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INTRODUCCION

La produccion de embriones transgénicos tiene un gran interés debido a sus
posibles aplicaciones en biomedicina (modelos experimentales, modelos de
enfermedades humanas) y agricultura (mejor y mayor produccion, resistencia a
enfermedades, etc.) como recientemente ha sido revisado por Wheeler et al (2003).
Una especial importancia puede tener la produccion de cerdos transgénicos
destinados a la posible donacion de érganos para humanos (xenotransplantes).

Hasta el momento, la microinyeccion pronuclear ha sido la técnica més
utilizada para la generacion de animales transgénicos (Gordon et al., 1981). Esta
metodologia es eficiente en ratén pero no asi en otras especies donde presenta
unos bajos rendimientos junto con unos costes muy elevados. Por tanto, se han
desarrollado otros métodos alternativos como vectores retrovirales, células madre
embrionarias, biolistica, células germinales primordiales, etc. Sin embargo, su
eficiencia hasta el momento es baja. Una posible alternativa viable a dichas técnicas
es la de aprovechar la capacidad que tienen los espermatozoides de captar y
transferir ADN exdgeno (Brackett et al, 1971). Esta técnica denominada
“Transgénesis mediada por espermatozoides” (SMGT) presenta varias ventajas
como son la “relativa” sencillez de la técnica, bajo coste y mayor eficiencia (Lavitrano
et al., 1989; Perry et al., 1999; Shim et al., 2000).

El objetivo de este trabajo es revisar y mostrar de forma conjunta las
experiencias desarrolladas por nuestro equipo en este campo. En primer lugar se
evalud el efecto del plasma seminal sobre la unién del ADN al espermatozoide, en
segundo lugar se estudio la cinética de unioén del espermatozoide al ADN exdgeno
mediante citometria de flujo, y finalmente la produccién de embriones porcinos
transgénicos mediante la inyeccion intracitoplasmatica de espermatozoides (ICSl).

MATERIAL Y METODOS

Experiencia 1: Evaluacion de la unién espermatozoide—ADN y efecto del
plasma seminal.

Se estudid el efecto de la presencia del plasma seminal (0, 10 y 50% de
plasma seminal) sobre el porcentaje de espermatozoides que se unieron a un ADN
exdégeno después de un periodo de coincubacion de 2 y 24h. Para ello se utilizb un
ADN marcado con rodamina (pGeneGrip-Rhodamine/ GFP Gene Therapy System)
que permite detectar la union espermatozoide-ADN mediante la observacion con
microscopio de fluorescencia. El semen procedente de 6 machos de fertilidad
probada fue procesado de acuerdo al protocolo de Lavitrano et al. (2003) en medio
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SFM y unas condiciones de incubacién de 6x10° espermatozoides y 250 ng de ADN
a temperatura ambiente.

Experiencia 2: Uso de citometria de flujo para evaluar la cinética de unién
espermatozoide-ADN.

La finalidad de este estudio fue evaluar la capacidad de unién de los
espermatozoides al ADN (previamente marcado con fluoresceina) a lo largo del
tiempo, usando el citdmetro de flujo. Semen de 5 verracos de fertilidad probada fue
procesado en medio SFM. 1x10® espermatozoides/ml fueron coincubados con un
plasmido lineal (Sug ADN/ml), marcado con fluoresceina-12-dUTP (random primer
DNA labeling, Roche, Germany) e incubado a 16°C. La tasa de unién del ADN fue
evaluada mediante citometria de flujo a los 0, 15, 30, 60, 90, 120 minutos de
incubacion.

Experiencia 3: Produccién de embriones porcinos transgénicos mediante el
uso de la inyeccién intracitoplasmica de espermatozoides (ICSl).

En esta dltima experiencia se evalué la eficiencia de la técnica para la
produccion de embriones transgénicos mediante ICSI. Para ello se utilizaron
espermatozoides, libres de plasma seminal, como vectores para transferir ADN
exégeno (que expresa la proteina GFP: Green Fluorescent Protein; plasmido
pEGFP-N1, Clontech Laboratorios, Inc., Palo Alto, CA, USA) en ovocitos madurados
in vitro. Los ovocitos fueron madurados en medio NCSU-37 durante 44h a 38.5°C,
5% CO. en aire (Funahashi y Day, 1993). El procesado del semen se realizd del
mismo modo que en la experiencia 2. La incubacion ADN-espermatozoides se
realizé durante 30 min a 16°C; 5 min antes de la ICSI fueron precalentados a 37°C.
Los ovocitos denudados fueron lavados 2 veces en medio DPBS suplementado con
10% de suero fetal de ternera. Una vez inyectados los ovocitos fueron lavados y
cultivados en medio TALP durante 18h. Finalmente el desarrollo embrionario se
realiz6 en medio NCSU-23. Los embriones fueron evaluados a las 48h tras la
inyeccién para conocer la tasa de division (cleavage), y a las 144h para el desarrollo
embrionario (blastocistos). La expresion de la proteina verde fluorescente en los
embriones fue evaluada mediante observaciéon bajo microscopio de fluorescencia
invertido. Posteriormente los embriones fueron fijados en etanol absoluto 24h y
tefidos con Hoescht 33342 para evaluar asi el nUmero de células en el embrion.

RESULTADOS Y DISCUSION

La presencia de plasma seminal en el proceso de coincubacion inhibio la
unién del ADN al espermatozoide. Los espermatozoides con menor porcentaje de
plasma (0 y 10%) se unieron en mayor medida al ADN (18.10+2.80% y 14.59+3.63,
respectivamente), que aquellos en los que el plasma seminal estaba presente en un
50% (5.65+0.80; p=0.008). Se detecté un marcado efecto del macho sobre las tasas
de union (p<0.001). Estos resultados preliminares confirman un efecto inhibidor de
los componentes del plasma seminal sobre la unién entre ADN-espermatozoide
(Zani et al. 1995), por lo que para las experiencias siguientes, dicho plasma seminal
fue eliminado tras la recoleccién del semen.
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Cuando se utilizé la citometria de flujo para evaluar el grado de unién a lo
largo del tiempo de coincubacion se observé que la mayor parte del ADN se
incorpora al espermatozoide en los primeros 15 min de incubacién (15.69+0.93)
incrementandose significativamente hasta los 30 min (17.89+0.63) para continuar
con un incremento no significativo a los 60 min (17.69), 90 min (18.02) y 120 min
(19.49). Iguaimente se detecté un marcado efecto del macho sobre las tasas de
unién (p<0.001). La tasa de union detectada por citometria fue mas baja que la
obtenida por microscopia probablemente debido a que solo son contabilizadas las
células con una fuerte unién al ADN exégeno. Por lo tanto los resultados sugieren
que el citbmetro de flujo es una valiosa herramienta para evaluar la capacidad de
union especifica, ademas de ser un método objetivo, exacto y facilmente
reproducible si lo comparamos con el método tradicional de microscopia.

La utilizacion de la ICSI con espermatozoides incubados con ADN permitié
obtener una tasa de division embrionaria del 44% (64/144 ovocitos), 16 de los cuales
(25%) se encontraban en estadio de blastocisto con un niumero medio de células de
22.7. Un total de 14 (21.8%) embriones expresaron la proteina verde fluorescente
(GFP) en estadios variables desde 2 células hasta estadio de blastocisto.

Estos resultados preeliminares demuestran que la “Transgénesis mediada por
espermatozoides” (SMGT) podria ser una herramienta adecuada para la obtencion
de cerdos transgénicos, siendo una alternativa a los métodos clasicos utilizados.
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