidn % Unidn spz % Unidh spz
muertos muertos vivos
Tipo espermatozoides 0.23 0.31 0.98 <0.01
Tiempo incubacién 0.02 =0.01 =0.01 =0.01

Interaccion tipo

- - 0.81 0.76 0.80 0.g7
espermatozoides y tiempo

4.1.2 Evaluacion de la cinética de union entre los espermatozoides y el
transgeén

Al estudiar el proceso de unign de los espermatozoides al ADN a lo largo
del tiempo, analizado mediante el citometro de flujo, encontramos gque los
resultados, en 6 machos diferentes estudiados, muestran que en los primerps 15
min de incubacion tiene lugar la mayor parte de union entre el ADN vy los
espermatozoides {13.80+0.94), posteriormente existe un aumento gradual del
porcentaje de union hasta un maximo de 16.57+1.16 a los 120 min de
incubacion.

Cuando estas mismas muestras se analizaron a las 24 h tanto por medio
del citometro como por medio de |la observacian microscopica, encontramos que
aumento significativamente el porcentaje de union hasta 26.45+1.65 en el caso
del citametro (Tabla 30), mientras que la observacion microscapica dio un valor
medio de 32.00+5.35% espermatozoides unidos al ADN, sin que estas sean
diferencias significativas (p=0.05).

La cinetica de union gue presentan |los espermatozoides y el transgen se
reflejan en las figuras 51 {datos medios de unian de los machas utilizados) y 52
{comportamiento individual de cada uno de los machos estudiados).
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TABLA 30. Porcentaje medio de espermatozoides (procedentes de 6 machos diferentes)

unidos al ADN medidos en diferentes tiempos de incubacion a lo largo de 24 b mediante

citometnia de flujo.

8

Tiempo  Union Media
incubacion (%}

0 min Q°
15 min 13.8040.54°
30 min 15.34+1.01°
60 min 15.3140.95°
90 min 15.5041.01°
120 min 16.57+1.16°
24h 26.45+1.65¢

P <0.01

P en la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05)

FIGURA 51. Curva de incorporacion del ADN al espermatozoide a lo largo de 120 min de

incubacion medida por citometra de flujo {datos de union medios de los distintos machos

utilizados).

% espermatozoides unidos al ADN

18
16
14
12
10

on S AN T U« S

15

30 &0

Tiempo incubacidn (rin)

20

120

183



RESULTADOS|

Se analizo el efecto del tiempo de incubacion y del verraco usado {6
machos diferentes). Observamos que existen diferencias significativas
dependiendo del macho utilizado (p<0.01), y se presentaban peguefas
variaciones en el patron de la cinética de unian a lo largo del tiempo entre los
machos estudiados {interaccion macho y tiempo, p<0.01).

FIGURA 52. Cinética de union entre espermatozoide v ADN a lo largo de 120 min de
incubacion en los & machos utilizados para esta experiencia.
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4.1.3 Efecto del medio de incubacion de los espermatozoides con el ADN
exogeno: TALP vs. SFM vs. SFM-PS

Cuando los espermatozoides fueron incubados en medio TALP, gue
favorece la capacitacion de los mismos, se observo un grado de union al ADN
mucha mayor gue cuando se incubo en medio SFM {valores medios de 44.42 vs.
14.12%, p<0.01). Mientras que los mismos espermatozoides que se procesaron
después de estar en contacto con plasma seminal durante al menos 4 h {SFM-
PSY presentaron menor grado de union gue el grupo SFM {11.50 vs. 14.12%,
p=0.01). Los resultados quedan reflejados en la tabia 31.

La union incrementada de los espermatozoides incubados en TALP esta
asociada con un mayor porcentaje de muerte celular, determinada por la tincion
can IP {porcentaje de celulas muertas mayor gque el grupo SFM). Mo obstante,
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aungue el porcentaje de células unidas a ADN y viables es en general muy
reducida {<2%), en el grupo TALP es ligeramente superior gue en el grupo SFM

{Tabla 31). En la figura 53 se muestran |os valores y cinética de union de los
espermatozoides al transgeén en los 3 medios de incubacion utilizados.

TABLA 31. Datos medios de union vy viabilidad, entre los espermatozoides v el plasmido,
a lo largo de 120 min de incubacion en diferentes medios: SFM, SFM con plasma seminal

y TALP.
Medio de % Spz % Union % Union % Union
incubacion muertos spz muertos spz vivos
SFEM 12.88+0.43° 14.12+£0.85" 13.57+£1.09° 1.01+0.07°
SFM-PS 12.85+0.43° 11.50£0.32" 10.15£0.27° 1.35%0.12%"
TALP 45.58+2.43" 44.42+2.51° 42.55+2.40° 1.87%0.16"

3.5 cen la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05)}

Anova Tabla 31

Fuente de Variacidn % Spz % Unidn % Unién spz % Unidn spz
muertos muertos vivos
Tipo tratamiento =0.01 =0.01 =0.01 <0.01
Tiempo incubacion .17 <001 <0.01 .47
Interaccidn
0.16 0.03 0.01 g.62

tratamiento y tiempo
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FIGURA 53. Cinética de union de los espermatozoides al transgén en los distintos
medios de incubadon utilizados: SAM, SFM-PS v TALP.
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Para comprobar si existia una relacion entre el grado de capacitacion v la
capacidad de transportar ADN, se evalud conjuntamente el desarden lipidico de
las membranas y la viabilidad espermatica de los grupos SFM y TALP. Al analizar
los datos resultantes se aobserva gue los espermatozoides incubados en medio
TALP sufrieron un aumento significativo del desorden lipidico (TALP: 21.81+1.22
vs., SFM: 3.00%0.25, p<0.01) v el nimero de espermatozoides muertos fue
mavyor que en el grupo SFM (Tabla 32).

TABLA 32. Datos medios de desorden lipidico vy viabilidad de los espermatozoides a lo
largo de 120 minutos de incubacion en TALP v SFM.

Medio de Bajo desorden Alto desorden Muertos
incubacion lipidico v spz  lipidico y spz
viables viables
SFM 79.24+0.65° 3.00+0.25° 17.75+0.54°
TALP 20.69+1.67° 21.81+1.22"  57.50+2.09"

ab en la misma columna indican diferencias significativas (p<0.05)
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Anova Tabla 32

Fuente de Variacibn Bajo desorden  Alto desorden Muertos
lipidico y spz hipidico y spz
viables viables
Tipo tratamiento =0.01 =0.01 =0.01
Tiempo incubacibn <0.01 =0.01 =0.01
Interaccidn
<0.01 =0.01 =0.01

tratamiento y tiempo

El analisis de correlacian de Pearson entre el grado de union y los
parametros de desorden lipidico y viabilidad espermatica (Tabla 33), ponen de
manifiesto que hay una relacion directa entre la mortalidad espermatica y el
grado de union, independientemente de |la tecnica empleada {r=0.57 y r=0.53,
p<0.01), ¥ una relacion inversa entre el porcentaje de celulas de bajo desorden
lipidico vy el grado de union {r=-0.46, p<J.01)}.

TABLA 233. Coeficiente de correlacion de Pearson entre el % de union de ADN v los
parametros de desorden lipidico v viabilidad.

Cormrelacion de Probabilidad

Pearson
Bajo deso_rden lipidico 046 <0.01
¥ viables
Muertos con tincion =0,01
Yo-Prol g.37
Muertos con tincidn IP 0.53 =0.01

4.1.4 Efecto del tratamiento espermatico en la interaccion ADN exogeno-

espermatozoide

4.1.4.1 Uso de espermatozoides congelados

Los espermatozoides congelados-descongelados presentaron una
menor viabilidad {porcentaje de espermatozoides muertos 60.15 vs, 11.68,
p<0.01Y v una mayor capacidad de union al ADN gue los espermatozoides
intactos {porcentaje de union 55.08 vs. 9.67, p<0.01). Igualmente se detecta un
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porcentaje considerable de ceélulas vivas unidas al ADN {5.80+0.48) cuando se
utiliza semen congelado (Tabla 34).

TABLA 24. Datos medios de union vy viabilidad a lo largo de 120 min de incubadon entre
el transgén v espermatozoides congelados-descongelados medidos mediante citometria

de flujo.
|
Tratamiento % Spz % Union % Union % Union
muertos spz muertos spz vivos
Intactos 11.68+0.36° 9.67+0.62° 5.84+0.57 0.84+0.08°
Congelados- b b b
60.15+1.20 55.08+1.79 49.29+1.71 5.80+£0.48
descongelados

3 Pen la misma columna indican diferencias significativas {(p<0.05)

Anova Tabla 34

Fuente de Variacion % SpZ % Unidn %% Unidn spz % Unidn spz
muertos muertos vivos
Tipo tratamiento =0.01 =<0.01 =0.01 =0.01
Tiempo incubacién 0.15 <001 <001 0.05

Interaccion
tratamiento v tiempo

0.7/9 <0.01 <0.01 15

Cuando en wvez de usar espermatozoides congelados y descongelados
mediante un procedimiento que busca la conservacion de la viabilidad, se
someten a los espermatozoides a un proceso brusco de congelacion
{congelacion rapida), observamos comao disminuye drasticamente la viabilidad
pero canseguimaos con este proceso un grado de union al ADN gue supera el 20%
{95.23+0.75, p<0.01) (Tabla 35).

Del mismo modo confirmamos los resultados de experiencias previas con
evaluacion microscopica, donde se evidencia que la presencia del plasma seminal
reduce la capacidad de union al ADN {26.25+0.79 vs. 31.92+1.13, p<0.01).
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TABLA 35. Datos medios de union vy viabilidad a lo largo de 120 min de incubadon entre
el transgeén v espermatozoides congelados de forma rapida medidos mediante citometria

de flujo.

Tratamiento % Spz % Union % Union % Union
muertos spz muertos spz vivos
Intactos 31.27+£1.09° 31.8924£1.13° 30.71+£1.11° 1.38%0.06°
Intactos {PS) 24.41+0.74" 26.25+0.79" 23.74+0.77° 2.51%0.11°
Congelacion b
ol 95.23x0.75° 83.76%1.32° ©92.44%1.09° 2.33%x0.13

rapida

352 on i3 misma columna indican diferencias significativas (p<0.05)

Anova Tabla 35

Fuente de Variacion % SpZ % Unidn %% Unidn spz % Unidn spz
muertos muertos vivos
Tipo tratamiento =0.01 =0.01 =0.01 <0.01
Tiempo incubacion 0.92 0.03 0.01 051
Interaccion 0.95 0.96 0.87 0.95

tratamiento y tiempo

4.1.4.2 Uso de espermatozoides tratados con Triton X-100

El tratamiento con Tritdn X-100 supone una inmediata alteracian de la
estructura de la membrana {96.42% de celulas muertas) que lleva asociado un
alto grado de union de los espermatozoides con el ADN {80.50+1.11). Los datos
de porcentaje de union a celulas vivas nos proporcionan valores similares tanto
en el grupo de Triton X-100 como en el grupo de espermatozoides intactos
{1.69+0.23 vs. 1.38+0.06). Tales resultados se reflejan en la tabla 36.
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TABLA 36. Datos medios de union v viabilidad a lo largo de 120 min de incubacion para
espermatozoides tratados con Triton X-100.,

Tratamiento 9% Spz % Union % Union %% Union
muertos spz muertos SpZ vVivos
Intactos 31.44+£1.09° 32.09+1.12° 30.71+1.11° 1.38+0.06

Triton X-100  96.42+0.43° 90.50+1.11° 88.80%+1.16° 1.69+0.23

3P en la misma columna indican diferencias significativas {p<0.05)

Anova Tabla 36

Fuente de Variacion 9% Spz muertos % Unidn %% Unidn spz % Unidn spz
muertos vivos
Tipo tratamignto =0.01 =0.01 <0.01 015
Tiempo incubacidn 0.70 0.82 0.74 0.09
Interaccion 0.97 0.99 0.97 0.05

tratamiento v tiempo

4.1.4.3 Uso de espermatozoides tratados con DMSO

Los espermatozoides tratados con DMS0 al 3% presentaron una viabilidad
espermatica significativamente menor gue la del control, mientras gue el grupo
DMSO a la concentracian del 0.3% se mantuve en una posicion intermedia. Del
mismo modo, fue distinta la capacidad de unirse al ADN exagenao.

Las muestras del grupo de espermatozoides intactos {control} presentaron
una viabilidad disminuida frente al grupo de DMSC al 3% (34.87+0.97 vs.
31.34+0.98), asi como una mayor capacidad de union al ADN {35.76x0.98 vs.
31.95+£0.97). Ademas la union fue diferente en el grupo de espermatozoides
intactos, donde se encontra un mayor porcentaje de células muertas y unidas al
ADN (34.3620.97) v una menor proporcion de celulas viables y unidas al ADN
{1.40+0.06) gue en |los dos grupos restantes. Los valores para el grupo DMSO
0.3%, en todos los parametros analizados, se encontraban en valores
intermedios entre los presentados por el grupo de espermatozoides intactos vy
tratados con DMSO al 3% {Tabla 37).
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TABLA 37. Datos medios de union v viabilidad a lo largo de 120 min de incubacion para

espermatozoides tratados con DMSO.

Tratamiento 9% Spz % Union % Union %% Union
muertos spz muertos SpZ vVivos

Intactos 34.87+0.97° 35.76%+0.98° 34.36+0.97° 1.40+0.06°
DMSC 0.3%  31.95+0.93%® 32.97+£0.94% 31.35%0.95%" 1.62%0.06°
DMSO 3% 31.34£0.98" 31.95%£0.87° 30.11+£0.97" 1.84%0.07°

25< on iz misma columna indican diferencias significativas (p<0.05)

Anova Tabla 37

Fuente de VaHacion %% Spz % Unidn % Unidn spz % Unidn spz
muertos muertos vivos
Tipo tratamisnto 0.02 0.02 0.01 =0.01
Tiempo incubacion 017 0.23 0.18 0.01
Interaccion 1.00 1.00 1.00 0.94
tratamiento ¥ tiempo
4.1.4.4 Uso de espermateozoides incubados con complejos

RecA:ADMN

La incubacion en presencia de la recombinasa RecA supuso un aumento
del porcentaje de ceélulas muertas {26.60+0.46 vs. 22.48+0.63), y al mismao

tiempo un aumento del porcentaje de células unidas al ADN {24.69%£0.70 vs.

19.68+0.73) con respecto a espermatozoides intactos incubados Unicamente can

el gen EGFP. Los resultados se muestran en la fabfa 38.
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TABLA 38. Datos medios de union v viabilidad a lo largo de 120 min de incubacion para
espermatozoides incubados a su vez con los complejos RecA: ADN.

Tratamiento 9% Spz % Union % Union %% Union
muertos spz muertos SpZ vVivos

Intactos 22.48+0.63° 19.68x0.73° 19.21+0.71° 0.47+£0.09
RecA 26.60+£0.46" 24.69+0.70° 24.11+0.69° 0.58+0.09

3P en la misma columna indican diferencias significativas {p<0.05)

Anova Tabla 38

Fuente de Variacion % Spz % Unidn %% Unidn spz %% Unidn spz
muertos mueartos vivos
Tipo tratamiento =001 <0.01 <0.01 0.40
Tiempo incubacién 0.565 =0.01 =0.01 0.21

Interaccion

. . 0.92 0.92 d.86 0.47
tratamiento v tiempo

A modo de resumen, en la figura 54 gqueda representada la cinética de
union entre los espermatozoides y el ADN en las diferentes experiencias llevadas
a cabo (apartados 4.1.2 v 4.1.4). Observamaos en todos los casos que la cinética
de unian es similar independientemente del tratamiento utilizado, no obstante el
mayor porcentaje de union se produce en los primeros 15 min de incubacian, a
partir de este tiempo la union permanece constante hasta los 120 min de
cocultivo. El mayor porcentaje de union tiene lugar al tratar los espermatozoides
con Triton X-100 vy con congelacion rapida.
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FIGURA 54. Cinética de union entre el transgén v los espermatozoides sometidos a
diferentes tratamientos a lo largo del tiempo de incubacion {0, 15, 30, 60, 20 vy 120
min’}.
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4.1.5 Efecto del tamano del transgén sobre la union con el

espermatozoide

Al evaluar el uso de ADN de diferente tamano {5.7 vs. 10.3 Kpb) los
resultados muestran que no existe un efecta significative en los parametros
estudiados {viabilidad y capacidad de union al ADN) asociados al tamafio del
transgen utilizado (Ver tabla 39 y figura 55). Asi los espermatozoides porcinos
analizados tienen la misma capacidad de union al ADN, tanto a los
espermatozoides vivos como a los muertos {p>0.05).

Par otra parte, la utilizacion de ADN de distintos pesos moleculares no
incide en la viabilidad espermatica, gue desciende conforme aumenta el tiempao
de incubacian.

Como se describia en el apartado anterior el periodo de incubacion afecta
tanto al grado de union coma a la viabilidad (p<0.01), aumentando el porcentaje
de union rapidamente en los primeros 15 min de incubacion en ambas grupos
mientras que el aumento gradual en los siguientes periodos de incubacion no fue

significativo.
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TABLA 39. Valores de viabilidad v capacidad de union entre espermatozoides v ADN
exogeno de dos pesos moleculares diferentes (5.7 Kpb y 10.3 Kpb} medidos en
diferentes tiempos de incubacion [hasta 1440 min (24 h}] mediante citometria de flujo.

ADN Tiempo %h Spz % Unidn % Unidn %o Unidn
{min) muertos spz muertos spz vivos

5.7 Kpb 0 11.66+1.023 - - -
5.7 Kpb 15 14.10+0.98% 13.43x0.74% 11.4320.98% 1.40+0.31

5.7 Kpb 30 14.40+1.17° 14.27+0.88% 12.00+0.89° 1.22+0.21

5.7 Kpb 60 14.2241.29° 14.16+1.057 12.09+1.03° 1.41+1.07

5.7 Kpb o0 14.30+1.23% 13.41+1.11° 12.32+0.97° 1.70z0.82

5.7 Kpb 120 13.96+1.27° 13.53+1.26° 11.60+1.14° 1.93%0.57

5.7 Kpb 1440 21.8B0+2.2° 23.07+2.1% 20.19+2.33% 0.83+0.22

10.3 Kpb 0 10.33+1.29° - - -

10.3 Kpb 15 13.61+1.36°" 13.97+0.77° 10.6320.73* 2.40+0.18

10.3 Kpb 30 14.50+1.43%" 15.45+1.087 11.4020.80° 2.41%0.60

10.3 Kpb 60 14.45+1.51%" 15.2340.937 12.3820.91° 1.2520.30

10.3 Kpb o0 14.78+1.18%" 15.19+40.92° 12.76+0.93* 0.82+0.29

10.3 Kpb 120 15.95+1.37%" 15.1741.057 12.8920.91° 1.9820.66

10.3 Kpb| 1440 20.18+2.70% 22.67+2.5% 19.234£2.68° 0.96+0.25

3 P en {a misma columna indican diferencias significativas (p<0.05)
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Anova Tabla 39

Fuente de Variacion 9% Spz muertos % Unidn % Unidn spz % Unidon spz
muertos vivos
Tipo ADN 0.90 0.16 0.94 0.52
Tiempo incubacidn =<0.01 <0.01 =0.01 0.44
Interaccidn tipo ADN v 0.9 0.95 0.93 059

tiempo

FIGURA 55. Comparacion grafica de la dnética de union de los espermatozoides a dos
tamarios diferentes de ADN exogeno (5.7 Kpb v 10.3 Kpb) medidos a lo largo del tiempo.
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4.1.6 Localizacion de la interaccion entre el transgén vy el

espermatozoide

Los espermatozoides frescos {intactos) se unen en menor proporcion al

ADN gue los espermatozoides sometidos a un proceso de congelacion vy
descongelacion y a su vez menos que los espermatozoides con alteraciones de

sus membranas por congelacion rapida (Tabla 40).

El empleo de las técnicas de inmunaocitologia haciendo uso de marcadores
con fluoresceina (FITC) y con peroxidasa {HRP) son igualmente validas para
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valorar el grado de union de los espermatozoides al ADMN. No obstante, se
detecta una tendencia {p=0.08) a abtener mayores valores en los porcentajes de
union cuando se usa fluoresceina y se detectan diferencias en estas técnicas en
cuanto a la eficacia de localizar la unian del ADN en las diferentes partes de la
cabeza espermatica.

Cuando se usa fluoresceina {FITC) como marcador, se le asigna un mayaor
porcentaje de células con union al ADN por |la totalidad de |a cabeza espermatica
y a la region acrosomal gue cuando se usa peroxidasa {HRP). Mientras que
gcurre lo contrario para HRP, gque detecta porcentaje mayores de union a la
region postacrosamal que cuanda se usa FITC {Tabla 40).

TABLA 40. Localizacion del ADN exogeno en espermatozoides sometidos a diferentes
grados de permeabilizacion de sus membranas (intactos, congelados-descongelados,
congelacion rapida). Evaluacion mediante dos técnicas de tincion (FITC v HRP}.

I —
Tratamiento Tincion Acrosoma Post- Ambas Neo tenido

espermatico acrosomal

Espermatozoides
intactos

FITC 32.00+£5.47 5.23£1.78 26.23%£5.21 36.54£5.90

Espermatozoides

: HRP 5.38+£1.29 30.62+3.84 15.08%x4.04 485.92+6.79
intactos

Caongelacion-
= FITC 12.21+£2.97 20.93+3.44 40.86%2.88 26.00+3.05
descangelacion

Congelacion-

i HRP 4.93£1.22 43.87£2.64 22.67x3.15 2B.67£4.46
descongelacion

Congelacion
< oid FITC 6.71£1.27 12.64x1.62 68.53x2.36 11.64x2.40
rapida

Congelacion
HRP 2.33x0.71 35.33x£6.05 4467767 17.67+£5.74

rapida

Anova Tabla 40

Fuente de Variacion Acrosoma Region postacrosomal Ambas No teiido

Tratamiento

L <0.01 <0.01 <0.01 =0.01
espermatico

Tincion <0.01 <0.01 <0.01 0.08

Interaccion <0.01 0.91 0.34 0.0
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Al detectar gue la tincion afecta a los resultados de |a observacian, hemaos
analizado por separado cada una de ellas, expresando en las siguientes fablas
{41 v 42) el porcentaje de union al ADM en su totalidad, seguido de la manera
proporcional en la gue se produce la union en cada una de las zonas. De este
mado el porcentaje de union a los acrosomas, sumado a la union en la region
postacrosamal y al de union a toda la cabeza espermatica suma el 100%.

Con la tincien FITC se observg gque el semen fresco presenta el menor
porcentaje de union al ADN, vy las células se unen el plasmido mayoritariamente
en la region acrosomal. Cuando los espermatozoides son sometidos a un proceso
de congelacion {congelacion-descongelacion y congelacion rapida), y sus
membranas se alteran, aumenta la proporcion de espermatozoides unidos, pero
ademas varia el patron de union, ya gue tiende a unirse en toda la cabeza
espermatica {Tabla 41).

TABLA 41. localizacion del ADN exogeno, mediante FITC, en espermatozoides
sometidos a diferentes grados de permeabilizacion de sus membranas (intactos,
congelacion-descongelacion, congelacion rapida}.

Tratamiento %% Union Acrosoma Post- Ambas
espermatico acrosomal

Espermatozoides ) ;s ) ;
e 63.461+5.90 51.09x7.70 8.57+£3.50 40.04+5.88
intactos

Congelacion- . . b b
i 74.00+£3.05% 17.77+4.49 27.41+4.38 54.82+2.55
descongelacion

Congelacion b b
88.29+2 .38 7.76+1.53 14.15+1.68° 78.09+1.75°

rapida
|
P <0.01 <0.01 <.01 <0.01

355 en {a misma columna indican diferencias significativas (p<0.05)

Con la tincion HRP llegamos a las mismas conclusiones en cuanto al
porcentaje de células gue se unen al ADN, que crece significativamente con el
tratamiento de congelacion. Sin embarge, el patron de union es diferente.
Predomina la union en la region postacrosomal, gue se mantiene en valores
similares para los tres grupos experimentales (p=0.06). No obstante, en los
espermatozoides sometidos a un proceso de congelacion rapida hay un mayor
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porcentaje de union en los acrosamas {acrosamas + ambas) que en los otros dos
grupos restantes (Tabla 42).

Observamos que en la mavyoria de los espermatozoides gue tenian los
acrosomas dafiados {sobre todo por procesos de congelacion), la tincion {HRP o
FITC)} se encontraba localizada concretamente en el contenido acrosomal.

TABLA 42, Localizacion del ADMN exogeno, mediante HRP, en espermatozoides sometidos
a diferentes grados de permeabilizacion de sus membranas {intactos, congelacion-
descongelacion, congelacion rapida).

|
Tratamiento % Union Acrosoma Post- Ambas

espermatico acrosomal

Espermatozoides
intactos

51.08%6.79° 11.03%3.06° 61.93£5.23 27.03+5.31°

Congelacion-

- 71.47+4.44" 6.85+1.73® 63.04+3.72 30.10%3.17°
descongelacion

Cangelacion b b b
B82.33x5.74 2.94x0.87 45.16+7.71 51.86+7.24

rapida
———————— —— ——————|
P <(.01 0.04 0.06 <(}.01

2P en la misma columna indican diferencias significativas {p<0.05)

El microscopio electronico reveld numerosos granulos de oro en los
espermatozoides que corresponden a ADN unido. Estas maléculas fueraon
particularmente observadas en el acrosoma, region postacrosomal y tambien
asociadas a la membrana plasmatica y matriz acrosomal. Igualmente se
observaron granulos asociados a la region correspondiente al ndcleo
espermatico, esta region nuclear se relaciona con el segmento ecuatorial de la
cabeza espermatica. Otras estructuras como la cola y pieza intermedia
presentaban escasos granulos de oro. Las imagenes obtenidas quedan reflejadas
en la figura 36. Segun los tratamientos utilizadaos:

*» Los espermatozoides infactos mostraron una mavyor integridad de la

estructura acrosomal gue aquellos espermatozoides sometidos a procesos
de congelacion. Con respecto a la interaccion con el transgén, presentaron
una mavyor cantidad de granulos de oro localizados en la region acrosomal
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gque en otras zonas de la cabeza espermatica. Carroborando, de este
maodo, lo observado en los ensayos microscopia de fluorescencia con FITC.

¥ En el caso de los espermatozoides congelados (congelacion-

descongelacion y congelacion rapida) los acrosomas presentaron una
alteracion de sus membranas mas acentuado en el caso de
espermatozoides sometidos a un procese de congelacion rapida.
Igualmente se detectaron partes de |la membrana plasmatica
permeabilizadas y gravemente alteradas. En cuanto a la union con el ADN,
cuando observamos un dafig acrosomal acentuado, detectamos que la
unian tiene lugar, principalmente, en el cantenido acrosomal.

4.2 VALORACION DE LA PRODUCCION IN VITRO DE
EMBRIONES TRANSGENICOS

4.2.1 Evaluacion de la técnica de transgénesis espermatica mediante
1CSI sobre el desarrollo de embriones transgénicos

4.2.1.1 Eficiencia de la técnica de transgénesis espermatica
mediante ICSI utilizando espermatozeides intactos

En este primer estudic de ICSI se inyectaron un total de 167 owvocitos
madurados in vitro. La divisioan embrionaria para el grupo experimental fue de un
44% [(64/144}, v 16 de ellos llegaron a estadio de blastocisto {25%) con un
numero medio de celulas por blastocisto de 22.71+3.64. De los embriones
obtenidos, 14 {21.8%) de ellos expresaban la proteina verde fluorescente. Estos
embriones, gque expresaban la proteina, se encontraban en diferentes estadios,
desde embriones de 2 celulas hasta blastocisto. Algunos de los embriones
transgenicos obtenidos mediante ICSI, observamos gue eran mosaicos, es decir
no todas las blastomeras del embrion expresaban el gen EGFP.

La incubacion de |los espermatozoides con el ADN no afecto a la produccion
de embriones, obteniéndose tasas de division embrionaria y produccion de
blastocistos similares en ambos grupaos (p>0.05) ¥ con un numero medio de
celulas por blastocisto identico. Los datos de esta experiencia quedan reflejados
en la tabla 43.
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TABLA 43. Parametros del desarrollo embrionario in vitro de los ovocitos inyectados con
espermatozoides intacdos sin ADN {-ADN=control} e incubados con ADN {+ADN}.
Evaluacion de la expresion del gen EGFP en grupo intactos {(+ADN)}.

Tratamignto N© Divisidn Blastocistos* N° células/ %o Expresion
espermatico  ovocitos {%n) {%0) blastocisto EGFP *
Intactos
23 60+10.00 20.00+£10.69 22.00+3.00 -
{-ADN)
Intactos
144 44 44+4. 16 25.00x5.46 22.71*3.64 21.87%5.21
{+ADN)
- ———————————————————————————————————————————————————— ———————————————|
P 0.15 0.6%9 0.93

*En refacion a fos embriones divididos

4.2.1.2 Efecto de la permeabilizacion de las membranas
espermaticas por meétodos fisicos: Congelacion-descongelacion vy
congelacion rapida, sobre el desarrollo de embriones transgénicos por
ICSI

La utilizacion de espermatozoides congelados permitio la obtencion de un
numero similar de embriones al del grupo control utilizando semen fresco. Las
tasas de embriones transgenicos, gue expresaban la proteina verde fluorescente,
conseguidas en esta experiencia se cifraron alrededor del 40%, sin encontrar
diferencias entre los grupos experimentales.

En la tablaz 44 observamos los resultados obtenidos para esta experiencia
{espermatozoides intactos vs. congelacion-descongelacion), donde destacamos
gue no se encontraron diferencias significativas para las variables estudiadas
entre ambas grupaos, division embrionaria, porcentaje de blastocistos, nimero de
celulas por blastocisto y porcentaje de embriones transgenicos.
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TABLA 44. Parametros del desarrollo embrionario in vitre v expresion de la proteina
EGFP, de los ovocitos inyectados con espermatozoides intactos v congelados-
descongelados, incubados ambos con ADN exogeno.

Tratamiento NO Divisidbn  Blastocistos* N© células/ Sb Expresidn
espermatico  ovocitos {%0a) {%a) blastocisto EGFF*
Intactos 1658 50.60x3.87 12.94x3.66 51.10*12.51 37.65x5.29

Congelacion-
i 180 49 44+5.74 11.24+3.37 42.60+%.15 44.94+5 30
descongelacion

- |
P 0.83 0.73 .60 (.330

*En refacion a fos embriones divididos

Por otro lado, la utilizacion de espermatozoides sometidos a un proceso de
congelacion y descongelacion rapida, que lleva asociada una alteracion intensa
de la membrana espermatica, resultd en un aumento del porcentaje de
embriones transgénicos {84.09 vs. 53.06%, p<(0.01). La produccion embrionaria
can estos espermatozoides presento porcentajes de division embrionaria v de
produccian de blastocistos con tendencia a ser inferiores gque en el grupo contraol,
sin que esas diferencias alcanzaran niveles significativos (Tabla 45).

TABLA 45. Parametros del desarrollo embrionario in vitro v expresion del la proteina
EGFP, de los ovocitos invectados con espermatozoides intactos v sometidos a una
congelacion rapida, ambos grupos incubados con ADN.

Tratamiento N© Divisidén Blastocistos* N células/ % Expresién
gespermatico  ovocitos {%0) { %) blastocisto EGFP*
Intactos 105 46.67+4.89 14.29+5.05 36.40+7.08 53.06+7.20°

Congelacion b
101 38.61x7.87 2.56x2.56  25.00£1.00 84.09x5.56

rapida
|
P 0.24 0.06 0.38 <(.01

*En relacion a los embriones divididos
% 2 en la misma cotumna indican diferencias significativas (p<0.05)
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4.2.1.3 Efecto de la permeabilizacion de membranas por métodos
guimicos (Triton X-100) sobre el desarrollo de embriones transgénicos

por ICSI

La utilizacion en el sistema ICSI-SMGT de espermatozoides sometidos a un
tratamiento con Tritan X-100, dio lugar a una menor tasa de division embrionaria
y niveles similares en la tasa de formacion de blastocistos y embriones
transgenicos que el grupo contral {intactos) (Tabla 46).

TABLA 46. Parametros de desarrollo embrionario in vitro v expresion del la proteina
EGFP, de los ovodtos inyectados con espermatozoides intactos y tratados con Triton X-
100, ambos grupos incubados con ADN.

Tratamiento : N© i Division !Blastocistos* : N®? células/ !% Expresion
espermatico ovocitos {%a) {%a) blastocisto EGFP*
Intactos 101 53.47+4.99* 3.70£2.59 41.33%£12.89 20.37+5.53
Triton X-100 96 32.25+4 80" 0 - 29.03+t8.2%9
|
P 0.01 0.25 0.37

*En refacion a los embriones divididos
2 % en fa misma columna indican diferencias significativas (p<0.05}

4.2.1.4 Efecto del uso de la recombinasa Rech sobre el desarrolio
de embriones transgeénicos por ICSI

Como muestra la fabla 47 no se encontraron diferencias significativas ni en
la produccion ni en la calidad de loes embriones producidos en los dos grupos
experimentales {variables de division, % de blastocistos ¥y nimero de celulas por
blastocisto). En relacion a la expresion de la proteina, es de resefiar el alto
porcentaje de embriones transgénicos obtenidos para el grupo RecA, llegando a
valores proximos al 20% de expresion, muy superior al 51.56% de embriones
transgenicos del grupo control. Debemos ademas destacar que en 7 de los B
replicados en los gue se utilizo RecA, el total de los embriones analizados

expresaban la proteina.
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TABLA 47. Parametros de desarrollo embrionario in vitro v expresion del la proteina
EGFP, de los ovocitos inyectados con espermatozoides intactos vy tratados con Rech,
ambos grupos incubados con ADN.

Tratamiento NO Division Blastocistos* N©@ células/ % Expresibn
gespermatico  ovocitos {%a) { %) blastocisto EGFP*
Intactos 117 54.70+4.62 10.94%x3.93 43.33+9.92 51.56%6.30°
Rech 131 50.38+4.39 18.18%4.78 37.58+5.75 87.88+4.05"
|
P 0.50 0.25 0.60 <0.01

*En refacion 3 fos embriones divididos
2 P en la misma columna indican diferencias significativas {p<0.05)

A modo de resumen, en la siguiente grafica {Figura 56) se muestran los
resultados de union entre el ADN y los espermatozoides sometidos a diferentes
tratamientos en las experiencias previamente descritas, junto con el porcentaje
producidos por  ICSI utilizando  estos

de embriones transgeénicos

espermatozoides.

Al analizar los resultados de los tres primeros grupos experimentales

{intactos, congelacion vy congelacion rapida) observamos que existe una

carrelacion directa entre la union al ADMN vy el porcentaje de embriones
transgenicos producidos, mientras gue para el grupo de Triton X-100 v RecA no
existe tal relacion. En el grupo de Tritan X-100 existe un porcentaje de union al
ADN cercano al 90%. Sin embargo, en este grupo la produccion de embriones
transgenicos no supera el 30%. Por el contrario, en el grupo RecA observamaos
justamente la relacion inversa, es decir cuando medimos la union del ADN a los
espermatozoides mediante citometria de flujo se encuentra en un 30% mientras

gue los embriones transgenicos logrados por esta tecnica rondan el 90%.
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FIGURA 56. Grafica comparativa entre la unidon del espermatozoide con el transgén v el
porcentaje de produccion de embriones transgénicos por ICSI.
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4.2.2 Evaluacion de la técnica de transgeénesis espermatica mediante FIV
utilizando semen intacto. Efecto del uso de la proteina RecA sobre el
desarrollo de embriones transgénicos por FIV

La utilizacion de la fecundacion in wvitro (FIV) con espermatozoides
incubados en presencia del ADN exogeno no permitia la obtencion de embriones
gue expresaran la proteina EGFP.

La coincubacion de los espermatozoides con ADM indujo una menor tasa
de divisian embrionaria que cuando se utilizé conjuntamente ADN con RecA
(41.26%4.13 vs. 25.13%2.22, p<0.05). Mientras que las tasas de division para el
grupo control, en el gue no se utiliza ADN, se mantuvieron en una posicion
intermedia {38.98+6.40, Tabla 48). Por otra parte, la produccion de blastocistos
fue similar en los 3 grupos estudiados (21.74%£8.79 vs. 21.87%4.24 vs.
15.25+4.72), asi como la calidad de los embriones obtenidas, valorada por el
numero medio de celulas par blastocisto (Tabla 48).
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TABLA 48. Media v SEM para los parametros del desarrollo embricnario in vitro v
expresion del gen EGFP, producidos mediante FIV con espermatozoides intactos
incubados con {+ADN} v sin ADN {-ADN)} e intactos incubados con los complejos
Rech: ADN.

Tratamiento No Division {% ) Blastocistos* N° células %h Expresion
gespermatico ovocitos {%0) fblastocisto EGFP*
Intactos .
59 38.98+£6.40™ 21.74%x8.79 36.40+9.28 -
{(-ADN)
Intactos
382 25.13+2.22° 21.B7+4.24 37.26x3.32 G
{+ADN)
Intactos b
143 41.26+4.13 15.25+4.72 28.45+3.34 G0
{+RecA:ADN)
P <0.01 0.5% 0.27

*En refacion 3 la division embrionaria
% en la misma columna indican diferencias significativas {(p<0.05)

4.3 VALORACION DE LA PRODUCCION IN VIVO DE
EMBRIONES Y LECHONES TRANSGENICOS

4.3.1 Obtencion de lechones transgénicos por inseminacion intrauterina
profunda

Tres de las cuatro cerdas inseminadas fueron diagnosticadas gestantes por
evaluacion ultrasonografica a los 25-28 dias post-inseminacion {tasa de
fecundacion del 75%). Transcurride el periodo de gestacion {113-117 dias de
gestacion) las cerdas terminaron en partos normales que dieron lugar a un total
de 22 lechones {9 hembras v 13 machos).

La cerda n® 2 pario a 8 lechones, 4 de |los cuales nacieron muertos y uno
murio pocas horas tras el nacimiento. A los lechones nacidos muertos les fue
realizada una necropsia para conocer la causa de la muerte, diagnosticandose
finalmente muerte perinatal por asfixia.
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Todos los lechones evaluados mostraron unas condiciones fisiologicas vy
marfologicas normales, con un peso medio de la camada de la cerda n® 2 de
1143+112 gr v 1905+65 gr para los lechones obtenidos de |a cerda n® 3. Las
pruebas realizadas tanto para conocer la integracion del transgen {PCR) comao la
expresion de la proteina EGFP para cada uno de los lechones nacidas, tanto vivos
como muertos, nos proporcignaron unos resultados negativos. Los resultados
guedan reflejados en la tabia 45.

TABLA 49. Resultados de fecundacion de las cerdas mediante inseminacion intrauterina
profunda con semen incubado con ADN {EGFP}.

!Gestaciﬁn 2 Dias _ N° _Hemhras + !Integraciﬁn !Expresiﬁn
gestacion lechones Machos EGFP EGFP
Cerda 1 + 116 4 2+ 2 G O
Cerda 2 + 113 B 4+ 4 0 0
Cerda 3 + 117 10 3+ 7 0 0
Cerda 4 i Ret:r‘;ul::- ;lar;em ) ) ) )

4.3.2 Obtencion de embriones transgénicos por inseminacion
intrauterina quirargica

La induccion de la ovulacion dio como resultado el desarrollo de
10.50+2.90 cuerpos ldteos de media por cerda. Tras la intervencion quirdrgica,
se recogieron un total de 5 embriones, siendo todos los embriones en estadio de
blastocisto y con una alta calidad {dos de ellos tenian mas de 400 células) {Tabla
50). Cuando analizamos mediante el microscopio de fluorescencia los blastocistos
recogidos a los 6-7 dias tras la inseminacion, ninguno de ellos expreso la
proteina EGFP.

206



RESULTADOS|

TABLA 50. Resultados de fecundacion por inseminacion intrauterina quirdrgica con
semen incubado con ADN {EGFP}. Resultados de la recogida de los embriones a los 6-7
dias tras la inseminacion.

Cuerpos N°® embriones Ratio recogida NO N? células/ Expresion
Iiteos [pDI‘ recolectados embriongs blastocistos blastocisto EGFP {“fuj
DVario) { %) (%)
Cerda 5 B8{(5/3) 0 0{0) - - -
Cerda 6 6{6/0) 3 3/6{50) 3{50} 34671285 o{0)
Cerda 7 9{7/2) 2 2/9{22.2) 2(22.2) =400 o{0)
Cerda8 19(11/8) 0 0{0) - - -
——————————————————————————— |
Valores {42/4} {5/4} {5/42} (5/5)
medios 19 50+2.90 1.25+0.75 11.90% 100% 180.80+89.50

4.3.3 Obtencion de lechones transgénicos por transferencia quirurgica
de embriones

Los resultados de la transferencia de embriones producidos por ICSI-
SMGT-RecA se hallan reflejados en las ftablas 51 y 52. Se inyectaron un total de
412 avocitos, que fueran transferidos quirdrgicamente en el aviducto de 4 cerdas
preplUberes superovuladas {95-113 ovocitos por receptora). Tres de las hembras
transferidas retornaron al celp pasados 21 dias o mas de la transferencia. La
hembra n® 12, a la gque se transfirieron un mayor numero de cigotos {113), fue
diagnosticada gestante a los 25 dias tras la transferencia embrionaria, lo que
supone una tasa de exito del 25%. Se siguio la evolucion de la gestacion
mediante observacion ecografica hasta el dia 75. A los 113 dias de gestacion
pario 8 lechanes {5 hembras ¥y 3 machos). De ellos, tres nacieron muertos. Los
lechanes nacidos vivos no manifestaron alteraciones anatomicas ni fisiologicas y
tuvieron un crecimiento normal. El peso medio de la camada fue de 1035+334
gr. El crecimiento de los lechones en las primeras semanas de vida fue normal
para este tipo de animales y condiciones de explotacian {Tabla 53).
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TABLA 51. Resultados de las transferencias de ovocitos fecundados mediante ICSI con

los complejos RecA:ADN:espermatozoides.

N° cigotos Gestacién  N° lechones
transferidos obtenidos
Coida B 102 Retorno ajl celo )
= 21 dias
Retorno al celo
Cerda 10 102 . -
= 21 dias
Retorno al celo
Cerda 11 95 ) -
= 21 dias
Cerda 12 113 + B
- ————————————|
Total 103+£3.72 25%0 8
TABLA 52. Resultados de los lechones obtenidos mediante

embriones.

Estacdo Peso {gr) Sexo
Lechén 034 WVivo 1.500 Hembra
Lechén 035 WVivo 1.020 Hembra
Lechén 036 WVivo 1.300 Hembra
Lechén 037 Vivo 800 Macho
Lechén 038 WVivo 1.100 Hembra
Lechén 039 Muerto 1.200 Macho
Lechén 040 Muerto dias 960 Macho
Lechén 041  Momificado 400 Hembra
- —— |
Total 1.035+£334

la transferencia de
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TABLA 53. Resultados del crecimiento de los lechones nacidos por transferencia de
embriones ICSI.

Peso Al nacer 1 semana 4 semanas
{ar) {ar) {ka)

Lechén 034 1.500 2.950 >15
Lechén 035 1.020 2.650 9.75
Lechén 036 1.300 2.800 11
Lechén 037 800 1.750 7.5
Lechdn 038 1.100 2.650 11
- — — |

Total 1.144+267 2.5601469

Los datos obtenidos tras practicar la necropsia de los tres lechones nacidos
muertos fueron los siguientes:

* N9 039: Atelectasia pulmonar, el animal muere antes de llegar a respirar.
Mo se observan signos patologicos de mencian.

¥ NP D040: Varios dias muerto en el interior del Utero {2-3 dias), presenta
signos de descompaosicion cadaveérica.

¥ N 041: Momificade {muerte aproximada en el dia 70 de gestacion).

Par ultimo, se realizaron analisis mediante PCR para detectar la presencia
de ADMN de virus [Sindroame Respiratorio y Reproductivo Porcino {SRRP) ¥y
circavirus parcino PCY] v bacterias {Salmaonella) en las muestras de los lechones
nacidos muertos, para descartar la posible causa de la muerte por infeccion viral
o bacteriana. Los resultados gue obtuvimos fueron negativos excepto por la
presencia de ADN de circovirus en muestras de los lechones n® 0339 y 040, pero
analizando las candiciones epidemiologicas del caso no parece ser esta infeccion
la posible causante de la muerte.
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4.3.3.1 Analisis de la integracion del transgén

De todos |los animales analizamos la integracion del transgen mediante
PCR en diferentes tejidos.

De los animales nacidos muertos fue posible analizar 12 tejidos diferentes.
Resultd gque 2 de los 3 animales nacidos muertos fueron positivos en esta
prueba. Los lechones {n® 03% y 040) integraron el transgén en el 75% {9/12) de
los tejidos analizados. Los resultados se muestran a continuacion en la fabla 54 v
en las figuras 57 y 58. En ambos animales la muestra cardiaca fue negativa,
mientras gque fue positiva en ambos para higado, rifion, cerebro, musculg,
gonadas, estomago e intestino. Mostrandose positivo para un Unico animal la
piel, pulman, bazo y el paguete vascular pericardico.

TABLA 54. Analisis de la integracion de EGFP mediante PCR de diferentes tejidos
procedentes de los lechones nacidos muertos. La clasificacion llevada a cabo fue la
siguiente: {-} no hay =senal, {+++} sefal elevada, {++) =sefial media, {+} senal.

S B Lechdtn Lechon Lechon
039 040 041
1 Higado {(HI}) + + -
2  Rindon {RI) ++ 44 -
3 | Cerebro {CE) + + -
4 Piel {(PI) - + -
5  Miasculo (MU) + + -
6  Pulmon (FU) + - -
7  Corazdn {CO) - - -
8  Testiculo {TE)}/ovario{OV) + + -
9 Bazo {(BA) + - _
10  Estémago {ES) ++ + -
11 Intestino {IN) ++ + -
12  Paquete Vascular {PV) - + -
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FIGURA 57. Analisis por PCR del ADN genomico del lechan n® 039 en diferentes tejidos.
Los tejidos positivos para la integracion de EGFP se muestran en color verde.

FIGURA 58. Analisis por PCR del ADN genamico del lechon n® 040 en diferentes tejidos.
Los tejidos positivos para la integracion de EGFP se muestran en color verde.

D 30 31 12

En los cinco fechones nacidos vivos se analizo la integracion del transgeén
en ocho muestras de os tejidos gue se detallan en la tabia 55. Los resultados
obtenidos hasta el momenta, en los tejidos analizados, se muestran negativos.
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TABLA 55. Resultados de los analisis de integracion de EGFP mediante PCR de diferentes
tejidos procedentes de los lechones nacidos vivos

]
Tejidos Lechén Lechdédn Lechdn Lechon Lechdn

analizados 034 035 036 037 038

1  Piel - - - - -

2  Cartilago - - - - -

3  Sangre - - - - -

4 Miasculo - - - - -

5 Mucosa intestinal - - - _ _

6 Mucosa oral - - - _ _

7 Mucosa nasal - - - - -

8 Higado - - - - -

4.3.3.2 Analisis de la expresion de la proteina EGFP

{1} Visualizacion directa

Realizamos un analisis de la expresion de la proteina EGFP mediante
observacion directa de las animales tras la iluminacian con una lampara de UV,
En ninguno de los 8 lechones analizados se detecto sefial verde fluorescente.

(2} Western Blot

En muestras procedentes de Ilos dos animales positivos en la prueba de
PCR {n® 03% v 040}, v gque por tanto habian integrado el transgen, se procedio a
detectar |a expresion de la proteina EGFP en los diferentes tejidos mediante |a
tecnica de Western Blot (Ver tabla 56). Previamente se realizo una determinacion
de la cantidad de proteina total {mediante BCA) que habia en cada uno de los
tejidos analizados. Finalmente, utilizamos una concentracion de 100 ug de
protena de cada tejido en los analisis llevados a cabao.
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El cantrol positivo, para cada uno de los analisis, se realizo usando ZP3-
GFP con un pess molecular de 82.2 KDa, mientras gue la EGFP, objeto de
analisis, tiene un peso de 29 KDa (Ver figura 59).

FIGURA 59. Imagen obtenida mediante analisis por Western Biot de la expresion de la
proteina EGFP del higado de los lechones n® 039 y n° 040, comparado con el control
positiva ZP3-GFP de un peso de 82.2 KDa, frente a los 29 KDa de la EGFP.

ZP3-GHP
82 KDa
L A
29 KDa
S i '
Ne N
039 O40

Los resultados obtenidos muestran valores positivos en los diferentes
tejidos analizados de ambos animales correspondientes al pesc molecular de la
EGFP {258 KDa).

Ademas en el revelado de la membrana de nitrocelulosa se detectaron
diversas bandas inespecificas, en algunos tejidos, de un peso maolecular mayor
gue la EGFP.

Para los tejidos analizados del lachon n® 039 (Tabla 56) observamos gue
todos ellos presentaron expresion, aungue en diferentes grados, excepto el
intestino donde no se aobtuvoa ninguna sefal (Figwa 60). En relacion a las
muestras de piel y corazon detectamos la expresion de la proteina, aun cuando
en el analisis por PCR no se habia detectado la integracion del transgen. Los
niveles de expresion de la EGFP detectados fueron mayores en las muestras
procedentes del pulmon y corazon seguidos por las muestras de cerebro vy
muscula.
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TABLA 56. Resultados de los analisis de expresion de EGFP mediante Western Blot de
diferentes tejidos procedentes de los lechones transgénicos nacidos muertos n® 039 y n¢
040, {(ND)} no determinado, {-} no hay sefal, {+++} sefial elevada, {++)} sefial media,
{+} senal.

Tejidos analizados Lechdén 039 Lechén 040

1  Higado (HI) + +++
2 Rifdn {RI) ND ++
3 Cerebro (CE) ++ -

4 Piel {P1) + ++
5  Miasculo {MU) ++ ++
& Pulmén (PU) +++ ND
7 Corazom (CO) +++ MND
8  Testiculo {TE) ND ND
9 | Bazo {BA) ND ND
10 Estémago {ES) + +++
11 Intestino (IN) - +
12 Paquete Vascular {PV) ND ++

FIGURA 80. Imagen obtenida mediante analisis por Western Biot de la expresion de la
proteina EGFP en diferentes tejidos procedentes del lechon n? 039. Los tejidos positivos
para la expresion de EGFP se muestran en color verde.

HE €E PT MU PU CO BES IN

29 KDa
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En el lechon n? 040, en todaos los tejidos analizados mediante Western
Blot se detecta |la expresion de |la proteina verde fluorescente (Tabla 56) (Figura
61), excepto en el cerebro donde se detecto integracion pero no expresion. Los
mayores niveles de expresion fueron detectados en higado y estomago.

FIGURA ©1. Imagen obtenida mediante analisis por Western Biot de la expresion de la
proteina EGFP en diferentes tejidos procedentes del lechon n® 040. Los tejidos positivos
para la expresion de EGFP se muestran en color verde.

HIL BRI CE  PI MU BES TN B

29 KDa

Para el caso de los tejidos de intestino {lechan n® 039) v cerebro {lechan
n°® 040), gue mostraron niveles negativos de expresion en el analisis
anteriarmente realizado con una cantidad de proteina por muestra de 100 ug, se
aumento dicha cantidad en las muestras procesadas {entre 115 y 185 ug). Pero
en este segundo analisis de Wesfern Biol los resultados continuaron siendo

negativos.
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DISCUSION

La produccion de arganismos transgenicos ha sido el mayor avance en el
ambito de la biologia en las Ultimas tiempos, siendo providencial en el estudio de
mecanismas geneticos de regulacion y desarrollo biologico. Se han producido
numerosas mejoras en la tecnologia de la transgenesis desde su inicio alla por el
ano 1981 {Gordon & Ruddle 1981}, v son varios |os sistemas de transferencia de
ADN que se realizan hoy en dia con una gran eficiencia y con unos costes
reducidos. Desde hace casi dos decadas, la técnica de SMGT ha centrado la
atencion de numerosos investigadores en un continug debate sobre la
transgenesis animal. En 1989 se publico un trabajo donde se demaostraba la
capacidad gue tenfan los espermatozoides de transportar ADMN exogeno y
transferir estas moléculas mediante fecundacion dando lugar a animales
madificados genéticamente {Lavitrano ef af. 1989). Esto supuso un importante
avance en el campo de la transgenesis, de manera que la SMGT podria ser
cansiderada por su relativa sencillez y bajo coste, como |la técnica de eleccion
para la produccion de animales de granja modificados geneéticamente v
representaria una poderosa herramienta para la investigacion en diversos
campos de la medicina. Usando esta tecnica se han obtenide un porcentaje gue
se encuentra entre el 5 y el 80 de animales transgenicos del total de nacidos y la
eficiencia varia segun las especies de aplicacion. Esta técnica, por tanto, mejora
notablemente la eficiencia que se alcanza cuando se emplea la microinyeccion
pronuclear que se encuentra entre 0.5-4% {(Niemann & Kues 2003).

El objetivo principal de esta Tesis fue contribuir en el desarrollo de un
metodo eficiente de produccion in vifro de embriones porcinos transgenicos vy
lechanes in vivo aprovechando la capacidad de transferencia de ADN exogeno
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gue presenta el espermatozoide. Para intentar cumplir el objetive principal,
dividimos nuestro estudic en 3 blogues de experiencias: {1) Estudic de la
capacidad de transferencia de ADN exogeno en los espermatozoides porcinos;
{2) Produccion in vitro de embriones transgénicos; {3) Produccian in vivo de
embriones v lechanes transgenicos.

5.1 EVALUACION DE LA CAPACIDAD DE TRANSFERENCIA DE ADN
EXOGENO A LOS ESPERMATOZOIDES PORCINOS

Desde gue se redescubrio la SMGT hasta nuestros dias se han publicado
numerosos trabajos en relacion a esta tecnica de transgenesis, gue demuestran
el éxito en numerosas especies {Spadafora 1998; Smith & Spadafora 2005). Se
han observado variaciones en las especies de granja tanto en la eficiencia del
transporte de ADN que presentan los espermatozoides como en la eficiencia en la
generacion de animales transgenicos {Smith & Spadafora 2005). Una alta
eficiencia en la produccion de animales se ha logrado en cerdos {mas del 80% de
la descendencia; Lavitrano ef al. 2002), mientras gue el éxito fue mas limitado
en la produccion de cabras transgenicas {Schellander ef al. 1995). Las causas de
las diferencias entre laboratorios y entre especies no han sido todavia aclaradas.

Un factor determinante es el proceso de unian gue se debe producir entre
el espermatozoide y el ADN. Ademas de las diferencias en el grado de unian
detectado entre especies {Spadafora 1998}, se han encontrado diferencias con
respecto al porcentaje de union dentro de la misma especie. Asi, Castro ef al.
{1991) encuentran gue soclo el 0.3% de los espermatozoides de cerdo unen el
ADN, mientras Camaioni ef al. {1992) publican un 78% de union. Ademas, en
relacion a la lacalizacion del transgen, tambien existen controversias, la mayaria
de los autores describen que la unian se produce en la region postacrosomal v en
el nucleo {Lavitrano ef a/. 1391, 19392) perp otros autores también encuentran
evidencias del transgen en la zona acrosamal, matriz acrasomal, cola... {Atkinson
et al. 1991 ; Huguet & Esponda 1998).

Muestra hipotesis de partida fue que profundizando en el conocimiento del
proceso de union entre ADN exdogeno y los espermatozoides, asi como el
desarrollo en la aplicacion de las tecnicas para su adecuada visualizacion y
evaluacion, podria mejorar el rendimiento de la tecnica SMGT en la especie
parcina.
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Comeo punto de partida deblamos conocer |la capacidad de transferir ADN
de |os espermatozoides porcings en nuestras condiciones de trabajo. Para ellg, la
primera experiencia se baso en discernir como afectaba |la presencia de plasma
seminal sobre la unigan entre el transgen y las células espermaticas. A
continuacion, nos propusimaos estudiar la cinética de union que llevaban a cabo
los espermatozoides y el material genetico a lo largo del tiempo, ¥ la influencia
del medio de cultive donde se incuban los espermatozoides v el transgen sobre la
union. El siguiente paso a seguir fue constatar si los espermatozoides con las
membranas alteradas eran capaces de unir el transgen. Por Ultimo, en relacion
con el estudio espermatico, nos planteamos dilucidar en gué lugar especifico se
produce la union.

5.1.1 Efecto de la presencia o ausencia del plasma seminal en la union
espermatozoide-ADN exogeno

5.1.1.1 Evaluacion de la union espermatozoide-ADN exdgeno
mediante el uso de espermatozoides eyaculados

Si las ceélulas espermaticas pueden actuar como vectores de secuencias
genicas exogenas, significa gue el genoma de animales reproducidos
sexualmente puede estar expuesto a la influencia de los genes foraneos que
pueden transportarse unidos a los espermatozoides, con  importantes
implicaciones en lps procesos evolutives. De agui procede el escepticisma del
metodo SMGT debido al caos evolutivo gue supondria gue las células
espermaticas fueran capaces de actuar como vectores de ADN exogeno. Dado
gque en los tractos reproductivos se pueden encontrar ADN procedente de
diversas celulas {bacterias, etc.), material subcelular y virus gue pueden
cantener moléculas de ADN libre {originarias de la muerte celular natural), es por
tanto razonable pensar gue las celulas espermaticas son altamente resistentes a
la hora de capturar dichas moléculas. Debide a las numerosas publicaciones
relacionadas con la SMGT y el hecho de que ningun caos evolutivo al respecto se
ha producido, cabe pensar gue la naturaleza posee formidables barreras gue
eviten que el espermatozoide sea capaz de transferir ADN exogeno al nuevo
embrion, aungque estas barreras no son absolutas ni infrangueables, debido a los
resultados obtenidos con esta técnica. Entre las barreras que antagonizan la
captacion y el transporte del ADN exogeno podrian encontrarse la actividad
enzimatica en |los espermatozoides, ademas de gue el plasma seminal {P5) o
componentes presentes en el mismo inhiban el proceso de union. Las
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espermatozoides estan sujetos a la interaccion con las proteinas procedentes del
epididimo y del PS. Estas proteinas tienen comeo funcion estabilizar las
membranas espermaticas frente a prematura capacitacion y una reaccion
acrosomica espontanea {Vadnais & Roberts 2006). Por lo tanto, el plasma
seminal podria jugar un papel importante actuando comao una barrera natural v
protegiendo a los espermatozoides de intrusiones de moléculas exogenas gque
pudieran comprometer la integridad del espermatozoide vy la identidad genetica
de la progenie. Indudablemente la membrana plasmatica de los espermatozoides
es uno de |los abstaculos gue previene la incorporacion de ADN exogeno.

Debido al efecto inhibitorio gue presentan algunos componentes del
plasma seminal quisimos comprobar como afectaba la presencia de diferentes
cantidades del mismo {0%, 10%, 50% de plasma seminal) sobre la union entre
los espermatozoides v el ADN foraneo, v en gue medida difiere la union entre
diferentes machos utilizados. Ademas, debido al efecto toxico que puede
presentar el ADN sobre los espermatozoides cuando se encuentra en grandes
cantidades {(Maione ef al. 1997; Sclamanna ef af. 2000), comprobamos si con las
concentraciones de uso de nuestro gen, el simple hecho de su presencia,
afectaba |a calidad seminal.

En nuestros resultados observamos gue el tratamiento de eliminacion total
del plasma seminal era el mas efectivo para facilitar la union del ADN a los
espermatozoides, v que el porcentaje de plasma seminal presente durante la
incubacion, era inversamente proporcional a la union gue se establece entre el
espermatozoide y transgen. Estos resultados son coincidentes por los mostrados
por Lavitranc ef al. (2003) quienes concluyen que la adicion de pequefas
cantidades de plasma seminal es capaz de bloguear el proceso de unian.

En el proceso de union del espermatozoide al ADMN intervienen unas
proteinas de 30-35 KDa {Zani ef al. 1995) y se ha identificado un factor inhibidor
{determinado como IF-1) tanto en el plasma seminal como en la superficie del
espermatozoide del erizo de mar {Lavitrang ef al. 1992; Zani ef al. 1935}, que
antagoniza la union del ADN exageno a las mencionadas proteinas, ejerciendo
una poderosa proteccion del espermatozoide. En presencia de los factores de
inhibicion, las proteinas de superficie que unen el ADN pierden dicha capacidad
{Zani el al. 1985). Sin embargo, en ausencia de IF-1, estas proteinas son
capaces de interaccionar can el ADN, v dichos complejos introducen el ADN en la
celula mediante las moléculas de CD4 {Lavitrano ef al. 1997b). Estos
experimentos enfatizan en gue es de vital importancia la eliminacion por
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completo del fluide seminal lo antes posible tras |la recogida del evaculado
{Lavitrano ef al. 2003).

Aungue lavitrano ef af. (1882) v Zami ef al. {1995) han descrito la
presencia de proteinas inhibidaras de la union del ADN vy el espermatozoide, poco
se sabe de su estructura y su funcion de forma precisa. Es por tanto necesario
ahondar en el estudio de estas proteinas del plasma seminal para poder conocer
el proceso de la union, las diferencias en la concentracion de estas proteinas en
los diferentes verracaos, etc.

Las porcentajes de union de |los espermatozoides porcinos al ADN descritos
en la bibliografia cientifica wvarian ampliamente. Asi, Casfro ef al. 1991
encuentran gque solo el 0.3% de Ilos espermatozoides de cerdo se unen al ADN,
mientras gue Camaioni et al. {1992) reportan hasta un 78% de union. Niveles
intermedias entre 30% {Horan ef al. 1391) v 12-17% (Gandolfi ef al. 1996) son
tambien encontrados en la literatura. Una posible causa de estas discrepancias
entre resultados podria deberse a la eliminacion o no completa del plasma
seminal que modularia el porcentaje de union, junto con diferencias en los
animales empleados y en las condiciones experimentales.

Posteriormente se confirmo que tambien existian diferencias significativas
en el grado de union segin el macho utilizado. Los espermatozoides
procedentes del macho 257 presentaron un mayor porcentaje de union en
relacion a los otros machos utilizados. En los primeros estudios realizados en
relacion con la SMGT se utilizaron espermatozoides epididimarios de raton,
donde el animal donador solo puede utilizarse en una Unica ocasion, mientras
gue en el caso de los animales domesticos es posible el uso de espermatozoides
eyaculados y el animal puede utilizarse durante toda su vida reproductiva. La
seleccion de los reproductores donantes de semen tiene particular importancia,
ya gue existen diferencias en la captacion de ADN exogeno entre los diferentes
machaos, por lo que se deben elegir donantes eficientes {Lavitrano ef al. 2003).
Esta variabilidad entre machos a la hora de unir ADN puede ser debida a factores
intrinsecos de los verracos {caracteristicas de las membranas espermaticas,
proteinas gue facilitan la union, etc.), o a factores extrinsecos como son la
frecuencia de extraccion, edad del donante, condiciones de explotacion, etc., que
de alguna forma afectan al semen e interactian en el proceso con el ADN. Sin
embargo, estos factores aln no han sido estudiados en profundidad ni definidas
totalmente.
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En cuanto el efecto de la presencia del ADN sobre la calidad seminal,
se observo gue la coincubacian con el ADN exogeno no suponia una alteracion de
los parametros seminales. Tales resultados coinciden con los descritos par Chan
{2000), donde afirma que la presencia de ADN exageno, al menas en mamiferos,
no genera interferencias con los parametros seminales, como la motilidad o
meotilidad progresiva, e incluso en algunos casgs, los espermatozoides tratados
mejoran sus caracteristicas en relacion a las celulas no tratadas. En la misma
linea, Alderson et al. {2006) afirman gue la motilidad de los espermatozoides de
toro no se ve afectada por la presencia del ADN. Sin embarge, Anzar & Buhr
{2006) encuentran una reduccion significativa en el porcentaje de celulas viables
medidas con SYBR-14/IP en las muestras bovinas incubadas con ADN frente al
control {32% vs. 27%, p<0.01}. Al igual que Gandoffi ef . {1996), guienes
describen gue tras el lavado de los espermatozoides v su incubacion con el ADN
exogeno, solo un peguefio porcentaje {5-20%) de los espermatozoides
presentaban meotilidad, v la calidad de esta era baja {0.5-3, en una escala
arbitraria entre 0-53.

Par otra parte, como era de esperar, durante el tiempo de incubacion
creciente {0, 1 v 2 h) se produjo un descenso de la calidad seminal de todas las
muestras, tanto las incubadas con ADMN como las del grupo control. Tambien
encontramos que no existia una asociacion significativa entre la calidad seminal y
capacidad de unirse al ADN. Lavitrano ef af. (2003) afirmaron gue |la habilidad
para captar el ADM e interiorizarlo dentro del nucleo se correlaciona con la
calidad seminal, sobretodo en términos de motilidad progresiva tras el
procedimiento de lavado, de tal modo la motilidad debe ser de al menos un 80%
inicialmente y no menos de un 65% al finalizar el proceso de lavado. Nuestros
resultados en este aspecto no confirman los datos descritos por Lavitrano ef af.
2003, por una parte esta diferencia puede ser debida al uso de una técnica
diferente de evaluacion de la union ({radiactividad wvs. microscopia de
fluorescencia) lo que hize gue el rango de union al ADN variase en los diversos
verracos estudiados desde el 9 al 67% en el caso de Lavitrano, mientras gque en
nuestro caso variaron en un rango mucho mas reducido {del 3 al 26%). Por otra
parte, la variabilidad en la motilidad espermatica fue elevada en el estudio de
Lavitrano {rango 15-75%) mientras que en este estudio los verracos maostraron
una motilidad en todos los casos muy cercana al 70%. El hecho de que la
variabilidad de ambos parametros {motilidad v union al ADN) sea reducida limita
notablemente la posibilidad de encontrar correlaciones estadisticamente
significativas.
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5.1.1.2 Evaluacion de la union espermatozoide-ADN exogeno en
espermatozoides de origen epididimario

Los espermatozoides cuando atraviesan el epididimo en su proceso de
maduracion sufren una serie de cambios, adguieren motilidad v |las proteinas de
superficie de sus membranas se ven meodificadas. Diversas investigaciones han
demostrado gque las secreciones de epididime se unen especificamente a las
membranas del espermatozoide durante la maduracion y el proceso de
almacenamiento gue tiene lugar en este argano {Cooper 1986). La union de
estas moleculas del epididimo induce numerosos cambios en la membrana
plasmatica de los espermatozoides epididimarios. Estos factores denominados
decapacitantes, por bloquear el proceso de capacitacion {Sidhu & Guraya 1389),
san susceptibles de enmascarar los sitios de unian de receptores ionicos o de
activacion celular. Estos factores se originan en los liquidos testiculares,
epididimarios o seminales y protegen a los espermatozoides provocando la
estabilizacion del acrosoma o inhibiende la union a la zona peldcida.

Una wvez conocida que la presencia de factores presentes en el plasma
seminal puede boguear el proceso de union al ADN, era necesario conocer si los
espermatozoides epididimarios que no han estado en contacto con el plasma
seminal presentaban diferente capacidad de unign al ADN. En los resultados
obtenidos en nuestra investigacion, los espermatozoides epididimarios
presentan una capacidad de union similar gue los eyaculados {a los gque se ha
eliminado el plasma seminal) tanto en el grade de union al ADN como en la
viabilidad a lo largo de la incubacion. Unicamente detectamos un mayar
porcentaje de union del ADN a las células vivas en el grupo epididimario que es
detectado por la alta sensibilidad y repetitividad gue aporta la citometria de flujo
(Gillan ef af. 2005). Sin embarga, entendemos que esa diferencia estadistica {de
un 1 aun 2%) tiene escaso valor biolagico.

Al obtener una eficiencia similar al utilizar |lps espermatozoides
epididimarios que los eyaculados tras el tratamiento de eliminacion del plasma
seminal en la capacidad de interaccion con el ADN pone de manifiesto que el
proceso de eliminacian de proteinas del plasma es efectivo. Ademas, podriamos
utilizar en un futuro este tipo de espermatozoides v congelarlos, v asi poder usar
el mismo macho en diversas experiencias sin que la variabilidad del verraco
afecte a la repetitividad de los resultados. Antes debe comprobarse la eficiencia
en la produccion de cerdos transgénicos con el uso de estos espermatozoides
epididimarios en las diversas aplicaciones reproductivas {inseminacion artificial,
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fecundacion in vitro e ICSI) como se ha utilizada previamente en raton
{Lavitrano ef &l 198%9; Maoreira ef af. 2004, 2007).

5.1.2 Evaluacion de la cinética de union entre espermatozoides y el
transgeén

La posibilidad de conocer la cinetica de unian es de gran importancia para
su usp en posteriores aplicaciones, asi por ejemplo, a la hora de realizar FIV,
ICSI o inseminaciones, conoceriamos el tiempo de incubacion optimo para llevar
a cabo dichas experiencias con la maxima eficiencia. El uso del citometra de flujo
nos proporciona grandes ventajas a este respecto, debido a que podemos
analizar una gran cantidad de espermatozoides con una alta sensibilidad en un
corto peripdo de tiempo {500 cel/seg).

Los resultados de 6 machos diferentes analizados mediante el citometro
de flujo, muestran que en los primeros 15 minutes de incubacion tiene lugar la
mayor parte de union con el ADN. Pasteriormente existe un gradual aumento del
porcentaje de union hasta un maxime a los 120 min de incubacion, ¥y aumenta
significativamente cuando es analizado a las 24 h. Como podemos observar, la
cinetica de unign gue se produce en nuestras condiciones experimentales es
similar a la obtenida en los trabajos de Sperandio ef al. 1996 (Figura 624) v
Lavifrano ef al. 2003 (Figura 62B) con espermatozoides de ratan, toro vy cerdo,
donde el mayor incremento en la union se produce en los primeros 15 min de
incubacion aumentando progresivamente hasta los 30 min. Aungue estos autores
utilizaron tecnicas de marcado del ADN con radioactividad, gue no permite
conocer el porcentaje real de espermatozoides unidos al ADN, sino el total de
ADN marcado y unido a las células. También se ha descrito la cinetica de union
en espermatozoides humanos {Camanioni ef al. 1882), siendoc similar a la
descrita en bovino y paorcing, alcanzando la maxima unien a los 20 min de
incubacion con el plasmido.

Las diferencias en los porcentajes de union gue se producen a lo large del
periodo de incubacion, sugieren la posible existencia de subpoblaciones de
espermatozoides que son bioguimicamente y/o funcionalmente diferentes y por
lo tanto son diferentes en su capacidad de unirse al ADN {Gandolfi ef af. 1998).

Cuando se analizo el efecto del verraco usado {6 machos diferentes)
sabre la cinética de union, se detectaron diferencias significativas dependiendo

226



DIScUsion]

del macho, aungue en todos los casos el patron de la cinetica de union fue
similar variando moderadamente el porcentaje de union a lo largo del tiempo. Si
observamos la figura 628 {Lavitrano et af. 2003}, donde se comprueba la
cinética y el porcentaje de union de 9 machos diferentes, vemos gue el
comportamiento de los machos L, Q, P vy N es similar a nuestros machos
utilizades 318 y 1532, donde la union se mantiene mas o menos constante
transcurrides 30 min tras la incubacion. El macho Z de la figura muestra un
aumento considerable de la union mas alla de los 30 min, tal y comao sucede con
nuestros machos 23 y 274, en este Ultimo caso {274) el aumento sigue siendo
progresivo a o largo del tiempo de estudio {120 min), y coincide can el patran
de union que observan Francolini et al. {1993) al utilizar espermatozoides
epididimarios de raton.

Par ultimo los machos S, C, R v V de |la figura, tienen un pico maximo de
union a partir del cual comienza a descender dicha interaccion, similar a lo
ocurrido para los verracos 385 y 108. Este descenso podria estar relacionado o
bien con una reduccion de la sefal fluorescente gue se produce con el paso del
tiempo, o bien a que en algunos animales las uniones de los espermatozoides
con el ADN no son duraderas {uniones deébiles) ¥ pueden desligarse parcialmente
con el paso del tiempo. Fsta Ultima hipotesis es la mas plausible, ya gque estos
resultados coinciden con las estudios de Lavitrano et al. {2003} gue se realizaron
con mediciones de radipactividad donde no es posible la perdida de sefial.

Por tanto, nuestros resultados confirman los establecidos por los trabajos
anteriormente mencionados. Pero a diferencia del trabajo de Sperandio et al.
{1996) donde a las 24 h la union es similar que la producida a los 120 min
{Figura ©624) medida por teécnicas radioactivas, en nuestras condiciones
experimentales el porcentaje de union de los espermatozoides al ADN a las 24 h
de iniciada la incubacion es significativamente mavyor gue el medido a los 120
min de incubacion. Esto puede ser debido a gue |las muestras no estaban fijadas,
y pueden producirse alteraciones en las membranas espermaticas que
favorezcan que el ADN pudiera unirse en mayor medida.
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FIGURA 62. (a) Cinética de union en diferentes especies a lo largo del tiempo:
Espermatozoides epididimo  raton (e}, Espermatozoides evaculados cerdo (&};
Espermatozoides eyvaculados toro (m} {Sperandio et 3/ 1996}, {b) Cinética de union de
diferentes verracos {Lavitrano et af. 2003}.
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En cuanto a los resultados cbtenidos de las mismas muestras medidas con
técnicas de microscopia y citometria, observamos gue con la microscopia de
fluorescencia el valor es ligeramente mayor gue el obtenido en la medician con
el citometro de flujo, aunque estas diferencias no son significativas. Estas
pequenas diferencias pueden estar motivadas por diversas causas. Por una
parte, en el citometro de flujo, las muestras son sometidas a una alta presion
gue puede romper las uniones debiles de la superficie espermatica al ADN, por
otra parte en |la observacian microscopica se pueden presentar sefiales de fondo
{unianes no especificas, falsos positivas) que aumenten el parcentaje de celulas
positivas. Tampoco debemos de olvidar las limitaciones o errores asociados e
inherentes a cada una de las tecnicas.

La citometria de flujo ofrece unas grandes posibilidades porgue permite
emplear conjuntamente dos o mas fluorocromaos can lo que podemaos evaluar al
mismao tiempo la viabilidad vy el grado de unian al ADN, permite evaluar un gran
nimero de células por unidad de tiempo, v esta exento de |los problemas de
seguridad gue supone el uso de instalaciones radiactivas. Por todo ello, la
citometria puede ser una gran herramienta para la evaluacion de |la capacidad de
union al ADN come previamente describio Chang ef al. {2002) utilizando
anticuerpos monoclonales.
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5.1.3 Efecto del medio de incubacion de los espermatozoides con el ADN
exogeno: TALP vs. SFM vs. SFM-PS

Durante el proceso de la capacitacion, algunos de los componentes de la
superficie espermatica san modificados o eliminados por secreciones del aparato
reproductor femenino, entre estos procesos se produce la desulfatacion del
colesterol sulfato, desestabilizacion de la bicapa fosfolipidica vy modulacion de la
fluidez de la membrana espermatica, salida de colesterol, con aparicion de zonas
de alta fluidez pobres en proteinas v una serie de cambios en la permeabilidad
ionica de la misma, ocasionando un aumento del Ca*?, del AMPc y del pH
intracelular {Topfer-Petersen ef af. 2000). Esta alcalinizacion del citoplasma del
espermatozoide provoca la apertura de los canales de Ca™ vy por tanto, la
entrada masiva de este cation gue sera esencial para el inicio de la reaccion
acrosomica {Langlais & Roberts 1985). En todos los espermatozoides de
mamiferos evaluados, el Ca*t es necesario para la capacitacion {Fraser 1994) vy
para |la exocitosis acrosomal {Yanagimachi 1994,

Teniendo en cuenta los trabajos de lLavitrano ef af. (2002, 2003) en los
gue se sugiere que la fase temprana de capacitacion espermatica puede ser el
momento optimo donde se produce la interaccion de los espermatozaoides con €l
ADN. El objetivo en este apartade fue comprobar el grade de union al ADN
espermatica de las células espermaticas incubados en dos medios diferentes, unao
gue induce la capacitacion lenta {SFM), gue presenta en su composicion
albumina v EDTA como agente quelante del calcio {Lavitrano et al. 2002), v el
otro medio gue induce una capacitacion rapida {TALP) gue contiene, entre otros
componentes, altas concentraciones de calcio, albumina y bicarbonato, , que son
promotores de la capacitacion espermatica en |la especie porcina {Harrison ef al.
1996).

Cuando los espermatozoides fueron incubados en un medio que favorece
la capacitacion {TALP), se abservao un grado de union al ADN mayor gque cuando
se incubd en medio SFM. Mientras gue los mismaos espermatozoides que se
procesaron despues de estar en contacto con plasma seminal (SFM-S5P)
presentaron menor grado de union que el grupo control {SFM). Estos dltimos
resultados confirman |lo observado en la experiencia 1.1, donde la presencia del
plasma seminal inhibe la union al ADN, bien sea por accion directa de algin
factor presente en el plasma seminal como el factor IF-1 que bloguea los
receptores de la membrana espermatica necesarios para la union con el ADN
exogeno {Zani ef al. 1995), o bien porgue la presencia del plasma seminal de
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cerdo reduce el proceso de capacitacion {Vadnais & Raberts 2006). El efecto
inhibitorio del plasma seminal {PS) en |la capacitacion debe ser el resultado de
union de proteinas del PS a la superficie espermatica previniendo a las
membranas de los cambios requeridos para la capacitacion y/o inhibiendo las
vias de transporte de la sefial de capacitacion a otros puntos de la célula
{revisado por Vadnais & Roberts 2006), de ahl |la importancia del plasma no solo
porque bloguea los receptores sing porgue su  presencia disminuye la
capacitacion reduciendose asi la union. Pero hasta la fecha no se tiene
informacion precisa sobre las proteinas del plasma seminal implicadas en el
efecto inhibitorio ni en el método de accion de las mismas.

Por otra parte se ha demostrado que el ADN exogenoc se une al
espermatozoide mediante interacciones ionicas, jugando un rol importante las
cargas de las moléculas vy las proteinas de superficie gue actlan como receptores
en la asociacion del ADN con las células espermaticas {Lavitrano ef a/. 1932).

El proceso de capacitacion podria ser el momento en el gue se
desestabiliza la membrana v se favorece el proceso de union al ADN, tal v comao
afirman Lavitrano et al {2003). Sin embargo, la relacion entre el proceso de
capacitacian y el de union al ADN, no ha sido estudiade hasta el momenta con
profundidad. En nuestro estudio, para comprobar si existia una relacion entre el
grado de capacitacion vy la capacidad de transportar ADN, se evaluo
canjuntamente el desorden lipidico de las membranas vy la viabilidad espermatica
de los grupos SFM y TALP. Se observo que los espermatozoides incubadas en
medio TALP, sufrieron un aumenta significativo del desorden lipidico y finalmente
un numero de espermatozoides muertos mayor gue en el grupo control. Ademas,
se comprobo una relacion directa entre la mortalidad espermatica v el grado de
unian, independientemente de la técnica empleada. Lo gue pone de manifiesta |a
importancia de la membrana espermatica en el proceso de union.

En nuestro estudio, la unian incrementada de los espermatozoides
incubados en TALP esta asociada con una mayor muerte celular {parcentaje de
celulas muertas mayor que en el control} vy la mayor parte de esta union se
realiza a celulas muertas. No obstante, aunque el parcentaje de celulas unidas al
ADN vy viables es baja {como se demostro en la experiencia anterior) en el grupo
TALP es ligeramente superior {poco mas de 1% de diferencia), aungue esta
informacion estadistica parece tener paco valor biologica. Como hemas explicado
anteriormente los espermatozoides recién eyaculados {intactos) no son capaces
de fecundar y necesitan del proceso de capacitacion y reaccion acrosomica gue
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producen continuas alteraciones de la membrana gue conllevan al fin Ultimo de la
preparacion del espermatozoide |la habilidad de fecundar al ovocito {Yanagimachi
1994; Vadnais & Roberts 2006), si el espermatozoide despues de sufrir la
reaccion acrosomica no encuentra el ovocito comienza el proceso de apoptosis
gue conlleva finalmente a la muerte de la celula espermatica. Sin embargo, hasta
el momento, y hace ya mas de 40 afios del descubrimiento de este prerreguisito
para la fertilizacion, los mecanismos gue gobiernan la capacitacion y reaccion
acrosomica de los espermatozoides aln son desconocidos y se encuentran
influenciados por multitud de factores. Por lo gue al incubar nuestros
espermatozoides en TALP se produce el procesa de capacitacion de forma rapida
gue conlleva la desestabilizacion de la membrana y |a union con el ADN exogeno,
sin embargo, en las condiciones experimentales empleadas, tiene lugar de forma
inmediata |la reaccion acrosomica gue lleva a la muerte celular de casi el 50% de
los espermatozoides.

La posibilidad de modular el proceso de capacitacion de los
espermatozoides abriria nuevas puertas para entender el proceso esencial de
union del ADN v la relacion con el estado de la membrana.

5.1.4 Efecto del tratamiento espermatico en la interaccion ADN exogeno-
espermatozoide

En un principio se afirmo que los espermatozoides muertos de raton
{Lavitrano ef al. 1989) v de cerdo {Horan ef al. 1991) no eran capaces de captar
ADN exogeno, siendo Unicamente los espermatozoides vivos capaces de efectuar
este hecho. Camaioni et af. {19322) publicaron resultados similares no sglo en
raton y en cerdo, sino también en humano. De manera que para este grupo de
autores la union e integracian del ADN solo se producia en células vivas y por
tanto permitiria su utilizacion en sistemas donde es necesaria la competencia
funcional de los espermatozoides (FIV, IA, etc.).

Pero fue en 1899, cuando Perry et al. utilizaron la técnica de SMGT
asociada a la ICSI usando espermatozoides sometidos a tratamientos agresivos
{triton, congelacion, etc.) e incubados con ADN, siendo estos espermatozoides
muertos capaces de unir ADN exogeno vy a su vez dar lugar a embriones vy
ratones transgenicaos viables mediante ICSI. Recientemente Anzar & Buhr {2006)
comprueban que los espermatozoides bovinos unidas al ADN son inmaoviles {al
igual gue nuestras observaciones) aungue detectan que de un paorcentaje del
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27% de células vivas, el 46% estaban unidos al ADN. Por tanto el hecho de que
si es posible la union del ADN a células vivas o no y de gue manera se produce
sigue siendo un tema controvertido.

Muestro objetivo fue conocer si los tratamientos espermaticos afectaban al
grado de union de los espermatozoides al ADN y la viabilidad espermatica, y en
cansecuencia determinarian la aplicabilidad de esta técnica.

Asi, los espermatozoides congelados-descongelados presentaron una
menar viabilidad y una mayor capacidad de union al ADN gue los
espermatozoides frescos. Segun Anzar & Buhr (2006), en espermatozoides de
toro, la union al ADN es mayor en semen congelado gue en fresco {49+1.8% vs.
29+2.1%), obteniendo resultados de union similares a los nuestros. La
criopreservacian  induce cambios en la membrana plasmatica de los
espermatozoides debido a la baja temperatura vy a una alta concentracion de
sales, gque pudiera facilitar la union e interiorizacian del ADN {Anzar & Buhr
2006). La unian del ADN en los espermatozoides congelados esta aumentada en
las celulas muertas, pero también a las células vivas congeladas. Se ha
observado como espermatozoides eyaculados sometidos a un proceso de
crioconservacian manifiestan una desestabilizacion de sus membranas similar a
los cambios gue se producen durante la capacitacion {Harrison 1937)
denominado capacitation fike. Igualmente se ha demostrado que el semen
cangelado permite la entrada de calcio a la célula mas rapidamente gue el semen
fresco {Parrish et al. 1999), por lo que tal proceso podria producir una
prematura capacitacion. Por tanto, puede ser este momento preciso, en los
pasos iniciales de |la desestabilizacion de las membranas, cuando se produzca la
union a las células vivas.

Para la aplicacion practica de esta técnica de SMGT, seria muy aconsejable
poder seleccionar verracos gue por un lado permitieron utilizar con éxito el
semen congelado-descongelado que alteraban sus membranas y transferir de
forma eficiente el ADM exogeno; lo que posibilitaria crioconservar semen de
animales gue poseen espermatozoides con un alto grado de union, y poder asi
utilizarlo en numerosas ocasiones para diversas investigaciones, garantizando |la
repetitividad de la experiencia y mejorando la eficacia de la técnica de SMGT.

Para poder estudiar la importancia de la integridad de |la membrana
espermatica en el proceso de union al ADN, utilizamos unos modelos
experimentales donde se causaba |la mayor alteracion posible en las membranas
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espermaticas utilizando procesos agresivos de permeabilizacion tanto fisicos
(congelacion rapida} como quimicos (Triton X-100}, asumiendo gue la
viabilidad de los espermatozoides es practicamente nula. Comprobando gue
cuando se someten a |los espermatozoides a estos procesos observamos comao
disminuye drasticamente |la viabilidad pero conseguimos un grade de union al
ADN gue supera el 90%. Confirmandose de esta manera la relacion inversa entre
viabilidad y capacidad de unian al ADN.

Recientemente se han desarrollado nuevos tratamientos para mejorar el
transporte del transgén en los espermatozoides comao la electroporacion {Tsai ef
al. 1997), la incubacion con complejos liposomas/ADN {Celebi ef afl. 2003}, vy €l
uso de dimetil-sulfoxido {DMSCY {Shen el al. 2006). El DMSO se ha utilizado
como un medio de transporte del ADN en su interaccion con el espermatozoide;
asi Shen ef al. (2006) utilizan los complejos ADN/DMSC incubandolos con los
espermatozoides para obtener ratones y canejos transgeénicos siendo un metado
simple y eficiente. El tratamienta con DMSQ ha sido efective para la fecundacion
in vitro en conejo {Li ef al. 2006). 5in embargo, en nuestra experiencia, el uso
de DMSC no mejoro el porcentaje global de células unidas al ADN. Aungue
mejarg la proparcion de espermatozoides vivos y unidos al ADN, en unas
proporciones muy limitadas {<2%), pero gue no presentan ningun valor
biolagico.

Las diferencias en los resultados entre especies pudieran ser debidas a
cuestiones metodologicas. En los trabajos con ratones y conejos se realiza un
paso previo de enfriamiento de la suspensian a 4°C durante 10-15 min y los
espermatozoides son incubados con las complejos ADN/DMSO durante el periodo
de capacitacion {Li ef al 2006; Shen ef al. 2006). En el caso de la especie
porcina no es posible realizar ese paso de enfriamiento sin dafar sensiblemente
la célula espermatica, por lo gue este hecho podria ser unas de las causas de las
diferencias en los resultados obtenidos en otros trabajos.

Por otra parte, el uso de la recombinasa RecA ha supuesto un aumento
considerable en la produccion de embriones transgénicos {Maga 2001; Maga ef
al. 2003; Kaneko ef al 2005). En nuestra investigacian la incubacion de los
complejos RecA:ADN con |os espermatozeoides supuso un aumento del
porcentaje de células muertas v un aumento del porcentaje de células unidas al
ADN, con respecto al grupo control. En la misma linea, Moreira ef al. {2007)
cuando incuban espermatozoides congelados-descongelados de raton con
complejos RecA:ADN, encuentran gue la mavoria de las células eran positivas

233



DIScUsion]

con senal fluorescente en sus acrosomas, region postacrosomal y estructuras en
la pieza media. Mientras gue cuando incuban espermatozoides de semen fresco
salo can ADN, solamente encuentran la sefial en los espermatozoides inmaoviles,
y cuando se incuban frescos v el complejo RecA:ADN se marcan tanto los motiles
coma los inmoviles. Una posible explicacion a nuestros resultados se deba a que
RecA enmascara o disminuye la senal de fluorescencia del ADN, no pudiendo ser
detectada en gran medida por el citometro, lo que explicaria la discrepancia en
los resultados con Moreira et al. 2007, donde la observacion de los
espermatozoides la realizan a través del microscopio de fluorescencia.

En terminos generales, y para todos los tratamientos espermaticos
estudiados se confirma el hecho de gque la mayor parte de la union de las
moléculas de ADN y espermatozoides, se produce en células muertas o con
alteraciones graves de la membrana. La hipotesis mas wverosimil es gue la
alteracion o fractura de |la membrana espermatica favorezca la interaccion con el
ADN y permita fijarse a la region perinuclear.

Pero también es posible que la union al ADN induzca la alteracion y muerte
del espermatozoide por la activacion de las endonucleasas, que inducen el
procesao de apoptosis asociada a la hendidura por donde se introduce el ADN vy
cansecuentemente la celula muere {Maione ef af. 1937). La apoptosis de la celula
espermatica podria ser un fenomena natural para prevenir la transmision de ADN
ex0geno a la siguiente generacion {Anzar & Buhr 2006). Cuando las nucleasas
son activadas por la presencia del ADN exogeno, catalizan la degradacion
localizada del ADN cromosomico del espermatozoide. La degradacion del ADN vy
la modulacion de la actividad de las nucleasas nos recuerdan a la apoptosis
asociada al ADN descrita en las células somaticas {Spadafora 1998).

5.1.5 Efecto del tamano del transgén sobre la union con el
espermatozoide

Teniendo en cuenta el modelo descrito hasta el momento para explicar el
proceso de union e interiorizacion del ADN en el espermatozoide {Spadafora
1998), el tamano de las moleculas exogenas de ADN pudiera tener un efecto en
la union con los espermatozoides. Es razonable por tanto, esperar gue las
moleculas de ADN mas peguefias sean transferidas con mayor facilidad gque
moleculas de mayor tamafo, considerando los reguerimientos fisicos vy
energéticos que se necesitarian para captar moléculas de ADN de gran tamafo.
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Sin embargo, lps pocos datos disponibles que se tienen en este aspecto son
contradictorios. Los resultados obtenidos en nuestras experiencias muestran que
los espermatozoides porcinos tienen la misma capacidad de union al ADN de
tamanos de 5.7 Kpb vy 10.2 Kpb. Por el contrario, un estudio con
espermatozoides de eriza de mar encontro gue la eficiencia de unir ADN exogeno
es inversamente proporcional al tamano de las moleculas en un rango gue oscila
entre 1.25-2.%5 Kpb {Arezzo 198%8), mientras gue otro estudio posterior no
encuentra relacion entre el ADN capturado vy el tamafo molecular entre un rango
de 0.125-23 Kpb cuando utilizan espermatozoides porcinos {Horan ef af. 1991).

En lo que a la produccion de embriones transgenicos se refiere, nuestros
resultados son coincidentes con los obtenidos por Moreira et af. (2007), donde
utilizan las mismas construcciones con tamanos de 5.7 Kpb v 10.3 Kpb. Con la
incubacion de los espermatozoides con estos genes y mediante la inyeccion en
ovocitos de raton, obtuvieron embriones y descendencia viva, sin ninguna
diferencia significativa entre los genes utilizados (Mareira ef af. 2007}, Mientras
que Sperandio et al. {1996) prueban en las especies porcina y bovina, como
afecta la utilizacion de diferentes construcciones {pSV2CAT-5003 pb, pALU-80B81
pb, pRSV-LT-9035 pb) en la produccion de embriones transgenicos, siendo el de
menar tamano {pSV2CAT-5003 pb) el que da lugar a un mavyor porcentaje de
embriones transgenicos en ambas especies {porcino: 5.7% y en bovino: 229%).
En principio una de las explicaciones a estos resultados seria gue los diferentes
tamafios de plasmidos utilizados juegan un importante papel siendo los de menar
tamafo los que dan lugar a tasas mayores de transgenicos, estando favorecidas
las moléculas mas peguenas de ADN. Sin embargo los analisis |levados a cabo i
vifro, muestran gue la asociacion entre los espermatozoides y el ADN de los
plasmidos utilizados se interiorizan todos de una manera eficiente en el nlcleo
espermatico {Sperandio ef af. 1996).

5.1.6 Localizacion del lugar de interaccion entre el transgén y el
espermatozoide

El ADN exogeno en la célula espermatica puede ser transferide a los
ovocitos v ser capaz de fecundarlos. Como ya hemos visto este fenomeno ocurre
en diferentes especies y ha sido explotado en los Ultimos afios para la generacion
de embriones y animales madificados geneticamente. La membrana plasmatica
de los espermatozoides juega un papel crucial: cuando la membrana esta
intacta, como ocurre en la interaccion directa espermatozoide-ADN, la union de
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las moléculas de ADM a la superficie de |la celula desencadena el mecanismo de
interiorizacion ¥ comeo consecuencia ocurre una transcripcion inversa, formando
mavyaoritariamente la generacion de moleculas episomales de ADN {es decir, gue
el ADN exogeno no se encuentra integrado en el genoma del espermatozoide)
{Spadafora 1998). Por contraste, la destruccion de la membrana, facilita la
interaccion directa con la cromatina de los espermatozoides incrementando la
posibilidad de integracion. Por otra parte, tambien es posible gue se favorezca la
union a regiones accesibles en el ADM espermatico {ADN fragmentado) gue
mediante los mecanismos de reparacion del ADN gue presenta el ovocito
favorezcan los procesos de integracion, coma sugieren Moreira et al. {2007).

Esta integracion puede ocurrir rapidamente en el ndcleo espermatico
{"espermatozoides transgenicos™ o mas tarde en los ovocitos, cuando el ndcleo
espermatico se convierte en el pronucleo masculing {Smith & Spadafora 2005).
Spadafora {1998) publico que el paso de integracion del transgen en el ADN
cromosomico del espermatozoide no es necesariamente un prerreguisito para
obtener animales transformados geneticamente. De hecheo, no hay ninguna
evidencia directa contra la posibilidad gue el plasmido sea transferido como tal al
gvocito e integrado en el cigoto o en nlcleos embrionarios en fases posteriores.

Varios han sido los metodos descritos v las tecnicas utilizadas para
determinar el lugar de interaccion entre el transgeén y el espermatozoide. Entre
ellos destacan las autorradiografias, microscopio de fluorescencia, microscopio
confocal, electronico, etc. Igualmente son diversas |las localizaciones donde se ha
observado la union del ADN: region postacrosaomal, matriz acrosomal, acrosoma
propiamente dicho, nlcleo...

Muestro objetivo fue localizar el sitio de union del ADN exogeno en los
espermatozoides porcings y estudiar la influencia que tiene el tratamiento
espermatico sobre |la localizacion del ADN. En los resultados obtenidos para esta
experiencia, los espermatozoides frescos {intactos) se unen en menar proporcion
al ADN gue los sometidos a un proceso de congelacion y descongelacion, y a su
vez menos que los espermatozoides con alteraciones de sus membranas por
cangelacion rapida. Tales resultados coinciden con los ya descritos en el apartado
5.1.3.2 utilizando citometria de flujo.

Atkinson, en 1991, describe en bovino, ovino e insectos, cuatro sitios
diferentes de interaccion del ADN exogeno con las células espermaticas: (1)
acrosoma {II) region ecuatorial {III) region subecuatarial {IV) parte final de la
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cabeza, pero la mayor parte de la interaccion ocurre en la region ecuatorial. En
nuestra experiencia, hemos clasificado la Iocalizacion del ADN en los
espermatozoides en dos regiones: el acrosoma vy la region postacrosomal. Por
otra parte, Anzar & Buhr {2006), mediante el analisis con el microscopio de
fluorescencia, encuentran 2 patrones de localizacion del ADN en el
espermatozoide de toro, en la region apical del acrosoma y en la zona
postacrosomal. Mientras que Gandoffi ef gl {1996), utilizando espermatozoides
porcinos ¥ una tecnica de evaluacion similar con digoxigenina, utilizan una
clasificacion analoga.

En relacion a la localizacion, observamos gue cuando se usa €l proceso de
cangelacion rapida de los espermatozoides, hay una mavyor tendencia de union a
la regian acrosomal. Estos resultados estan en concardancia con los descritos por
Perry ef al {1999), quienes analizan mediante microscapia electronica los
espermatozoides de raton con las membranas alteradas en diferentes gradas
{Tritdn X-100, congelacion rapida, congelacion-secado) (Figura 63), observando
gue con estos tratamientos el lugar donde se producia mavyor alteracion en el
espermatozoide era la region acrosomal, por lo que se deduce que los lugares
donde las membranas estan permeabilizadas se produce en mayor medida la
union. Ademas, observamos gue cuando realizamos los tratamientos de
cangelacion-descongelacion vy congelacion  rapida, la mayoria de los
espermatozoides presentan |os acrosomas alterados o reaccionados, estando el
transgen localizado propiamente en el contenido acrasomal, por lo que la
reaccion acrosamica no tiene una influencia negativa en la habilidad de las
maoléculas de ADN para unirse a |los espermatozoides de porcine {Horan ef af.
1992h).

FIGURA 63. Imagenes de
microscopia electronica de
espermatozoides de raton intactos
{a}, o cuyas membranas han sido
permeabilizadas con Triton X-100

{b}, congelacion rapida {c}, o

congelacion-desecacion {d}. La

alteracion de las membranas se

observa claramente en la zona

apical del acrosoma (Perry et al.
1999}.
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Igualmente, el plasmido se encuentra localizado en |a region postacrosmal,
siendo mayaritaria esta union en los procesos de congelacion rapida al tener sus
membranas un mayor grado de alteracian. En otras investigaciones llevadas a
cabo mediante autorradiografias de ceélulas espermaticas de raton incubadas con
el plasmido marcado con *H, se mostrd que la radicactividad asociada al ADN con
los espermatozoides se encuentra principalmente en el segmento subecuatorial
de la cabeza {Lavitrano et al. 1892}, regidn que esta implicada en la fusion de los
gametos durante los pasos finales de la fecundacion {Francalini ef al. 1993).

Las diferencias encontradas en nuestra experiencia en los resultados tanto
en el porcentaje de union al ADN comao en la localizacion de la union asociado al
uso de tecnicas de revelado mediante un compuesto fluorescente {FITC) o
mediante peroxidasa {HRP), nos induce a analizar con prudencia los datos
revelados en la bibliografia.

El microscopio electronico reveld |la union del ADN en el acrosoma,
region postacrosomal y también asociadas a la membrana plasmatica v matriz
acrosomal, v sobre todo en aquellos espermatozoides que no presentaban
alteracion del acrosoma se encontraron cantidades significativas de granulos de
oro en la regian apical, tal y como describen Gandoffi ef al. {19396). Igualmente
se observaron granulos asociados a la region correspondiente al ndcleo
espermatico, esta region nuclear se relaciona con el segmento ecuatorial de la
cabeza espermatica. Ademas, como ya hemaos mencionado anteriormente,
aguellos espermatozoides con la membrana acrosomal alterada, la union del
transgen se producia claramente en el contenido acrosomal. Ctras estructuras
comao la cola vy pieza intermedia presentaban escasos granulos de oro, por lo que
digamos gue en un principic se encontraban desprovistas de los mismes.
Francofimi ef al. {1993) utilizando el microscopio electronico, mastraron gue los
espermatozoides de epididimo de raton v espermatozoides lavados de toro, el
ADN aparecia localizado en la cabeza espermatica, y se concentraba en la cabeza
del espermatozoide en correspondencia con la parte posterior del area nuclear.
Por el contrario, no encontraron cantidades significativas de ADN en la region
acrosomal ni en la cola, y solo en algunas ocasiones en la region mitocondrial de
la pieza intermedia. Estos mismos autores describen dos patrones diferentes de
distribucion: en la periferia del nlclea y en el interior del ndclea, pudiendose
encontrar en la misma célula los dos tipos de distribucion. Por otra parte, Huguet
& Esponda {1998) estudiando espermatozoides de rata, revelan gue numerosos
granulos de oro aparecian sobretodo en el nlcleo espermatico, pero también
asociados a la membrana plasmatica v a la matriz acrosomal. Otras estructuras
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espermaticas como mitocondrias, axonema o estructuras relacionadas con el
axonema estaban normalmente desprovistas de granulos.

5.2 VALORACION DE LA PRODUCCION IN VITRO DE EMBRIONES
TRANSGENICOS

La tecnica de SMGT, comao ya es bien sabido, se basa en la habilidad de los
espermatozoides de unirse al ADN exogena, v dar lugar a embriones y animales
madificados genéticamente mediante inseminacion artificial, FIV /o ICSI
{Lavitrano et al 1989, 2002, 2003; Perry ef al. 1999). En el proceso de
fecundacion el nicleo espermatico sufre profundas remodelaciones comenzando
can la descondensacion de la cabeza espermatica a través de un proceso de
metilacion/desmetilacion, hasta la fusion de los genomas {MclLay & Clarke 2003;
Spinaci ef al. 2004). En los cigotos de raton, se han demaostrado multiples
roturas de ADN en el proceso de descondensacian de la cabeza espermatica,
siendo interpretadas como un proceso de transicion hasta el ordenamiento
cromatinico {Kiessling & Markoulaki 2000). En el mismo afio, Seo ef al. {2000),
demostraron que la co-inyeccion de ADN exogeno con endonucleasas de
restriccion mejora la frecuencia de la integracion del ADN en el genoma
hospedador. Por lo tanto, los cambios conformacionales gue se producen en el
ADN de origen paterno podria permitir gue el ADN exogeno, si se localiza en las
proximidades del ADN espermatico en el momento adecuado, integrado en el
genoma del cigoto {Zannoni ef &l 2006) utilizando el mismo mecanismo de
reparacion del ADN que presenta el ovocito en metafase I1.

El objetivoe principal planteado fue la produccion in vitro de embriones
porcinas transgenicos mediante FIV e ICSI. Entre los factores limitantes que
afectan a la FIV parcina, nos encontramos basicamente con las coamplicaciones
asociadas a la maduracion in vifro de los ovaocitos, a la polispermia v a los pobres
rendimientos del cultivo embrionario {Kane 2003; Coy & Romar 2002). Mediante
la intreduccion de la técnica de ICSI, el inconveniente de la polispermia gueda
solucionado, ya gue un uUnico espermatozoide se introduce en el interior del
ovocito. Sin embargo, el porcentaje de blastocistos que se obtienen tras el
cultivo de los cigotos, ya de por si bajo mediante la FIV tradicional, se ve
drasticamente disminuido después de |a ICSI {Coy & Romar 2002).

En la revision bibliografica no encontramos evidencia alguna de la
produccion in vitro de embriones porcinos transgenicos mediante FIV, mientras
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gue ésta si ha sido posible mediante ICSI {Shim ef al. 2000; Balling ef al. 2003;
Lee ef af. 2003) aunque en estudios limitados.

5.2.1 Evaluacion de la técnica transgénesis espermatica mediante ICSI
sobre el desarrollo de embriones transgénicos

Una de las mejoras gue se han producido en los Ultimos afios en el método
de SMGT ha sido la introduccion de la técnica de la inyeccian intracitoplasmatica
de espermatozoides {(ICSI). Perry ef al. {19993), publicaron por primera vez que
cuando espermatozoides de ratan intactos o con las membranas alteradas son
incubados con ADN foraneo, v posteriormente inyvectados en ovocitos mediante
ICSI, se pueden abtener animales transgénicos. La técnica de ICSI nos ofrece
como gran ventaja el permitir utilizar espermatozoides sometidos a diversos
tratamientos de permeabilizacion de sus membranas, que segun los resultados
de la experiencia anterior, resultan en un parcentaje mayor de union al transgen.
Por el contrario, los problemas de eficiencia que la ICSI presenta en algunas
especies han impedido |a aplicacion de esta técnica en un numero limitado de
ellas. Hasta hoy en dia, desde nuestro conocimiento, la técnica ICSI-SMGT
Uunicamente se ha llevado a cabo en ratones, ratas, primates y cerdos.

5.2.1.1 Eficiencia de la técnica transgénesis espermatica mediante
ICSI utilizando semen intacto

En este primer apartado teniamos por objetivo comprobar dos hechas: {1)
si la produccion de embriones por ICSI se veia afectada por la incubacion previa
de los espermatozoides con el ADN, y {2) la eficiencia de la técnica ICSI-SMGT
en la produccion de embriones transgenicos. En cuanto a los resultados
evaluados vimos gue la produccion de embriones no se vio afectada por la
incubacion previa de los espermatozoides con el ADN, obteniendose tasas de
division embrionaria ¥ produccion de blastocistos, asi como un nimero medio de
celulas por blastocisto, similares al grupo control. Muestros resultados se wven
avalados por los publicados por Magashima et af. {(2003), mostrando en su
estudio que el desarrollo embrionarioc no se ve disminuido cuando utilizan
espermatozoides porcinos incubados con construcciones EGFP.

En relacion al desarrollo embricnario despues de la ICSI, los resultados de
division embrionaria temprana, asi como el desarrollo de blastocistos y el
numero de ceélulas por blastocisto son similares a los obtenidos previamente en
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nuestro laboratorio por Garcia-Rosello et ai. {2006) y son tasas de desarrollo
embrionario muy reducidas. Diversos autores, gue han empleado la tecnica de
ICSI en la especie porcina, han sugeridc gue la inadecuada maduracion
citoplasmatica del ovocito puede ser la causa del bajo desarrollo embrionario
posterior {Kolbe & Holtz 1899; Probst & Rath 2003). Otras razones para explicar
esta baja eficiencia pueden encontrarse, al menos parcialmente, en la propia
tecnica de ICSI, como san los dafios en la membrana plasmatica del ovocito, la
disrupcion del sistema microtubular por el efecto mecanico de la inyeccion, etc.
Estos problemas inherentes al empleo de esta metodologia no pueden ser
evitados en su totalidad.

En cuanto a la produccion de embriones transgenicos nuestros resultados
fueron muy similares a los descritos por Perry ef afl {1999), donde al utilizar
espermatozoides intactos de raton obtienen un 26% de embriones transgenicos,
y en nuestro caso fueron valores cercanos al 22%. Del mismo modo, Chan ef al.
(2000a, 2000b), obtienen un 36.4% de embriones transgenicos en mono
"Rhesus”. Si nos centramos en la especie porcina utilizando espermatozoides
frescos v liposomas obtienen un 29.4% de embriones transgénicos {Lail ef al.
2001). Las tasas de generacion de embriones transgenicos obtenidos son
campatibles con los porcentajes de union al ADN gque hemos medido por
citometria de flujo en espermatozoides intactos y gque se encuentran entre
valores del 12-35%, dependiendo de la experiencia.

5.2.1.2 Eficiencia de la teéecnica de transgenesis espermatica
mediante ICSI utilizando diferentes tratamientos espermaticos

Es conocido que el dafio de las membranas espermaticas por aplicacian de
ciclos de congelacion-descongelacion o la exposicion a detergentes, es crucial
para la mejora de la produccion de descendencia de animales transgeénicos (Perry
et al. 1999). Estos procesos de alteracion de las membranas posibilitan la
interaccion transgeén-espermatozoide y pueden inducir pequefas roturas en el
ADN del espermatozoide gque cuando se combinan can la reparacion del ADN
ovocitario pueden resultar en ratios mayores de integracion del transgen.

En trabajos previos {Kurome ef al 2001; Nagashima ef al. 2003) usan
espermatozoides congelados-descongelados de porcino como vectores del
ADN exageno. Siendo el ratio de expresian de EGFP en los blastocistos obtenidos
mediante ICSI de aproximadamente un 50%, resultados que son eguivalentes a
los obtenidos en nuestra experiencia {44.94+5.30%). Sin embargo otros trabajos
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{Balling et af. 2003), obtienen dnicamente un 7.3% de embriones transgenicos
utilizande semen congelado-descongelada. Ademas, debemos de tener en
cansideracion que el porcentaje de union del ADN a los espermatozoides fue
55.08+1.79, resultados en el mismo nivel que las tasas de expresiaon de la
proteina en los embriones.

La utilizacion de semen congelado con los mismaos niveles de eficiencia en
transgenesis permitiria seleccionar un buen donante y usarlo cuando proceda.

Perry et al. {1999) describen tasas de transgenesis mayores cuando se
utilizaron espermatozoides con las membranas danadas que cuando las
membranas estaban intactas {77% vs. 26%)), alcanzando un B29% al utilizar
semen sometido a un proceso rapido de congelacion-descongelacion. En la
especie porcina, nuestros resultados muestran valores superiores al control
cuando se tratan de este modo a los espermatozoides {53.06 vs. 84.09%), en la
misma linea, {ee ef ai. {2003), describen resultadas muy similares a los nuestros
cuando utilizan el proceso de congelacion rapida de los espermatozoides {81%).
Estos datos estan en coherencia con las tasas de union medidos por citometria
de flujo {93.76x1.32). Sin embargo el desarrollo embricnaric obtenide en
relacion al ndimero de blastocistos, es considerablemente mas bajo gue el
obtenido para el control {espermatozoides intactos), de ello cabe deducir que el
proceso tan agresivo de alteracion espermatica podria dafiar el ADN propio del
espermatozoide, produciéndose fragmentaciones severas del mismo que se
pueden traducir en un bajo desarrollo de blastocistas en las fases posteriores.

Cuando utilizameos Tritéon X-100, comao agente guimico para permeabilizar
las membranas, se obtuvieron tasas de expresion mas bajas de lo esperado
(29.03+8.29), teniendo en cuenta que el grado de union al ADN de estos
espermatozoides era superior al 90%. Mientras que Perry ef al. {1999),
obtuvieron un 64% de embriones transgénicos en raton cuando utilizaron el
triton como tratamiento espermatico, v Shim ef al. {2000) describen que el 59%
de los embrignes porcings expresan la GFP utilizande tratamientos similares.

Estos resultados podrian estar relacionados con un posible efecto toxico
ejercido por el Triton X-100 tanto en el espermatozoide coma en el ovocito. Este
tratamiento puede tener un efecto directo sobre la estructura del espermatozoide
gque lleva asociadas fracturas en el cromosoma paterno en el interior del cigoto.
Por otra parte, la alta permeabilidad gque se produce en la membrana puede
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permitir la union de grandes cantidades de ADM gque desencadenen un efecto
toxico {Maione ef al. 1897; Sciamanna et a/. 2000).

Por otra parte, es conocido que el Triton X-100 no es un producto natural
y podria ser toxico para los ovocitos, y como alternativa se podria utilizar la
lisolecitina para alterar las membranas espermaticas, ya que es un producto
natural de las celulas que produce una hidrolisis de las membranas fosfolipidicas
no siendo toxico para los ovocitos {Moisyadi ef af. 2007). Otra posible solucian a
este hecho seria el uso de Triton X-100 a concentraciones menores, gue de lugar
a un menar dafno espermatico y poder asi aumentar el desarrollo embrionario.

El hecho de gue numerosos trabajos publicados muestran la transmision
del transgen, y gue solo algunos muestren la integracion, sugiere gue deben
existir factores desconocidos gue han provocado esta interaccian. La mas clara
evidencia de integracion ha sido demastrada mediante ICSI-SMGT. La membrana
plasmatica del espermatozoide juega un papel critico, cuando la membrana esta
intacta, como ocurre en la interaccian con el ADN, se debe producir la unian de
moléculas de ADN a la superficie espermatica y finalmente debe conllevar un
complejo mecanismo de interiarizacion. Por contra, el uso de espermatozoides
can membranas alteradas, facilitaria la interaccion directa con la cromatina
espermatica incrementando la probabilidad de integracion.

Como ya hemos indicado anteriormente, el desarrollo de embriones
porcinas i vitro es reducido y aln mas cuando se utiliza la técnica de ICSI. Los
tratamientos con Triton X-100 y congelacion rapida, de los espermatozoides
incubados con EGFP y fecundados mediante ICSI mostraron resultados muy
reducidos probablemente asociados a alteraciones cromosomicas en los cigotos
formados {Szczygiel ef al. 2003); por lo que dichos autores hipotetizaron con la
posibilidad de que este efecto negativa sobre el desarrollo embrionario esta
asociado con anormalidades cromaosomicas, ¥y que estas aberraciones estan
inducidas por la presencia del ADN exogeno misma o por condiciones usadas
para aumentar la integracion del ADN.

Las embriones transgenicos obtenidos mediante ICSI presentaron diverso
grado de mosaicismo, es decir no todas las blastomeras del embrion expresaban
el gen EGFP. En este sentido, Bolling ef al. {2003) describen que la mayoria de
los embriones parcinos examinados {11/17) para la proteina GFP eran masaicos.
Por otra parte, Perry ef al. {1939), demuestran que los embriones de raton que
cantienen algunas células negativas para la GFP tienen una mayor capacidad de
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llegar a termino gue aguellos embriones que todas sus células son positivas para
GFP. Una de las limitaciones de la microinyeccian pronuclear, segun Robf et al.
2007, se debe a |a integracion al azar del transgén con un alto nimere de copias
del plasmido por lo gue resulta muy variable la expresion. Mientras gque segun
Kurome et al. 2006, la transgenesis mediada por ICSI es un metodo gue produce
un numero menor de casos de mosaicismo gque cuando se utiliza la
microinyeccian pronuclear.

En los embriones donde todas las blastomeras expresan el transgeén la
integracion debe ocurrir en el estadia pronuclear, antes de que la replicacion del
ADN tenga lugar. Sin embargo, en los embriones con mosaicismo, la integracion
probablemente debe estar retrasada por el procedimiento de ICEI. El grupo de
Perry observd que la integracion del transgen en el raton se retrasaba solo
cuando el ADN exogeno fue co-inyectado con cabezas espermaticas y no cuando
el ADN fue inyectado solo. Ademas, Bolling et al. {2003), cuando compararon la
division en los dos grupos de ICSI, observaron que el desarrollo fue menor en
ICSI+GFP que en ICSI-GFP. Del mismo maoda, Perry ef al. {1993) aobservaron un
descenso en el desarrollo embrionario en relacion a la proporcian de embriones
gue contienen blastomeras fluorescentes. El mecanismo de maduracion de la
proteina GFP requiere de oxidacion por Qz vy la liberacion de peroxido de
hidrogeno que podria explicar el deterioro del desarrolle embrionario temprano
can altos niveles de expresion de la GFP.

5.2.1.3 Efecto del uso de la recombinasa Recé& sobre el desarrollo
de embriones transgénicos por ICSI

Nuestro objetivo fue comprobar s1 el uso de RecA ejerce un efecto
protector sobre las cadenas ssADN, traduciéndose en una mejora en el desarrollo
embrionario ¥ en la tasa de produccion de embriones transgénicos mediante
ICSI, al incubar los espermatozoides con complejos RechA:ssADN. Los resultados
obtenidos confirmaron gue el desarrollo embrionaric no se vio afectado por el
usc de RecA pero si supuso una mejora considerable en el porcentaje de
embriones transgenicos producidos. Es de resefar que en 7 de los 9 replicados el
100% de los embriones fueron transgénicos. Por lo gue se confirman las ventajas
gue aporta el uso de la proteina RecA cuando se fecunda por ICSI {Kaneko ef al.
2005; Moreira ef af. 2007).

El mecanismao de accion de este sistema debe ser diferente y de un mado
aln no bien conocide, yva gue los resultados obtenidos al medir la union del
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espermatozoide con los complejos RecA:ssADN los wvalores medios que
obtuvimos fueron de 24.69+0.70, datos muy por debajo de los resultados
obtenidos mediante ICSI. La eficiencia de la transgenesis podria incrementarse
mediante la conjuncion entre el transgén y recombinasas capaces de mediar el
proceso de integracion. La recombinasa RecA, de £. cofi es la proteina
bacteriana mejor conocida. El proceso se inicia uniendose a cadenas simples de
ADN {ssADN) y formandeo un ndcleo proteico helicoidal. Se ha comprobado gue
RecA protege las ssADN de la degradacion creando una capa protectora durante
su union {Chow ef al. 19B86). Este mecanismo de proteccion también se ha
verificado usandao |la microinyeccian pranuclear con camplejos RecA:ssADN en las
especies porcina y caprina {Maga 2001; Maga =f al. 2003).

5.2.2 Evaluacion de la técnica transgénesis espermatica mediante FIV
sobre el desarrollo de embriones transgénicos

La produccion in vitro de embriones porcinos {que incluye MIV, FIV y CE)
es una tecnica ampliamente utilizada por los cientificos, ¥ aungue numerosos
eguipos llevan a cabo investigaciones en este area, el éxito de estas técnicas es
todavia [imitado. La eficacia de los sistemas de FIV en cerdo contindan siendo
especialmente bajos, principalmente por dos problemas debido a las altas
proporciones de polispermia, v al hecho de gue aun hoy en dia se tienen gue
obtener embriones mediante procedimientos i vive, |o que no es rentable v a
menudo impracticable {Coy & Romar 2002). Cheng ef al. {1986}, apuntaron que
el principal problema de |la FIV porcina era la polispermia y esta sigue siendog,
hoy dia, la mayor dificultad. La incidencia de la polispermia en ovocitos porcinos
fecundados in vivo se encuentra entre unos rangos del 5 al 35% y pueden llegar
al 65% en investigaciones in vitro {(Mattioli ef a/. 1988; Sun & Nagai 2003). Sin
embargo, el interés en la produccion de embriones porcinos es un abjetivo
incuestionable por diferentes razones, incluidas la produccian de animales
transgenicos.

El primer trabajo publicado donde se emplea la FIV con espermatozoides
porcinos incubados con el ADN {Horan ef al. 1392b), no dio lugar a ninguln
embrian transgeénico, solo evidencias de descondensaciones de las cabezas
espermaticas en los ovocitos de porcino vy de hamster libres de la zana peldcida.
Posteriormente, Lai ef af. 2001 y Bolling et al. 2003, también intentaron sin exito
la produccion mediante FIV de embriones porcinos maodificados genéticamente.
Por otra parte, Chan ef al. {2000a, 2000b) no obtienen en primates ninguln
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embrion transgénico mediante FIV pero si por ICSI, como hemos mencionado
anteriormente. Sin embargo, en otras especies coma boving si ha tenido exita,
pera can reducidos porcentajes de transgenesis {Gagne ef al. 1931 ; Sperandio ef
al. 1996; Rieth ef al. 2000).

Decidimos utilizar la recombinasa RecA como medida protectora del ADN
exogeno frente a la actuacion de posibles enzimas endonucleasas, comparandolo
con el sistema de FIV ftradicional con espermatozoides no incubados con
plasmidos {control}) ¥y con presencia de EGFP sin RecA. Por lo gue nuestros
objetivos fueron: {1) si la produccion de embriones por FIV se veia afectada por
la incubacion previa de los espermatozoides con el ADN, {2) la eficiencia de la
tecnica FIV-SMGT en la produccion de embriones transgenicos porcinos, y {3)
evaluar el efecto del uso de la proteina Rech sobre |a eficiencia en el desarrollo
embrionario v en la expresion del transgen.

La utilizacion de la fecundacion fn wvitro {FIV) con espermatozoides
incubados con el ADN exogeno no permitio la obtencion de embriones gue
expresaran la proteina EGFP. Siendo estos resultados similares a los publicados
anteriormente en porcino {Horan ef af. 1992b; Lai ef af. 2001; Bolling ef al
2003) v en el mono "Rhesus”™ {Chan ef af 2000a, 2000b) como va hemaos
resefiado anteriormente. Pudiera ser que a pesar de no detectar la expresion de
la proteina hubiera en alglin caso integracian del ADN, pero no nos fue posible
evaluar este parametro. En este sentido, en la especie bovina, Alderson et al.
{2006) utilizan protaminas como proteccian del ADN exogeno de posibles lisis por
las nucleasas, y realizando FIV no se obtuvieron expresion del gen EGFP en
ninguno de los blastocistos analizados, sin embargo mediante PCR se maostro gque
entre un 10.2-14.6% de los blastocistos eran positivos para el plasmido. Cabe
resefiar gue el numero de blastocistos positivos por PCR {Alderson ef al. 2006)
fue menor que el observado en otros trabajos de SMGT bovina {Shemesh ef al
2000; Reith ef af. 2000), donde fue incubado considerablemente una menor
cancentracion de ADN con los espermatozoides. Por otra parte, Chan ef al. 2000a
mastra que la expresion de la GFP podria no ser detectada en blastocistos de
primate mediante microscopia de fluorescencia, pero s mediante
inmunaocitequimica. Otra posibilidad que pudiera explicar estos resultados es gue
el plasmido esté integrado en el genoma pero se encuentre silenciado por
mecanismaos como la heterocromatizacion, como ha sido observado en la
integraciaon de otros genes {Henikoff 1398).
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Para poder discutir los resultados obtenidos, podemos plantearnos dos
hipotesis con dos premisas de partida, la primera de ellas, es que haya
espermatozoides vivos a los que se una el transgen y puedan fecundar mediante
FIV, v la teoria, gue el ADN se una, en su mayaor parte, a los espermatozoides
muertos.

51 nos centramos en la primera posibilidad, varias pudieran ser las causas
por las gue no hemos obtenido resultados positives en FIV-SMGT. Asi, Lavifrano
et al. (2002) desarrcllaron un medic que contiene EDTA vy esta libre de Ca®t en el
cual el proceso de capacitacion se produce lentamente en ausencia de plasma
seminal. Con este medio libre de Ca®" se reduce la probabilidad de que las
endonucleasas endogenas actlien sobre el ADN exogeno. Para permitir la
capacitacion en ausencia del plasma seminal y de Ca®*, ajustaron la temperatura
{(17°C) v la cantidad de BSA {6 g/|) anadida al medio, dos factores gue pueden
madular el proceso de capacitacion (Lavitrano ef al. 2003). Sin embargo, el
calcio vy el ion bicarbonato san fundamentales para el proceso de capacitacion
espermatica en la especie porcina {Harrison 1997) y se ha demastrado como un
incremento en el medic de Ca®t aumenta tanto las penetraciones espermaticas
coma el nimero de espermatozoides por ovocito penetrado {Abeydeera & Day
1997). Ademas de promover la capacitacion, se ha observado gue el calcio
acelera el proceso de penetracion {Yamauchi 1998) v no se han conseguido
penetraciones en medios carentes de este ion. El medio de FIV utilizado en
nuestros experimentos es el medio TALP gue entre otros componentes contiene
calcio {en forma de lactato calcico), por lo que de acuerdo con esta hipotesis |a
presencia del calcio pudo inducir la actividad de las endonucleasas sobre el ADN
exogeno. Por otra parte, los espermatozoides capacitados son los gue pueden
moverse libremente dentro de la matriz del cumuwlus, mientras que los no
capacitados se unen a la superficie pero no pueden atravesarla {Myles &
Primakoff 1997). Las condiciones experimentales empleadas podrian también
llevar a que |os espermatozoides capacitados y unidos al ADN sufrieran una
rapida reaccion acrosomica y ser par tanto, ineficaces para la fecundacion.

Por otra parte, Chan et al. (2000a, 2000b} muestran, mediante el
microscopio confocal, que la sefial del ADN exdgeno en el espermatozoide se
pierde al contactar con la zana pelicida cuando se fecunda mediante FIV, pero
no ocurre esto con la técnica de ICSI. En la FIV, instantes despues de la fusian
del espermatozoide, se secreta el contenide de los granulos corticales donde se
incluyen enzimas gue maodifican la ZP en un proceso para prevenir la penetracion
espermatica {Stein ef al. 2004). Por lo gque podriamos pensar que probablemente
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la accion enzimatica de la zona peldcida v la membrana plasmatica del ovocito
actlen sobre el ADN exogeno de los espermatozoides alterando la interaccion,
siendo esta otra posibilidad por la que el exito de SMGT-FIV se encuentra
limitado. En estos mismaos trabajos, Chan ef al {2000a, 2000b) afirman gue la
union se produce mavyoritariamente en la superficie del espermatozoide v gue las
proteasas del citoplasma del ovocito pueden jugar un papel importante en la
disociacion de la interaccion espermatozoide-ADN.

La utilizacion de la proteina RecA no supuso una mejora en las tasas de
desarrollo embrionaric temprano con respecto al control {41% vs. 39%), pero si
frente al control de FIV utilizando semen intacto incubado con el ADN {25%).
Perg en cualguier caso la produccion de blastocistos fue similar en los 3 grupos.

Si nos planteamos la segunda hipotesis, donde el ADN se une en su
mayaoria a espermatozoides muertos, esta seria la causa de que no se produjeran
embriones transgenicos, ya gue los espermatozoides muertos o con viabilidad
reducida no son capaces de fecundar por FIV. El porcentaje reducido de
espermatozoides vivos gue se unen al ADN podrian estar en desventaja frente a
los no unidos en un sistema campetitive como es la FIV. Esta hipotesis quedaria
avalada por los resultados obtenidos en nuestras experiencias anteriores, donde
en la medicion de la union y la viabilidad espermatica con el citometro de flujo, el
ADN se encontraba unido mayoritariamente a los espermatozaoides con alteracion
de las membranas plasmaticas.

5.3 VALORACION DE LA PRODUCCION IN VIVO DE EMBRIONES Y
LECHONES TRANSGENICOS

El objetivo de |la tecnologia de transgenesis es producir animales donde la
incorporacion del transgén sea estable, actuando estos animales comao
fundadores para producir descendencia gue lleven el transgen {Wheeler &
Walters 2001). Varios grupos han desarrollado con éxito la produccion de cerdos
transgenicos usando SMGT {Lavitrano ef al. 1997, 1998, 2002, 2003; Lai et al.
2001; Chang et af. 2002; Kurome ef al. 2006; Yong et af. 2006). Cada estudio se
caracterizo por el metodo especifico usado para inducir la union del ADN con el
espermatozoide v el metodao de fecundacion.

En los estudic realizados por Laf ef af. {2001) v Chang ef al. {2002) se
usaron complejos ADN-liposomas v anticuerpos monoclonales respectivamente,
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coma nexa de unian del ADN con el espermatozoide, mientras gue Kurome et al.
2006 v Yong ef af. 2006, utilizaron espermatozoides congelados para aumentar
la interaccion con el plasmido. Por otra parte, Lavifrano ef al. {1997, 1999, 2002,
2003) simplemente incuban los espermatozoides con el ADN durante 2 h. En
unos casos, se utiliza la inseminacian artificial para la produccion de animales
transgenicos {Lavitrana et al 1997, 1999, 2002, 2003; Chang ef al. 2002), en
otros se crearon embriones transgenicos i vitro mediante ICSI gue luego se
transfirieron a hembras receptoras {(Kurome ef af. 2006; Yong =t al. 2006).

5.3.1 Evaluacion de la obtencion de lechones transgénicos por
inseminacion intrauterina profunda guirdrgica v no quirargica

En la actualidad, la inseminacion artificial porcina es una técnica de amplia
aplicacion en todo el mundo. El protocolo habitual de inseminacian artificial para
cerdos reguiere de un gran volumen de liguido {50-200 mD ¥ un gran nimero de
espermatozoides {5-10x10° células) por dosis de inseminacion. Perg el nimero
de espermatozoides puede ser reducido si son depositados en el lugar proximo a
la fecundacion, disminuyendo de esta forma su perdida a lo largo de los cuernos
uterings {Martinez ef af. 2001, 2002; Fantinati ef al. 2005), ya gque la union
utero-tubarica, junto con el istmae, actian como un reserverio donde las celulas
espermaticas mantienen su ultraestructura {Rodriguez-Martinez ef al 1390),
meotilidad, viabilidad y capacidad fecundante {Suarez ef af. 1981).

La inseminacian intrauterina profunda guirdrgica y no quirdrgica, ademas
de permitir la reduccion del nimero de espermatozoides a utilizar al depositar los
espermatozoides cerca del lugar de fecundacion, se minimiza |la posible
competencia que pudiera existir entre espermatozoides gue transporten el
transgen y los que no lo hacen. Recientemente se ha desarrollada una técnica de
inseminacion intrauterina profunda no guirdrgica mediante un catéter especial
{Martinez ef al. 2002) gue puede ser usado para depositar un peguefio numero
de espermatozoides en el cuerno utering, obteniendo buenos ratios de
fecundacion y de tamafo de la camada. Por otra parte, la inseminacion por
laparotomia guirdrgica cerca del oviducto ha mostrade buenos resultados con
semen fresco {Krueger & Rath 1998, 2000) v congelado {Polge ef al. 1570), de
manera gque se pueden obtener, mediante esta técnica, unas tasas de
fecundacion cercanas al 80% {Fantinati ef af. 2005).
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Con la inseminacion no quirurgica mediante |la sonda intrauterina
profunda, obtuvimaos un porcentaje de exito de gestacion de un 75% can un
tamanec de camada medioc de 7.3 lechones. Estos resultados son similares a los
logrados por Martinez ef al. {2001), quienes utilizando la misma concentracion
espermatica {15x107), obtuvieron un 86% de cerdas gestantes con un tamafio
de la camada de 9.7, datos que a su vez se asemejan al usa de la inseminacion
cervical convencional {B6% de gestacion, 9.97 lechones/cerda) {Martinez ef al.
2001).

Sin embargo, cuando analizamaos |la expresion y la integracion del transgén
na encontramos evidencia alguna de las mismas en ningung de los 22 lechones
obtenides. Los resultados logrados podrian  confirmar gue las  ceélulas
espermaticas, en nuestras condiciones experimentales, son capaces de unirse al
ADN mavyoritariamente cuando su membrana esta alterada y solo un nimero
muy reducido de las celulas viables son capaces de unirse al ADN exogeno. Par
tanto, la posibilidad de obtener lechones y embrianes modificados geneticamente
es muy reducida mediante inseminaciones. Nuestros resultados son eguivalentes
a los obtenidos por Gandoffi et al. {1996), donde inseminaron 35 hembras
obteniendo un total de 126 lechaones. Ninguno de los lechones mostro signos de
incorparacion de ADN exogeno en ninguno de los tejidos analizados mediante
PCR vy Southern Bfof. Pero por el contrario, ese mismo ano Sperandio et al.
inseminaran 10 cerdas con semen incubado con el plasmido pSV2CAT dando
lugar a un total de B2 lechones, de |los cuales 5 fueron transgenicos {6.1%) y un
5.7% de los blastocistos analizados. Sin embargo, el éxito mas relevante
obtenido en la produccion de cerdos transgenicos mediante SMGT-IA ha sido
descrito por Lavitrano en diversos trabajos {Lavitrano ef all 1997, 1993, 2000a,
2000b, 2002, 2003, Smoclenski ef al. 2007), donde han inseminado cerdas
prepliberes con semen {1x10° espermatozoides/hembra) previamente incubado 2
h a 16°C con ADN gue contenia la construccion hDAF, obteniendo una tasa de
integracion de transgén del 80% vy transmitido a la descendencia.

Al aplicar inseminaciones quirargicas, al igual gue ocurrio con las
inseminaciones no quirurgicas, cuando analizamos los blastocistos recogidos a
los 6-7 dias tras la inseminacian, ninguno de ellos expreso la proteina EGFP. El
numero medio de cuerpos ldteos por cerda fue de 10.50+2.80, con un ratio de
recogida de un 11.90% {un total de 5 embriones, todos ellos en estadio de
blastocisto), siendo el porcentaje de embriones normales desarrollados del
100%, con una alta calidad en cuanto a su desarrollo {dos de ellos tenian mas de
400 celulas). Es sabido gue la calidad embrionaria, medida por el nimero de
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celulas por embrion, es mayor en aguellos embriones producidos in vivo que los
obtenidaos in vitro. Asi, Wang et al. {199%9), al comparar la calidad embrionaria en
blastocistos de 6 dias obtenidos i vitro e in vivo, encontraron que el ndimero de
celulas por blastocisto era muy superior en estas Ultimos {164.5 vs. 37.3).

Muestros resultados contrastan con los obtenides por Fanfinati et al
{2005), utilizando dosis de inseminacién similares a las de este trabajo {1.5x10°
espermatozoides/1.5 ml por cuerno), y aplicando laparoscopia en lugar de
laparotomia. Tras inseminar un total de 5 hembras obtuwvieron un porcentaje de
blastocistos que expresaban EGFP del 80%. Posteriormente, aplicando esta
tecnica, Webster et al. (2005), obtienen cerdos multitransgénicaos. En el analisis
de la integracion de los genes en los 18 lechones obtenidos, observaron que el
gen EGFP estaba integrado en el 44% de la descendencia, mientras que los
genes EBFP y DsRed? estaban en mas del 85%. En la misma linea, Chang et al.
{2002) obtienen un 13% de cerdos transgeénicos utilizando la inseminacion
oviductal guirdrgica, mediante el uso de anticuerpos que se establecen como
nexo de unian entre el plasmido v el espermatozoide.

Una de las posibles causas del bajo éxito de obtencion de embriones tras
la inseminacion quirdrgica puede deberse a |la baja respuesta del tratamiento
harmanal que mostraron las hembras, yva gque si observamos los resultados en 3
de ellas al menos uno de |los ovarios tuvo una respuesta hormonal muy escasa.
Uno de los principales problemas en usar cerdas prepuberes como maodelo
experimental es la respuesta a |la superovulacion, la cual puede ser pobre y en
algunos casos altamente variable y dificil de predecir {Brussow 2000). Aun asi
debemaos tener en cuenta que el nimero de cerdas utilizado fue bajo {salamente
4 cerdas) obteniendo dnicamente un total de 5 embriones, y aungue la respuesta
hormaonal en alguno de los casos no fue correcta, en cualguier caso la técnica de
recoleccion fue ineficiente dado el bajo nimero de embriones recogidos en
relacion al nimero de cuerpas lUteos visualizados.

Diversos autores han demostrado gque la técnica de SMGT es efectiva
utilizando inseminaciones artificiales ya sean quirdrgicas o no, pero no ocurre |o
mismo bajo nuestras condiciones experimentales. Estos resultados podrian estar
relacionados con algunos factores que a continuacian intentaremas apuntar. Los
primeros factores a tener en consideracion serian los relacionados con los
espermatozoides. Las diferencias observadas en el grado de union al ADN gue
presentan los diferentes animales estudiados podria sugerir gue haya diferencias
en el procesa de union motivados por diferencias en las proteinas implicadas en
la interrelacion con el ADN, como ha sido estudiade en el raton por Lavitrano ef
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al. {1997). Segun estos autores, el proceso de union esta mediado por proteinas
del tipoc CD4 v del complejo mayor de histocompatibilidad clase II {MHC). Por
tanto, si estas mismas proteinas fueran las mediadoras del proceso en la especie
porcina las diferencias en la expresion podrian ser las responsables de las
diferencias en las resultados. Del mismo modo, factores extrinsecos también
podrian estar relacionados, asi la presencia de proteinas del plasma seminal
{Lavitrano ef &f. 1992; Zani ef al 19953}, la cantidad de ADN unida al
espermatozoide {Maione ef al. 1997; Sciamanna ef af. 2000), modificaciones en
el proceso de capacitacion y las alteraciones de la funcionalidad de la membrana
entre otros factores podrian meodular el momento de la unian al ADN, el
porcentaje de celulas viables unidas al ADN y finalmente determinar el éxito o €l
fracaso en la produccion de animales transgenicos por esta via.

Ctra posibilidad del bajo rendimiento en las inseminaciones pudiera ser
por el efecto de la heparina secretada par las células epiteliales del dtero la cual
puede competir con el ADN foraneo por los receptores de la superficie
espermatica {Sperandic ef af. 1996), como sucede in vitro {Lavitrano ef al
1992).

En cualguier caso, es necesario profundizar en el estudio de los diferentes
factores que afectan al proceso para poder comprender el mecanisma de accion
y |las posibilidades gue se presentan para poder modificarlos.

5.3.2 Evaluacion de la obtencion de lechones transgénicos por
transferencia de embriones de manera quirargica

En los dltimos afios los cerdas transgénicos han sida indispensables en el
campo de |la biomedicina y empleados en varias areas de la investigacion,
{Petters & Sommer 2000; Niemann ef af. 2003; Prather ef af. 2003). Sin
embargo, es necesario disponer de una metodologia eficiente para producirlos v
la microinyeccion pranuclear no o es. Perry ef al. {19938) publicaron un metodo
alternativo para la produccion de ratones transgenicos llamado ICSI-SMGT. Con
este metodo se abren nuevas posibilidades para la generacion de cerdos
transgenicos, yva que esto podria reducir enormemente el coste de obtencian de
ovocitos {Kurome ef al. 2006). Ademas, el uso de ICSI-SMGT ha permitido el
desarrollo de un nuevo modelo activa de transgénesis en el cual se combina
junto con recombinasas y transposasas para aumentar la eficiencia de la
transmision del gen exogeno. Esta técnica ha sido denominada “Transgénesis
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activa” gue implica gue el transgen es incluido en el genoma del hospedador
mediante enzimas durante la insercian del transgen en el ovocito {Shinohara ef
al. 2007).

Mo obstante, el eéxito en el desarrollo v la aplicacian de tecnologias como la
transgenesis depende en gran medida de herramientas reproductivas basicas
como MIV de ovocitos, FIV v CE. Sin la mejora significativa de estas tecnologias
reproductivas, el desarrollo en la clenacion y en la produccion de animales
transgenicos de granja estara limitada y sera altamente costosa {(Kane 2003).

El ADN exogeno, en nuestras condiciones experimentales, se une en su
mayoria a espermatozoides muertos {solo un porcentaje muy bajo a celulas
vivas), por lo que decidimaos utilizar la ICSI v la transferencia de embriones como
la Unica alternativa para poder obtener lechones modificados geneéticamente.
Como |la mayor eficiencia en la obtencion de embriones transgeénicos in vitro se
llevo a cabo mediante el uso de la proteina RecA, decidimaos utilizarla para esta
experiencia. De forma reiterada se ha puesto de manifiesto la ineficacia de los
medios de cultivo in vitro para el desarrollo de los cigotos de la mavyoria de las
especies de mamiferos. Por tanto, para obtener la mayor viabilidad de los
embriones decidimos ubicarlos en el oviducto de cerdas receptoras
inmediatamente tras la microinyeccian, puesto que es el medic mas fisiologico
posible.

Tras las transferencias de embriones realizadas {un total de 4),
obtuvimos una hembra gestante {25% de tasa de gestacion). Solo unos pocos
grupos de investigacion en el mundo han sido capaces de obtener lechones
mediante transferencia de embriones producidos por ICSI {Kolbe & Holtz 2000;
Martin 2000; Lai et al. 2001; Nakai ef al. 2003; Probst & Rath 2003; MNaruse ef
al. 2005; Kurome ef af. 2006; Yong ef al. 2006; Katayama ef al. 2007). Y el
exito es aun mas limitado cuando se usa ICSI-MIV {Lai ef al. 2001; Nakai ef al.
2003; Maruse ef a/. 2005; Kurome ef af. 2006; Yong ef a/. 2006; Katayama ef al.
2007).

Cuando nos referimos a la técnica de ICSI-SMGT, nos encontramos con
tasas de gestacion y parto gue varian entre el 17% obtenido por Yong et al.
{2006) {una gestacion de 6 transferencias realizadas) v un 40% conseguida por
Kurome ef al. {2006) {2 gestaciones de 5 transferencias realizadas), mientras
gque Naruse ef af. {2005) obtuvieron un 33% {1/3 transferencias), por lo que
nuestro resultado del 25% esta en niveles similares a los obtenidos por otros
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grupos. Como hemos dicho anteriormente uno de los principales problemas
asociados al uso de cerdas prepuberes camo receptoras {come es en nuestro
caso) es la baja respuesta a la superovulacion y en algunos casos altamente
variable {Brussow 2000}, de hecho en alguna de las hembras transferida el
desarrollo de los faliculos tras el tratamiento superovulatorio fue dispar en
ambos ovarios. Otra cuestion a tener en cuenta son los problemas inherentes a
la tecnica de transferencia, el estres producido en la cerda por el proceso
guirdrgico, manipulacian del oviducto v tejidos advacentes, etc.

En total obtuvimos 8 lechones, de los cuales tres nacieron muertos {dos
de ellos pocas horas antes del parto, v un tercero momificado). En general, en
los estudios realizados en porcine mediante MIV-ICSI vy transferencia de
embriones, el nimero de lechones obtenidos es muy bajo v la viabilidad de los
neonatos reducida. Los primeros éxitos descritos del nacimiento de lechones
mediante transferencia de embriones producidos por ICSI, se utilizaron ovocitos
madurados 7 vivo {Kolbe & Holtz 2000; Martin 2000; Probst & Rath 20037,
siendo el mavyor exito obtenido el de 6 lechones en una misma camada {Probst &
Rath 2003). Pocos son los grupos de investigacion que han logrado obtener
lechones mediante la utilizacion de ovocitos madurados in vitro. Nakai et al. en
2003 v Kurome ef al. en 2006, obtienen 3 lechones. Recientemente, Katavama
et al. (2007}, obtienen el mayor nimero de lechones mediante MIV-ICSI, en una
misma camada, siendo esta de 6 lechones. Y si tenemos en cuenta la
cambinacian de las técnicas ICSI-SMGT, solo se ha podido obtener un lechan por
camada en los diferentes trabajos publicados {Lal ef af 2001; Maruse ef al.
2005; Kurome et gl 2006; Yong ef al. 2006)}. Por lo que el tamano de camada
obtenide en nuestra gestacion, en nuestro conocimiento, es el mas numerpso
conseguido utilizando embriones de ICSI.

De los 8 lechones nacidos, dos de ellos {25%) eran transgeénicos,
integrando el transgen en la mavyoria de los tejidos analizados {(~75%). Por lo
gue queda demostrado, por primera vez, gue es posible la produccion de
lechanes transgenicos mediante MIV-ICSI-SMGT y el uso de una recombinasa
RecA. En la especie porcina, Yong ef al. en 2006, realizan 6 transferencias de
ovocitos inyectados por ICSI con espermatozoides congelados procedentes de un
verraco transgenico para la EGFP creado por Cabof ef al. {2001}, dando lugar a
un solo lechan, que resultd ser transgeénico para la EGFP. Naruse ef al. {2005)
Unicamente obtienen un lechon de las 3 transferencias realizadas, gue resulto ser
transgeénico para EGFP.
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Segun Szeozygiel et al. {2003) la tecnica de ICSI-SMGT en raton es un
metodo que permite producir animales transgenicos mediante inyeccion de los
ovocitos con un rendimiento relativamente bajo, menos del 10%. Por otra parte,
Perry ef al. {1999) observaron que el desarrollo potencial de los embriones
decrece segln aumenta |la proporcion de blastomeras fluorescentes, y la co-
inyeccion del ADN tiene un efecto negativo en el desarrollo post-implantacional.
Estas observaciones sugieren gue la ICSI-SMGT debe causar algun efecto
negativo en el desarrollo embrionario {Szczygiel ef af 2003). El efecto negativo
de la expresion de EGFP en el consecuente desarrollo de los embriones puede
haber cantribuido al fallo en las gestaciones en nuestro experimenta, asi como el
descenso del nimero de lechones transgenicos. Este fenomeno fue igualmente
observado por Perry ef al. {1999), lo gue se sugiere gue para la obtencion de
lechones transgénicos para la GFP necesitan gue sean transferidos un nimero
elevado de embriones.

La integracion del transgen se produjo en un 75% de los tejidos
analizados, por lo gue los lechones nacidos eran mosaicos. Perg es importante
resefiar que organas como higado, rifion, bazo, estomago o intestino tuvieran
integrado el transgen por el hecho de gue son organas de vital impaortancia sobre
todo en el caso de su uso en xenotrasplantes. Los cerdos transgénicos en este
estudio no sobrevivieron, lo que puede ser atribuide a un gran numero de copias
del transgen integrados en el lechon transgénica {Naruse ef al. 2005). En este
sentido, Yamauchi et al. (2007 observaron un claro incremento en la incidencia
de carioplastos anormales tras |la exposicion de los espermatozoides al ADN
foraneo {al igual gue ocurre con los espermatozoides congelados que por si
causan fragmentacion cromasomica). Estas roturas v alteraciones detectadas por
analisis cromosamico son de relativa importancia para el desarrollo embrionario
posterior.

La presencia de mosaicismo en el caso de RecA:ICEI, puede ser debida a
la integracion del transgén en el genoma hospedadaor tras la primera division
celular {Kaneko ef af. 2005) (Figura 64). En este sentido, Moreira et al. {2007},
muestran porcentajes de mosaicismo mayores cuando emplean la recombinasa
Rech que el grupo control de referencia v sugieren que es debido a gue la
recombinasa retarda el proceso de integracion del transgén. Del mismo mado,
Shinohara ef al. {2007) afirman gue uno de los problemas de la transgénesis
activa es la presencia de maosaicismo, pudiendo solventar este problema
mediante la inyeccion de ARNc para abtener la expresian de la transposasa en el
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estadio embrionario de una celula. Mientras gue otra de las situaciones gue
puede producirse es el silencio epigenetico en algunos tejidos.

FIGURA 64. Todas las crias F, son mosaicos porgue la transcripcion para la
introduccion del plasmido no comenzo hasta después de la primera division celular
{Shinchara et a{. 2007}.

Segun Chan ef al. {1999), el proceso de integracion en los embriones gue
expresan GFP en el 100% de las blastomeras, ocurrio probablemente, en el
primer ciclo celular, en el estadio pronuclear antes de la replicacion del ADN. En
los embriones gue tienen el 50% de las blastomeras que expresan la GFP,
pueden haber ocurride dos cosas: 1) la integracion del transgen ocurrio tras la
replicacion del ADN en el primer cicle celular; o 2) antes de la replicacion del
ADN en el segundo ciclo celular en el estadio de dos celulas. Del mismo modo un
embrian gue exprese la GFP en un 75% de sus celulas, probablemente sea
resultado de una combinacion de numerosos eventos de integracion. Paor
ejemplo, la integracion debe haber ocurrido antes gue la replicacion del ADN en
uno de las ndcleos del embrion de 2 ceélulas, y el otro evento de integracian
ogcurria despues de la replicacion del ADN en el otro nlcleo del misma embrion
{Chan ef al. 199%) (Ver figura 65).
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FIGURA 65. Prediccion de la integradan del ADN exdgeno en los diferentes estadios
de division celular {Chan et af. 1999},
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En relacion a la expresion de la proteina, obtuvimos una cansistente
expresion de EGFP, evaluada mediante Western Biof, en un 87.5% de los
organos y tejidos de los dos cerdos transgénicos analizados. Con  estos
resultados comprobamos que ademas de la integracion del transgen en el
genama {demostrado mediante PCR), también se ha hecho patente la funcion de
dicho gen mediante |la expresian de la proteina gue codifica.

El nivel de expresion que fue detectado mediante Western Bict no pudo
ser confirmado con |la observacion directa con la lampara de UV. Este hecho
puede sugerir que la concentracion de la proteina en los diferentes tejidos fue
insuficiente.

Los uUnicos dos tejidos gue mastraron integracion del transgen en el
genama y gue no expresaron la proteina verde fluorescente fueran intestino
{lechon n® 039) y cerebro {lechan n® 040}, esto puede ser debido al proceso de
regulacion de la actividad de los genes {capacidad de las celulas para controlar la
expresian de los genes en un momento o situacion determinadas). En nuestro
caso, puede deberse a gue el promotor usado CMV dirige |la expresion solo a
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determinados tejidos {en muchos casos higado, bazo, gonadas...). Ademas, como
es sabido, no todos los genes se expresan todo el tiempo en todas las células
sino gque existen mecanismas de activacion y desactivacion de genes que regulan
las funciones y la diferenciacian de las células. Si bien la expresion genica €s un
proceso muy complejo, existen lugares precisos donde |la expresion de los genes
puede verse regulada, son los llamados puntos de contral. Las celulas eucariotas
hacen uso de una gran variedad de mecanismos regulatorios entre los gue
podemos destacar: 1) regulacion por cambios en el ADN, 2) regulacion de la
transcripcion, 3) regulacion del procesamiento del ARNm, 4) regulacion de la
traduccion, ¥ 5) regulacion postraduccion {Benavides & Guenet 2003).

En las celulas eucariotas, la traduccion es un punte importante de
regulacion de la expresion genica, involucrando dispositives muy variados. En
algunos casos la traduccion de una molécula de ARNm puede ser activada o
desactivada por sefales especificas. Ademas, el cantrol del nivel de sintesis de
proteinas puede ser regulado en distintos puntos, como la formacion de los
complejos ribosomas-ARNmM {Benavides & Guenet 2003).

Igualmente se presentan discrepancias en cuanto a |la deteccion del ADN vy
la expresion de la proteina. Asi, en el lechan n® 039 en analisis por PCR de piel y
carazon fueron negativos por PCR, mientras que hubo expresion de la EGFP en
ambos tejidos. Este hecho pudiera deberse a problemas en el desarrollo de las
técnicas de deteccion, o bien gue la cantidad de ADN exogeno integrado en esos
tejidos fuera mucho menor gue en otros, y la amplificacion no ha side suficiente
para detectarla, pero si se ha podido detectar por Western Bfof. Otra hipotesis es
gue hubiera expresion de la proteina sin integracion del ADN, como ha sugerido
Spadafora {2007). Otra de las posibles causas pudo ser una degradacion del ADN
de las muestras de los tejidos antes de realizar la PCR, yva que el Western Blof
fue repetido en 3 ocasiones y en todas ellas obtuvimos los mismos resultados. En
cualguier caso aparecen numergsas bandas visibles en algunos de los tejidos
analizados por Western Blof, no correspondientes al peso molecular de EGFP {232
KDa), son bandas no especificas y causadas probablemente por el alto contenido
en proteinas {Lavitrano et al. 2002), o debido a uniones inespecificas del
anticuerpo secundario utilizado.

El nacimiento de lechones mediante ICSI, en este experimento, abre el
camino para la produccion de cerdos transgénicas mediante ICSI-SMGT usando
gvocitos MIV v espermatozoides incubados con complejos RecA:ssADN. Debemos
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seguir profundizando en el estudio de los factores gue afectan a esta tecnica
para poder mejorar la eficiencia y aplicaciones de la misma.

NOVEDADES METODOLOGICAS

® Es el primer estudic en el que se comparan diversos metodos de
evaluacion de localizacian y union entre el transgén y los espermatozoides,
usando diferentes tratamientos espermaticos.

% Ademas, es el primer trabajo donde se evalla directamente la union entre
el espermatozoide v el ADN exogeno mediante el citometro de flujo.

W Es el primer estudio en la especie porcina donde se evalla por microscopia
electronica la localizacion del transgen usando espermatozoides sometidos
a diferentes tratamientos.

® Otra novedad es la utilizacion de la recombinasa RecA en la especie
porcina, utilizando como sistema de fecundacion FIV e ICSI. Asi como la
transferencia de ovocitos inyectados por ICSI a una hembra receptora,
utilizando espermatozoides incubados con los complejos RecA:ADN.

W Es de destacar la gestacion obtenida mediante transferencia de embriones
de ICSI con semen incubado con los complejos RechA:ADN, debido al
limitado exito de esta tecnica de fecundacion va que solo unos pocos
grupos de investigacion han abtenido descendencia viva con este metoda.

® Primeros lechones nacidos en Espaba por transferencia de embriones
fecundados por ICSI.

|

La mayor camada de lechones del mundo mediante |la transferencia de
embriones creados por ICEI.

% Primeros lechones transgenicos nacidos en Europa y cuartos del mundo
mediante la teécnica de ICSI-SMGT, vy los primeros combinando la
utilizacion de una recombinasa {RecA) con ICSI-SMGT.

=

El mayor niumero de lechones transgenicos en una misma camada creados
por ICSI-5MGT.

259



INVESTIGACION FUTURA |

INVESTIGACION FUTURA

Las posibilidades y aplicaciones que ofrece la investigacion en el campo de
los animales transgeénicos son muy amplias. Dia a dia numerosas estudios son
realizados en practicamente todo el munde sobre animales modificados
geneticamente, abrienda nuevos caminas a la investigacion. Son diversas las
lineas de estudio gue se podrian llevar a cabo en el campo de cerdos
transgenicos utilizando la capacidad que presentan los espermatozoides de
transportar ADN exageno, a continuacion describimos algunas de estas:

@ Estudios especificos del espermatozoide en relacion _a la

# Un aspecto muy impaortante seria el poder trabajar solo con
espermatozoides que llevaran el transgen incorporado. Este hecho
se podria alcanzar separando la poblacion de espermatozoides que
transporta el transgen mediante la utilizacion del citometro “celf
sorter”, y asi poder utilizar dichos espermatozoides para 1CSI, IA,
estudios espermaticos...

# De igual forma, es de importancia un estudioc minucioso de la
interaccion de lps espermatozoides que permitiera comprender el
proceso de union con el ADN haciendo uso del microscopio confocal
vy mediante el empleo de Dnasas para conocer gqué proparcion de
ADN se encuentra unido al nicleo espermatico y el que se encuentra
en la superficie.

# También serfa de interés el estudic del uso de diferentes
cancentraciones del transgen y ver como afecta este factor a la
viabilidad espermatica y la interaccion con los espermatozoides
mediante el uso del citometro de flujo.
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# Estudio de los espermatozoides epididimarios, ya que estos, al no
haber estado en contacto con el plasma seminal no deberian tener
los factores inhibitorios de la union con el ADN, pudiendo ser un
modelo para estudiar la interaccion y una posible ventaja frente a
los espermatozoides eyaculados.

# Introducir in vitro ADN marcado con fluorescencia en los epididimos
de cerdo obtenidos en el matadero, v evaluar la union a las células
espermaticas. Si fuera viable este metodo, podria aplicarse a los
animales in vivo y ufilizar los espermatozoides unidos a ADN
mediante inseminacion artificial.

@ Investigaciones gue aumenten el rendimiento de la produccion
de embriones transgénicos in_vitro y su posible posterior
aplicacion en condiciones in vivo:

# Utilizar espermatozoides incubados con ADN marcade con rodamina
o fluoresceina para ICSI un microscopio invertido con fluorescendia.
De este modo podemos asegurarnos de gue el espermatozoide gue
introeducimos en el ovocito esta unido al transgén y nos permite
seguir la evolucion del transgeén en el interior del ovocito/cigoto.

# El| esfuerzo deberia encaminarse a la mejora en los medios de
cultiva embrionaric en porcino, para asi poder obtener mayor
cantidad de blastocistos transgeénicos de buena calidad y transferir
estos a hembras receptoras con un mayor porcentaje de exito.

# Explorar el uso de espermatozoides congelados en FIV e IA, ya que
presentan un paorcentaje mayor de células vivas y capaces de
transportar ADN, por lo que tienen una mayor probabilidad de
obtener embriones y lechones madificados genéticamente.

E‘.} Estudios para la produccion de lechones transgénicos en
diversos ambitos:

# Posibilidad de incubar los espermatozoides con diversos genes v
crear en primer lugar, embriones multitransgénicos mediante ICSI,
v posteriormente lechones por transferencia embrionaria.

# Producir cerdos con las modificaciones geneticas de nuestro interes
y clonar estos a partir de sus células somaticas, utilizando ovocitos
madurados in vitro enucleados vy utilizados camo células receptoras.
Pudiendo asi mantener lineas genéticas a partir de cerdos
transgenicas.
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CONCLUSIONES

1) Los espermatozoides porcinos son capaces de unirse al ADN exdgeno,
existiendo diferencias entre los diferentes machos analizados.

2) Mediante el citdmetro de flujo podemos evaluar de una manera
objetiva, rapida y eficaz |a cinética de unidn espermatozoide-ADN vy |a
viabilidad espermatica.

3) La presencia del plasma seminal inhibe parcialmente la union entre el
ADN vy los espermatozoides.

4) La unidn de los espermatozoides y el ADN es un proceso rapido, donde el
mayor porcentaje de unidn se produce en los primeros 15 minutos de
coincubacion.

5) Los espermatozoides pueden transportar con la misma eficiencia
plasmidos de 5.7 Kpb y 10.3 Kpb.

6) Los diferentes tratamientos espermaticos afectan a la unién al ADN,
siendo esta inversamente proporcional a la viabilidad espermatica.

7) La localizacidn del ADN exdgeno en el espermatozoide se produce tanto
en la region postacrosomal como en el acrosoma y en el area
correspondiente a la regidn nuclear.

8) El uso de un sistema FIV-SMGT no permite la produccion de embriones
transgénicos porcinos en nuestras condiciones experimentales.
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9) La produccion de embriones transgénicos por ICSI-SMGT es un método
eficaz en |la especie porcina. Los diferentes tratamientos espermaticos
afectan a la eficiencia de la técnica, siendo el tratamiento con RecA el
que dio lugar a un mayor porcentaje de embriones transgénicos.

10) Las inseminaciones artificiales intrauterinas {quirargicas y no
quirdrgicas) no permitieron, en nuestras condiciones experimentales, |a
produccion de embriones y lechones transgénicos.

11) La produccion de lechones mediante transferencia quirdrgica de
ovocitos fecundados por ICSI es un método eficiente y viable en la
especie porcina.
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ABREVIATURAS

ABREVIATURAS

Ab-FITC: anticuerpo marcado con fluoresceina
BSA: albumina serica bovina {Bovine Serurm Alburmin)

BTS: medio Belisvifle Thawing Sofution

CE: cultivo i vitro de embriones

CMHII: complejo mayaor de histocompatibilidad tipo 11
CMV: citomegalovirus

COCs: complejos células del cumuius oophorus-ovocito
DAB: diaminocbencidina

dbAMPc: dibutiril AMP ciclico

DCF: diacetato de carboxifluoresceina

DIG: digoxigenina
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ABREVIATURAS

DMSO: dimetil-sulfoxido
dNTP: desoxi nucelotidos
DPX: medic de mantaje anhidro para microscopia

EBFP: proteina azul fluorescente aumentada (Enhanced Biue Fluorescent
Protein)

ECG: gonadotropina carionica equina {Equine Chorionic Godanotropin)

EGFP: proteina verde fluorescente aumentada (Enhanced Green Fluorescent
Profein)

FCS: suero fetal bovino {Fetal Calf Serum)

FITC: fiuorescein isothiocyanate

FIV: fecundacion in vitro

FSH: hormona foliculo estimulante

GFP: proteina verde fluorescente (Green Fluorescent Protein)

HCG: gonadotropina corionica humana (Human Chorionic Godanctropin)
HRP: horseradish peroxidase

IA: inseminacion artificial

ICSI: inyeccion intracitoplasmatica de espermatozaides (Intracytoplasmic Sperm
Injection)

IP: ioduro de propidio

MII: metafase II

MIV: maduracion in vitro

N2 cels/blastocisto: nimero medio de células por blastocisto

NCSU: medio North Carolina State University
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ABREVIATURAS

NGS: suero de cabra (Normal Goat Serum)

PBS: tampon fosfato salino de Dulbecco modificado (Phosphate Buffer Saline)
PCR: reaccian en cadena de la polimerasa {Polymerase Chain Reaction)

PFF: fluido folicular porcing {(Porcine Folicular Fluid)

PMSG: gonadotropina serica de vyegua gestante (Pregnant Mare Serum

Gonadofropin)
PVA: alcohal polivinilo
PVP: polivinilpirrolidona
SDS: sodium dodecyf sulfate
SFM: medio de fecundacion parcino (Swine Fertilisation Medium)

SMGT: transgénesis mediada por espermatozoides (Sperm Mediated Gene
Transfer)

SSF: solucion salina fisiologica

TALP: medio de Tyrodes con albimina, lactato y piruvato (Tyrodes Afbumin
Lactate Pyruvate)

TBE: tris-borate-EDTA

TMGT: transferencia de genes mediante la red de testis (Testis Mediated Gene

Transfer)
UV: ultravicleta
ZFx: zinc finger protein X-linked
ZFy: zinc finger protein Y-linked

ZP: zona pellcida
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