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La pregunta fundamental de Ia biologia del de-
sarrollo es cémo una célula Unica —el huevo
fertilizado— puede dar origen a la diversidad
de células que en conjunto componen a un
organismo metazoario. Esta pregunta puede
abordarse como un problema de division celu-
lar, diferenciacion y morfogénesis: una célula
genera al reproducirse una variedad de tipos
celulares que se organizan espacial y tempo-
ralmente adoptando formas y constituyendo
organos. También puede expresarse en térmi-
nos genéticos de la siguiente manera: ;Como
un mismo genotipo celular (un genoma Unico)
puede dar origen a cientos de fenotipos celula-
res diferentes? Sabemos que no todos los ge-
nes presentes en una célula se expresan todo el
tiempo y que las caracteristicas fenotipicas de
una célula especifica resultan del balance entre
los que se expresa y lo que no se expresa. Por
ello, en la medida en que hemos ido entendien-
do mas del control genético y su relacion con
el comportamiento celular, mas interconexion
se ha ido estableciendo entre la genética y la
embriologia, de manera que actualmente al re-
ferirnos a esta disciplina pensamos en la gené-
tica del desarrollo.
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La secuenciacion de genomas y la posibili-
dad de manipularlos en una diversidad de or-
ganismos ha acelerado enormemente la com-
prension de algunas preguntas fundamentales
del desarrollo, de tal forma que actualmente
conocemos la identidad de genes que son ca-
paces por si solos de echar a andar cascadas o
programas de expresion genética y asi producir
transformaciones esenciales en el embrion. Un
ejemplo que ilustra esta idea es el del gen Sry,
presente en el cromosoma Y de mamiferos, que
al activarse en machos modifica un programa
de expresion destinado a producir hembras y
en su lugar establece uno que causa la deter-
minacién masculina. Asi, hemos comprendido
que cada uno de los eventos del desarrollo pue-
de explicarse en términos de circuitos genéticos
interpretados y ejecutados por redes de protei-
nas que operan dentro de las células y entre las
células, determinando el comportamiento ce-
lular. Dilucidar estos programas genéticos, las
redes de senalizacion que establecen y como
esta informacion se traduce en forma y tama-
fio es el reto de la genética del desarrollo.

Una de las conclusiones mas importantes
que ha derivado de los descubrimientos genéti-
cos es que existen patrones generales de desa-
rrollo en muy diversos organismos que utilizan

11/14/07 5:01:27 PM



190 1 ;Qué nos ensenan los ratones transgénicos?

genes similares. Asi, el estudio de un modelo
animal resulta de utilidad para entender un
proceso que ocurre en otro organismo. Los or-
ganismos vertebrados, por ejemplo, pasan por
un conjunto similar de estadios embrionarios.
En todos los casos, después de la fertilizacion
ocurre una serie de divisiones celulares que da
lugar a estructuras blastulares o blastodermos,
que pueden describirse como esferoides o ba-
lones vacios. Este estadio es seguido por un
momento fundamental llamado gastrulacion
caracterizado por una gran cantidad de movi-
mientos celulares e invaginaciones en el que
los balones van rellenandose de células para
formar una gdstrula. Durante la gastrulacion
ocurre la creacion de tres grupos de células o
capas germinales: ectodermo, mesodermo y
endodermo. El concepto de capa germinal pro-
viene de la observacion de que cada uno de
estos grupos de células da origen o es el 'ger-
men' de ciertos tejidos o linajes especificos. Por
ejemplo, del ectodermo se deriva la piel y las
células nerviosas.

Distintas especies animales han sido utili-
zadas como modelos para estudiar el desarro-
llo. Cada una de ellas presenta ventajas para
enfoques diferentes. Histéricamente los orga-
nismos que mas se han utilizado han sido el
nematodo Caenorhabditis elegans, la mosca de
la fruta Drosophila melanogaster, la rana Xeno-
pus laevis, el pez cebra Danio rerio y, de entre
los mamiferos, el raton. En nuestro laboratorio
hemos estado interesados en el desarrollo de
mamiferos, por lo que nos hemos centrado en
el estudio del raton.

El uso del raton (Mus musculus) en el la-
boratorio para el estudio de biologia humana
a través de experimentos de genética clasica
tiene por lo menos 100 afios de historia (Gué-
net y Bonhomme, 2004). En sus origenes la ge-
nética del desarrollo del raton se basaba en la
observacion de caracteristicas como el color de
la piel, la morfologia y el comportamiento en
mutantes naturales. Estos enfoques se enri-
quecieron con el establecimiento de métodos
para cultivar embriones antes y después de
la implantacion al Utero y con la habilidad de
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combinar células de distintos genotipos, lo que
eventualmente condujo, hace ya 50 anos, a la
obtencion de ratones quiméricos. Posterior-
mente, el éxito al derivar lineas celulares a par-
tir de tumores embrionarios (teratocarcinomas)
genero la idea de que podrian obtenerse lineas
celulares de embriones tempranos con la po-
tencialidad de contribuir a distintos tejidos del
embrion. Esta linea de investigacion finalmen-
te alcanzo su climax con el establecimiento de
lineas celulares embrionarias llamadas células
ES, con capacidad de diferenciar hacia todos
los tipos celulares incluyendo la linea germinal.
Hacia finales de los 80 fue posible manipular
el genoma en células embrionarias totipoten-
ciales y, a partir de ese momento, fueron incor-
porandose técnicas cada vez mas sofisticadas
para hacer del raton un organismo modelo de
la mas alta resolucion genética y quiza el mas
poderoso para entender y modelar las enfer-
medades humanas, como sindromes, malfor-
maciones y cancer, asi como para la busqueda
de productos genéticos de valor terapéutico
(Guénet y Bonhomme, 2004). En la actualidad
el genoma del raton ha sido completamente
secuenciado y sabemos que el 99% de sus ge-
nes tiene homdlogo en humanos.

Hoy en dia el genoma del raton puede ser mani-
puladodetodas lasformasimaginables (Nagy et
al, 2003). La primera tecnologia de transferen-
cia genética que se establecio fue la insercion
de ADN exdgeno dentro de los cromosomas de
raton para producir mutantes de ‘ganancia-de-
funcién’, es decir, con sobre-expresion o expre-
sion nueva de un gen. Esta tecnologfa consiste
basicamente en inyectar ADN lineal dentro del
pronucleo de un cigoto fertilizado. El proceso
puede sintetizarse de la siguiente manera: ovo-
citos fertilizados son extraidos del oviducto de
una ratona y con un micromanipulador el gen
de interés, usualmente contenido en un plas-
mido linearizado, es inyectado en el prontcleo,
donde el ADN se integra al azar en el genoma
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y es heredado a todas las células del raton. Los
ovocitos inyectados son inoculados en el ovi-
ducto de una madre nodriza en donde conti-
nua su desarrollo produciéndose asi un raton
transgénico. Los ratones transgénicos han sido
extensamente utilizados principalmente para
estudios de regulacion genética. En estos estu-
dios se introducen al raton fragmentos de ADN
conteniendo putativas regiones regulatorias de
genes de interés, dirigiendo la expresion de los
llamados genes reporteros, como por ejemplo el
gen de la proteina verde fluorescente. De esta
manera se puede visualizar y definir si el frag-
mento de ADN al que estan unidos los repor-
teros es capaz de dirigir la expresion genética
en tejidos especificos. Los ratones transgénicos
también han sido Utiles para estudiar los efec
tos fenotipicos de la expresion de un gen; no
obstante, esta tecnologia no nos permite cono-
cer los efectos de perder una funcion genética.
En ese sentido, la posibilidad de generar rato-
nes transgénicos con pérdida de funcion signi-
ficd un gran avance para la genética del raton.

Para la creacion de mutantes nulas especi-
ficas de raton, llamadas en inglés “knockouts”
fue clave la disponibilidad de las ya menciona-
das lineas celulares embrionarias totipotencia-
les (ES), también conocidas ahora como células
‘madre’, las cuales actualmente permiten la
manipulacion de su genoma de multiples ma-
neras. Todos los métodos que se utilizan ac
tualmente para hacer mutagénesis en el ratén
se basan en alterar los genes en las células ES
y después utilizar éstas para producir ratones,
primero quiméricos y finalmente lineas puras.
Los dos primeros ejemplos de alteraciones ge-
néticas especificas se reportaron en 1988 por
los grupos de Mario Cappechiy Oliver Smithies
(Guénet y Bonhomme, 2004), galardonados en
2007 con el premio Nobel. La estrategia que se
desarrollo para lograr este tipo de mutaciones
se baso en el uso de la llamada recombinacion
homologa. La recombinacion homologa es un
evento de baja frecuencia que ocurre de mane-
ra natural cuando se introduce al nucleo de la
célula un fragmento de ADN con homologia a
alguna region del genoma. Consiste en la inte-
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gracion por recombinacion del ADN que se in-
troduce, a las regiones homologas del genoma,
en sustitucion de las secuencias endogenas. Si
se dispone de vectores adecuados, se pueden
introducir secuencias homologas en células ES,
seleccionar estos eventos de recombinacion vy,
a través de ellos, introducir modificaciones nu-
lificantes en lugares precisos del genoma. La re-
combinacion homéloga llamada en inglés “gene
targeting” ha tenido, como puede suponerse, un
impacto enorme en el entendimiento de la fun-
cion genética. Es dificil precisar cuantos genes
han sido inactivados hasta ahora usando esta
tecnologia, pero entre los que se han reportado
en la literatura y la informacion disponible en
distintas bases de datos como la “Mouse knoc
kout & mutation database”, el “Mouse genetics
database” y el “Lexicon genetics”, se calcula que
hacia 2004 habria entre 2500 y 2700 genes di-
ferentes estudiados mediante la produccion de
mutantes nulas (Austin et al, 2004). Esta canti-
dad corresponde apenas a un poco mas del 10%
de los genes que se expresan en raton, por lo
que en anos recientes ha habido iniciativas por
parte de la comunidad genémica del raton para
coordinar esfuerzos internacionales y producir
las mutantes de todos los genes en un tiempo
breve y hacerlos disponibles a la comunidad
cientifica. Estas iniciativas se han englobado en
lo que se conoce como el “Knockout mouse pro-
ject” (Austin et al., 2004).

El analisis de mutaciones nulas en el raton
también hizo posible conocer las limitaciones
de esta tecnologia, ya que muchos genes in-
volucrados en funciones mdltiples durante el
desarrollo producian mutantes con muy tem-
prana letalidad, lo que solo permitia conocer
la causa mas temprana de su muerte, pero no
sus diversos papeles a lo largo del desarrollo.
Esta limitacion condujo a la implementacion
de nuevas herramientas, ahora con el objeti-
vo de lograr mutaciones condicionales y/o es-
pecificas de ciertos tejidos o bien, restringidas
temporalmente. El primer sistema de este tipo
que se desarrollo fue el llamado crelox, el cual
se basa en el uso de una recombinasa llamada
Cre proveniente de un fago. El sistema consis-
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te en usar ratones transgénicos con la expre-
sion de Cre dirigida por regiones regulatorias o
promotores especificos, tales que restringen la
expresion de Cre a sitios de interés. Estos rato-
nes son cruzados con ratonas transgenicas que
contienen insertos de las secuencias consenso
llamadas loxP, que son los blancos sobre los
que actua la recombinasa Cre. Dichas secuen-
cias consenso se colocan de manera especifica
flanqueando los genes que se quieren mutar.
En la progenie de estos dos ratones Cre actua
in vivo sobre sus sitios consenso provocando la
supresion de aquello que éstos flanquean. Sin
embargo, esta supresion solo ocurre en los te-
jidos donde Cre esta activa. De esta manera se
logra suprimir o alterar el gen de interés Unica-
mente en regiones especificas. Con diferentes
disenos, el sistema puede usarse para inactivar
o activar la expresion de un gen. Como veremos
mas adelante, en nuestro laboratorio lo hemos
utilizado para la activacion genética. Otras for-
mas de hacer mutaciones que han tenido éxito,
en las que se logra ademas un control temporal
de la accion de Cre, involucran el uso de siste-
mas regulatorios inducibles con tetraciclina y
otros antibidticos.

Las metodologias a las que nos hemos re-
ferido abren todo tipo de posibilidades con
relacion a lo que se conoce como genética re-
versa, es decir, la que parte de alterar un gen
para entender su funcion, se va del genotipo al
fenotipo. Existe también el enfoque conocido
como genética directa, en la que se parte de un
fenotipo y se va al genotipo. Esto es, se identi-
fican mutantes con una caracteristica y se de-
termina cual es el gen mutado. Estos enfoques
han podido usarse extensamente en mosca y
pez cebra, sin embargo, dado el enorme nime-
ro de individuos que tienen que analizarse en
este tipo de estrategias, se antojaba dificil ha-
cerlo en el ratén, considerando la duracién de
sus ciclos reproductivos y el tamano relativa-
mente pequeno de sus progenies. No obstante,
actualmente ya se han utilizado exitosamente
estrategias de mutagénesis tanto con agen-
tes quimicos como por la insercion al azar de
secuencias de ADN, que tienen el doble papel
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de interrumpir genes y sirven para la posterior
identificacion de los genes mutados. Los deta-
lles que han hecho posibles estas metodologias
no pueden revisarse en este espacio.

Finalmente, en tiempos recientes se ha in-
corporado la poderosa estrategia del ARN in-
terferente para impedir la expresion de genes
especificos in vivo. El uso de la tecnologia del
ARNi para la pérdida de funcion y el estudio de
la funcion genética ha resultado revolucionario
y se ha aplicado a una gran variedad de orga-
nismos. Hasta hace poco no habia sido posible
la utilizacion del ARNi en células de mamiferos
debido a que el ARNi en estas células provoca
una respuesta citotédxica. Este efecto no-espe-
cifico puede evitarse usando ARNs cortos (22
nucledtidos), los cuales pueden mediar de ma-
nera especificay eficiente la supresion genética
(Kunath, 2006). Sin embargo, el tamafo de es-
tos ARNSs habia complicado su uso en el caso de
la supresion permanente, ya que se carecia de
un sistema para la expresion estable de ARNi
pequenos (llamados siARN por “small interfe-
ring ARN”). Recientemente se han reportado
sistemas basados en el uso de plasmidos y de
promotores de la ARN polimerasa Ill, mediante
los cuales se logra la sintesis continua de siARNs
y la supresion genética estable (Brummelkamp
et al, 2002). Con este sistema se han generado
lineas de ES con pérdida de funcion de genes
especificos a los que en inglés se han llamado
“knock downs”. Posteriormente se han deriva-
do embriones a partir de las ES con la supresion
genética, y estudiando los fenotipos embriona-
rios, se ha demostrado que se recapitulan fe-
notipos anteriormente descritos de mutantes
nulas producidas por recombinacion homologa
(Kunath et al,, 2003; Lickert et al, 2004). A conti-
nuacion ejemplos de lo aprendido.

Nuestro grupo de trabajo se interesa en ana-
lizar el papel de diversos genes durante el de-
sarrollo embrionario del raton. Uno de los ge-
nes que hemos estudiado es el gen Oct4, que
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codifica para la proteina OCT4, un factor que
regula la transcripcion activando y reprimien-
do la expresion genética y que pertenece a la
familia de factores transcripcionales llamados
“POU”, los cuales se caracterizan por contener
un motivo de union a ADN separado en dos do-
minios, lo que les confiere una gran flexibilidad
en su interaccién con el ADN (Okamoto et al,
1990). En el ratén, el gen Oct4 se expresa en las
células pluripotentes del blastocistoy la gastru-
la, si bien su expresion se apaga gradualmente
a medida que las células van integrandose a las
capas germinales. El gen Oct4 se expresa tam-
bién en las células precursoras de los gametos,
asi como en lineas celulares derivadas de éstas
y, ademas, se encuentra en otras lineas celula-
res pluripotentes derivadas del embrion tem-
prano, tales como las antes mencionadas ES
(Yeom et al, 1996).

Desde el inicio, el descubrimiento de Oct4
genero un gran interés, ya que su patron de
expresion sugerfa que podria tener un papel
en el mantenimiento de la pluripotencialidad
celular. Esta funcién, ademas de ser particu-
larmente interesante para la biologia del de-
sarrollo, tiene implicaciones biotecnologicas
importantisimas en el area del uso de células
madre con fines médicos. Diversas evidencias
confirmaron el papel esencial de este gen en
el mantenimiento de la pluripotencialidad. Por
ejemplo, se observo que los embriones nulos
0 con ausencia de funcion de Oct4 se desa-
rrollaban hasta formar una morula compacta
y generaban una estructura muy parecida a
un blastocisto, pero sus células internas eran
incapaces de formar la masa celular interna,
por lo que morian antes de la implantacion
(Nichols et al, 1998). Otras evidencias obte-
nidas in vitro revelaron que variaciones en los
niveles de expresion de Oct4 en células pluri-
potentes causaban una diferenciacion y pér-
dida de pluripotencialidad (Niwa et al., 2000).
Por éstas y otras observaciones, la mayor parte
de los estudios hechos para Oct4 hasta ahora
se habfan enfocado en su papel como factor
de pluripotencialidad. No obstante, estas mis-
mas y otras evidencias sugieren que este gen
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podria participar en iniciar ciertos programas
de diferenciacion del ectodermo y endodermo
antes de apagarse. Por ejemplo, en los estudios
hechos con células ES se ha visto que dosis es-
pecificas de OCT4 pueden asociarse a identi-
dades celulares especificas; asi, la duplicacion
de la dosis favorece la formacion de endoder-
moy la disminucion a la mitad causa la forma-
cion de trofectodermo (Niwa et al, 2000). En
otro trabajo se observé que incrementos en
la expresion de este gen, en presencia de un
factor de crecimiento llamado LIF determinan
la diferenciacién de células ES a precursores
neuronales (Shimozaki et al, 2003). Por otra
parte, en un trabajo reciente realizado con ES
humanas en cultivo que se basa en ensayos
de inmunoprecipitacion de la cromatina, se
reportaron un total de 572 diferentes genes
que podrian ser blancos de OCT4, ya que sus
regiones regulatorias son capaces de unirse in
vitro a este factor transcripcional (Boyer et al,,
2005). Si bien en este trabajo no se determiné
si OCT4 actuarfa como activador o como repre-
sor de la transcripcion, entre los genes repor-
tados se encuentran algunos relacionados con
el establecimiento de ciertos linajes celulares,
como Sox2, Sox17, Pax2, Cdx2, FoxA2 y Gataé.
Por todo lo anterior pensamos que Oct4 puede
desempenar, ademas de su participacion en el
mantenimiento de la pluripotencialidad, un pa-
pel en el establecimiento del destino celular.
Para analizar éstas y otras posibles funcio-
nes tardias de Oct4 distintas a la pluripotencia-
lidad, en nuestro grupo de trabajo utilizamos
un raton transgénico en el que se expresa este
gen de manera elevada y en forma ubicua des-
de las primeras etapas embrionarias. Para ge-
nerar este raton usamos el sistema crelox de
induccion de expresion in vivo al que antes nos
referimos. Hicimos esto porque la inyeccion de
ADN conteniendo secuencias de Oct4 en ovo-
citos fertilizados no era viable, dado el papel
de OCT4 en la pluripotencialidad, en cambio
la estrategia de activacion in vivo, nos permi-
tirfa una acumulacion gradual de la proteina,
haciendo posible la implantacion de los em-
briones. Los ratones utilizados para inducir la
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Figura 1.

A. Modelo de expresion generalizada de Oct4. Se cruzan
las lineas Cre™* y Oct4-loxP para obtener dentro de su
progenie machos Cre™*"/Oct4-loxP en cuyos espermato-
zoides se ha activado la expresion de Oct4. En una segun-
da generacion proveniente del cruzamiento de los rato-
nes Cre™A” /Oct4-loxP con hembras silvestres, se obtienen
embriones en donde el genoma de los espermatozoides
Cre™*"/Oct4-loxP es transmitido a todas las células del
nuevo embrién produciéndose asi expresion generaliza-
da de Oct4. Estos embriones son denominados tgO7. B.
Expresion de Pax2 en embriones control y embriones con
expresion elevada de Oct4 (tgO7). Se muestra la hibrida-
cion in situ en tres diferentes etapas de desarrollo: 7.5,
8.5y 9.5 dias (Ramos-Mejia et al., 2005). C. Expresion de
Gata6 en embriones control y embriones con expresion
elevada de Oct4 (tgO7). Se muestra la hibridacion in situ
en tres diferentes etapas de desarrollo: 7.5, 8.5y 9.5 dias
(Torres Maldonado et al., 2005).
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expresion de Oct4 en todo el embrién fueron
dos: uno llamado Cre™*” en el que se expresa la
recombinasa Cre exclusivamente en las células
germinales (Lomeli et al, 2000) y otro (llamado
Oct4-loxP) que contiene una insercién del gen
Oct4 inactivo, pero cuya expresion es activable
por la accion de Cre. En la figura 1A se presen-
ta un esquema que ilustra como se utilizaron
estos ratones para lograr la expresion generali-
zada de Oct4 en su progenie. Los embriones en
donde se observa incrementada la expresion
de Oct4 se denominaron tgO7 y presentaron
diferentes alteraciones fenotipicas severas y
morian a mitad de la gestacion (dia embriona-
rio 13). Entre sus alteraciones se encuentran la
cabeza reducida, malformaciones craneofacia-
les, engrosamiento de la cola, edema, altera-
cion en el numero de vértebras y extremidades
defectuosas.

Para reconocer como afecta la modifica-
cion de la expresion de Oct4 en las diferentes
regiones afectadas, nos centramos primero en
analizar el efecto de su incremento en la region
conocida como neuroectodermo que da lugar
al sistema nervioso central. Cabe sefalar que
esta region es la Ultima en perder la expresion
de Oct4 en el raton normal. Se analizé por hi-
bridacion in situ la expresion de genes relacio-
nados con el establecimiento de las diferentes
regiones del cerebro. Se encontr6 un efecto so-
bre la expresion del gen Pax2, el cual presenta
un aumento muy notorio en sus niveles de ex-
presion en los embriones tgO7 (figura 1B). Este
aumento resulté de mayor importancia al des-
cubrirse que la secuencia de la region regulato-
ria de Pax2 presenta un sitio consenso de unién
para OCT4 (Pfeffer et al, 2002) y que en el pez
cebra, un gen llamado Pou2, que es ortélogo o
equivalente a Oct4, regula la expresion de Pax2
(Burgess et al., 2002). Como conclusién de este
trabajo proponemos que la expresion inicial
de Pax2 en el raton depende de Oct4 (Ramos-
Mejia et al., 2005).

Por otra parte, se sabe que el mismo gen
Pou2 en pez cebra participa también en la for-
macion de endodermo. Esto quedd demostra-
do al observarse que mutantes del gen Pou2
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no se desarrollan por carecer de endodermo.
Pou2 en pez cebra activa la expresion de Sox17,
el primer gen en la cascada de diferenciacion
a endodermo (Reim et al, 2004). Por estas ob-
servaciones analizamos la influencia de Oct4
sobre la expresion de diferentes genes mar-
cadores de endodermo en los embriones del
raton tgO7. Entre los marcadores analizados
se encontraban Gata4, Gata6, Sox17 y FoxAl.
Observamos que al aumentar la expresion de
Oct4 aumenta la expresion de Gata6 (figura
1C) y Sox17 en los dias embrionarios 8.5 y 9.5
dpc (dias post coitum). Estos hallazgos sugieren
que Oct4 podria estar regulando estos genes y
participando asi en la determinacion de endo-
dermo antes de apagarse en el epiblasto.

Para demostrar de manera contundente la
participacion de Oct4 en la regulacion de Pax2,
Gata6 y Sox17 in vivo, estamos realizando en-
sayos de inmunoprecipitacion de la cromatina
contra OCT4 durante el desarrollo embrionario
normal en raton. A través de estos estudios po-
dremos determinar si en el ratén normal OCT4
se une a las regiones regulatorias de Pax2 du-
rante la regionalizacion del cerebro y a Gataé y
Sox17 durante la formacién del endodermo.

El trabajo que ahora vamos a describir ilustra
el uso del sistema Crelox para la generacion de
mutantes con expresion restringida a alguna
region especifica del embrion. En este caso lo
que hicimos fue utilizar el raton Cre™4” antes
descrito para dirigir la expresion de un gen mu-
tado a las células germinales y gametos de ma-
nera exclusiva. El gen que queriamos estudiar
se llama ckit y codifica para un receptor trans-
membranal con actividad de tirosin cinasa. La
proteina Kit se expresa durante la espermato-
génesis en los gametos que alin no han iniciado
la meiosis, llamados espermatogonias. Ademas,
una proteina mas pequena o truncada llamada
tr-kit, también codificada por el mismo gen, se
expresa en los gametos haploides o espermati-
das, es decir, los gametos que ya han termina-

11/14/07 5:01:35 PM



1961 ;Qué nos ensenan los ratones transgénicos?

do la meiosis, asi como en el espermatozoide
maduro. Se sabe que tr-kit induce la activacion
de la fosfolipasa llamada PLCgammal, aunque
se desconoce el papel de la actividad de PLCga-
mmal en las espermatidas. Como se vera mas
adelante, esta informacion resulta relevante
para el desarrollo de este trabajo.

Por su patron de expresion, experimentos in
vitro y observaciones fenotipicas de mutantes
naturales, se habia propuesto que kit tendria
diferentes funciones durante el desarrollo de
las células germinales y la gametogénesis. En-
tre otras cosas podia esperarse que la sobreac
tivacion de este gen en las espermatogonias
pudiera conducir a una desregulacion de la pro-
liferacion, quiza acompanada de la formacion
de tumores. Con el prop6sito inicial de estudiar
el potencial oncogénico de Kit, usamos el siste-
ma creLox para activar la expresion de la protei-
na Kit"®4 en las células germinales de ratones
transgénicos. Kit*®'*' es una forma mutante de
la proteina Kit. La mutacion que tiene este gen
la convierte en un receptor constitutivamente
activo; es decir, uno que no necesita a su ligan-
do para funcionar y por lo tanto esta funcio-
nando todo el tiempo. Este es otro ejemplo de
una mutacion con ganancia de funcion.

Al caracterizar a los ratones que portaban el
gen mutado de manera activa (llamados KDY),
observamos que no se producian alteraciones
en la proliferacion y migracion de las células
germinales, ni tumores. Sin embargo, habia un
efecto en la fertilidad de los ratones machos,
causando en los casos mas severos esterilidad,
asi como alteraciones significativas en la mor-
fologia de los espermatozoides; es decir, de-
formidades en la forma de su cabeza y flagelo
(figura 2A, B). La observacion de este fenotipo
nos parecio importante, ya que, como se men-
ciond antes, el gen kit dirige la expresion de tr-
kit en las espermatidas, y por lo tanto decidi-
mos estudiar lo que estaba pasando en estos
ratones en la etapa final de la morfogénesis del
espermatozoide, llamada espermiogénesis.

Para hacer un analisis ultraestructural de
las espermatidas y espermatozoides de los ra-
tones mutantes hicimos observaciones en el

Biotecnologia V14 CS3.indd 196

microscopio electrénico. Dichas observaciones
nos indicaron que el defecto en la morfologia
del espermatozoide estaba asociado a la deslo-
calizacion de una estructura microtubular de-
nominada manchette, la cual se forma alrede-
dor del nucleo de las espermatidas elongantes
y participa en darle forma a la cabeza del es-
permatozoide. Por otra parte, mediante inmu-
nohistoquimica demostramos que en ratones
silvestres o normales (sin la mutacion) PLCgam-
mal se fosforila o activa de manera especifica
durante la elongacion de las espermatidas y se
localiza subcelularmente en la region a partir de
la cual se forma el manchette (figura 2C). Estos
nos parecié muy significativo cuando ademas
encontramos que los espermatozoides con ex-
presion de Kit®'* presentaban un aumento en
la fosforilacion de PLCgammal en comparacion
con los espermatozoides del raton silvestre. La
activacion de PLCgammal durante la elonga-
cion de las espermatidas coincidia también con
la etapa en la que se expresa tr-kit. Todas estas
observaciones nos llevaron a proponer que los
defectos encontrados en los espermatozoides
se debian a la desregulacion de la via de PLC-
gammal, y que la activacion de esta via, pro-
bablemente mediada por tr-kit, participa en la
morfogénesis del espermatozoide (Schnabel et
al., 2005).

A principios de 2005 se inauguraron en el Insti-
tuto de Biotecnologia las nuevas instalaciones
del bioterio. Asi, contamos ahora con un “biote-
rio de barrera” que esta libre de esporas, virus y
bacterias. Las salas se encuentran aisladas, con
diferente presion en el interior y en el exterior,
lo que no permite la entrada de aire al momen-
to de abrir las puertas. En todas las areas hay
un programa continuo de desinfeccion y cada
sala cuenta ademas con un sistema de control
de temperatura y de filtracion de aire. Todo el
material es previamente esterilizado antes de
ingresar. Dentro de este ambiente controlado
se reproducen ratones de alta calidad microbio-
logica, es decir, libres de patdgenos especificos
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Figura 2.

A. Microscopia de Normansky de los espermatozoides
de ratones mutantes (KDY): (1) espermatozoide aparen-
temente normal, (2) flagelo doblado, (3) flagelo en lazo,
(4) flagelo enrollado y con malformacién en la cabeza y
(5) malformacién en la cabeza. B. Tincidn de actina de es-
permatozoides del ratén control (Kit°®*Y-loxP) y del ratén
mutante (KDY). En el mutante no se observa actina en el
citoesqueleto posacrosomal en la cabeza del espermato-
zoide, al compararlo con los espermatozoides normales.
mp: pieza media, h: cabeza. C. Las células espermatogé-
nicas del ratén KDY (lado derecho) presentan mayor se-
fial de PLCgammal fosforilada que las del ratéon normal
(lado izquierdo). Esto se aprecia mas claramente en las
espermatidas de los estadios 11 y 12. Pl: espermatocito
en preleptoteno, L: espermatocito en leptoteno, P: esper-
matocitos en paquiteno, los nimeros indican los estadios
de la espermiogenésis (Schnabel et al., 2005).
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(SPF). Por el momento el bioterio se encarga de
la reproduccion de las lineas silvestres de con-
sumo. Ademas, contamos con areas de cuaren-
tena y areas para experimentacion en las que
albergamos a mas de veinte lineas de ratones
transgenicos.

Para valorar que nuestros ratones estén li-
bres de patogenos especificos, se tiene un pro-
grama de centinelas, que son ratones que se
encuentran dentro de las diferentes areas. Pe-
riodicamente se sacrifican centinelas con el fin
de tomar suero para su posterior analisis. Hasta
el momento los resultados han mostrado que
nuestros animales estan efectivamente libres
de los patogenos mas comunes. Para poder
mantener a nuestras colonias libres de pato-
genos tenemos que seguir un riguroso procedi-
miento de ingreso, pasando por una ducha des-
infectante, vestir ropa estéril, gorro, cubreboca
y botas especiales. Tener colonias de ratones
SPF es vital para el trabajo de investigacion con
ratones transgénicos, por ello también hemos
utilizado procedimientos de transferencia em-
brionaria y estamos implementando la fertili-
zacion in vitro para introducir nuevas colonias
transgenicas con calidad garantizada. Ademas,
para poder albergar un numero ilimitado de
lineas transgénicas, estamos implementando
metodologias de congelamiento de esperma.
Estas condiciones haran posible, en el corto
plazo, la creacion de una unidad de ratones
transgenicos en nuestro instituto.

Es claro que el futuro del ratén como organismo
modelo es virtualmente ilimitado y que su ge-
noma sera exhaustivamente explorado en los
proximos anos. Ademas de contar ahora con
su secuencia genémica completa, mediante Ia
informatica se han obtenido logros de la mayor
relevancia. Asi, por ejemplo, se han desarrolla-
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do un sin nimero de programas de prediccion,
se han generado multiples bases de datos en
las que se colecta y organiza informacion de
diversos tipos, tales como la descripcion de
fenotipos, las mutaciones existentes, los pa-
trones de expresion de una variedad de genes
del desarrollo, etc. Asi mismo, se encuentran
disponibles en la red atlas que permiten visua-
lizar de manera tridimensional al embrion de
raton en todas sus etapas. Por otra parte, los
esfuerzos colectivos, como el del “Knockout
mouse project” predicen que en el corto pla-
zo se podra tener acceso a cualquier mutacion
imaginable. En lo experimental, si bien la mayor
parte del trabajo seguira dependiendo del uso
de las células ES, cabe mencionar que, al igual
que “Dolly”, el ratén también puede ser clona-
do exitosamente a partir de células somaticas,
lo que hace posible la creacion de mutaciones
somaticas.

En México hemos logrado establecer algu-
nas de las tecnologias que permiten manipular
el genoma de raton y hemos aprendido a hacer
estudios fenotipicos de algunas mutantes. Sin
embargo, es importante mencionar que no ha
habido una participacion muy numerosa de la
comunidad cientifica mexicana en esta area,
de manera que habemos muy pocos grupos
en el pais trabajando en genética del desarrollo
del raton. Las razones de ello podrian ser, en-
tre otras, que los proyectos de mutagénesis en
ratén son de alto costo y de muy largo plazo, o
quizas que el manejo de las técnicas de mani-
pulacién genémica requieren de entrenamien-
tos largos y mucha habilidad manual. También
es probable que no hayamos divulgado sufi-
cientemente la importancia de este modelo.
Sin duda seria deseable que mas grupos de in-
vestigacion se interesaran en este importante
campo del conocimiento y creemos que en el
Instituto de Biotecnologia tenemos las condi-
ciones adecuadas para trabajar en ello.
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