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INTRODUCCION

En la primera parte de esta comunicacion (Vol, 6, No. 1, 1989) se describieron las
técnicas comGnmente usadas en nuestro laboratorio para la confeccion de
microinstrumentos destinados a la manipulacién embrionaria, asi como los
procedimientos de obtencién de embriones unicelulares de ratén. Esta segunda parte
tratard acerca de la microinyeccion, ¢l cultivo y la transferencia de embriones
unicelulares.

MICROINYECCION DE EMBRIONES UNICELULARES

Preparacion del ADN que se inyectari

El ADN que se inyectard debe ser preparado con anterioridad y mantenido en
congelacion hasta su uso. El material genético debe ser linealizado y separado de las
secuencias procaridticas del vector en que s¢ encuentre, ya que se ha determinado que
ellas afectan la expresion del gen introducido (Hammer ef al., 1985; Townes et al., 1985).

La muestra se diluye hasta una concentraciéon de 1-2 ng/pl en tampédn TRIS-HCI,
pH 7,5 + 0,25 oM de EDTA. Se recomicnda centrifugar ¢l ADN (12 500 x g x
10 minutos) antes de utilizarlo en la inyeccidn, ya que los agregados pucden obstruir la
microaguja.

Montaje del sistema de microinyeccion

El sistema de microinyeccion estd compuesto por un microscopio invertido con
dispositivo de contraste interferencial, dos micromanipuladores dispuestos a ambos
lados de la platina y un equipo de microinycccion acoplado a un sistema de aire
comprimido.

Los embriones son colocados sobre un portaobjeto excavado, cubicrto con aceite de
paralina, utilizando para ello una micropipeta de manipulacién.
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Microinyeccién

1. Coloque un portaobjeto excavado estéril en la platina del microscopio y con una
pipeta de mancjo estéril, vierta una pcqueiia gota de medio M-2 en el centro del
portaobjeto; recubra con aceite de parafina.

2. Coloque una pipeta de succidn, acoplada mediante un tubo de goma a una
boquilla, en uno de los micromanipuladores.

3. Utilizando los mandos macrométricos y micrométricos del micromanipulador,
sumerja la pipeta en la gota. Enfoque en 63-100 aumentos. La pipeta debe estar bien
cercana al fondo, pero sin tocarlo.

4. Extraiga los embriones de la incubadora y con una pipeta de manejo estéril,
scleccione un grupo de 10-15 embrionces, depositelos en la microgota, cerca de la pipeta
de sostén,

5. Enfoque en 100 aumentos los embriones y cerciérese de que estén en ¢l mismo
plano focal que la pipeta; de no ser asi, desplace la pipeta mediante el uso del mando Z
del micromanipulador.

6. Tome una microaguja de inyeccidn, con la precaucién de no tocar los extremos, e
introduzca la parte posterior de ésta dentro del tubo que contiene el ADN, la que se
llenard por accién capilar, (resulta fécil de comprobar, observando la punta por donde
se verd descender el liquido).

7. Coloque la pipcta de inyeccidn en ¢l portacapilares del microinyector y éste, a su
vez, en ¢l segundo micromanipulador. Observando por el microscopio, a aumentos
pequednos, introduzea la pipeta en la microgota, utilizando para cllo los mandos
macrométricos y micrométricos.

8. Enfoque correctamente la microaguja y los embriones. Mediante ¢l mando Z del
micromanipulador, succione suavemente un embrién con la pipeta de sostén.

9. Localice dentro del embrién el o los prontcleos, voltedndolo si ¢s necesario. Para
esta Gltima operacidn libere el embrién de la pipeta de succi6n, hégalo rotar con la de
inyeccibn y sujete de nuevo para localizar los pronicleos. En caso de no detectarse
pronicleos, se considera el embrién "no inyectable” y se traslada con la pipeta de sostén
al cuadrante superior derecho del campo visual. Si el embri6n ¢s inyectable, entonces se
procede de la siguiente forma:

10. Pase a contraste interferencial, y a aumentos de 250. Coloque el régimen de
trabajo manual del microinyector.

11. Inscrte la aguja dentro del pronticleo y descargue una dosis de inyeccién. Si se
observa que el pronicleo aumenta al doble de su tamaiio, se retira la aguja y se considera
la microinyeccion realizada. No siecmpre la microinyeccién es exitosa, pues la membrana
citoplasmdtica es eldstica en extremo. En ocasiones, la aguja no penetra el proniicleo o
ni siquiera atraviesa la membrana nuclear. En este caso, repita la operacion.

Si se observa que después de la inyeccion la célula comienza un cevidente proceso de
lisis y de salida del material intracelular al medio, esto puede tener cuatro causas: a) la
microaguja es demasiado gruesa, b) se ha partido la punta de la microaguja, ¢) la presién
de inyecci6n es demasiado alta, d) el tiempo de inyeccién es muy grande. Otro aspecto
atener en cuenta durante la microinyeccion es evitar tocar los nucléolos en el interior de
los prontcleos, ya que ellos son en extremo adhesivos e inevitablemente obstruirdn la
microaguja.

12. Si la inyeccién fue exitosa, fije ¢l valor de tiempo de inyeccion logrado en el
régimen manual y pase al automético.
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13. Desplace el embrién microinyectado con la pipeta de sostén al cuadrante inferior
izquierdo del campo visual y manipule el proximo embridn.

Una vez terminada la microinyeccién del dltimo embrién del lote, cuente los
inyectados, los sobrevivientes y los que no soportaron la microinyeccion.

Con una pipeta de manejo estéril, retire los microinyectados, lavelos en M-2 y
coloquelos en la microgota de cultivo. Incube a 37°C en atmdsfera de 5 % CO; durante
1-2 horas.

Coloque un nuevo lote de 10-15 embriones y repita todo el proceso. Con el
procedimiento aqui descrito es posible lograr hasta el 80 % de supervivencia de los
embriones (Brinster ef al., 1985) e inyectar de 40 a 60 embriones en 1-2 horas (Gordon
et al., 1980).

TRANSFERENCIA DE LOS EMBRIONES MICROINYECTADOS

Una vez microinyectados, los embriones han de¢ transferirse a hembras
seudoprenadas.

Preparacion de hembras seudoprenadas

Las hembras scudoprenadas o madres receptoras de embriones, pueden scr
preparadas mediante superovulacién u ovulacién espontdnea. Nosotros preferimos
utilizar hembras con ovulacién espontdnea, con las cuales hemos obtenido mejores
resultados.

Han de tenerse en cuenta los aspectos siguientes:

1. Secleccione una hembra receptora de embriones por cada dos donantes.
Los requerimientos para con las hembras receptoras son los mismos que se utilizan con
las donantes.

2. A la misma hora de la inyeccion de HCG a las hembras donantes, aparce cada
hembra receptora con un macho vasectomizado de probada infertilidad. Los machos
vasectomizados son preparados mediante cauterizaciéon de los canales eferentes de
espermatozoides y probados por apareamiento constante durante dos meses con varias
hembras.

3. Alamananasiguiente chequee la presencia del tapén vaginal, como se ha descrito
previamente.

4. Manténgalas sin alimento hasta el momento de ser utilizadas.

Transferencia de los embriones

La transferencia puede realizarse con cultivo o sin cultivo de embriones. La
transferencia sin cultivo (entiéndase la incubacién estrictamente necesaria de los
embrioncs por 1-2 horas para comprobar su viabilidad), es necesario realizarla al
oviducto de las hembras receptoras. La transferencia en oviducto requicre de pricticay
es técnicamente compleja. La otra opcion es cultivar los embriones hasta blastocisto y
realizar la transferencia al dtero. Scmejante procedimiento es simple, aunque la
eficiencia de la técnica disminuye notablemente como resultado del prolongado periodo
de cultivo (3,5 dias).

188



Técnicas

A continuacién se describe el proceso de trasplante de los embriones en el oviducto:

1. Pese una de las hembras scudoprenadas y aplique un anestésico, segin
indicaciones del producto.

2. Depile el dorso del animal a ambos lados de la columna vertebral, por debajo de
la altima costilla.

3. Con una pipeta de manipulacién estéril, pase a una gota de medio M-2, de 15 a 20
embriones microinyectados sobrevivientes.

4. En el menor volumen de medio posible pase los embrioncs a una pipeta de
transfcrencia estéril y déjelos en reposo, hasta el momento de ser transferidos.

5. Lave el dorso del animal con etanol al 70 % y con unas tijeras curvas realice una
incisién de 1 em, perpendicular al eje vertebral, aproximadamente a 1 cm del mismo, al
nivel de la altima costilla; de esta manera se haré visible la pared peritoneal.

6. Para localizar ¢l ovario a través de dicha pared, sujete con pinzas la piel a ambos
bordes de la herida y mueva el orificio sobre ésta hasta distinguir el ovario que se
caracteriza por su coloracion naranja.

7. Levante la pared peritoneal con foreeps finos exactamente sobre el ovario y
realice un pequefio corte.

8. A través de este corte introduzca unas pinzas romas, y con extremo cuidado,
exponga ¢l ovario y ¢l oviducto, tirando de la almohadilla de grasa que rodea al ovario.

9. Fije los 6rganos con una pinza, para evitar movimientos indescados.

10. Coloque el ratén en la tapa de una placa Petri de 100 mm y la placa en la platina
de un estereoscopio.

11. Localice el ampula del oviducto, y siguiendo su curso en dircccidn craneal,
encuentre la entrada dcl infundibulo, que se halla debajo de la membrana ovérica
(figura 1).

12. Perfore la membrana ovérica y sostenga con pinzas de relojero la entrada del
infundibulo, mientras que se le introduce la pipeta de transferencia y los embriones son
expelidos en el interior del mismo soplando suavemente.
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FIG. 1. Esquema ilustrativo de una porcién anatémica del tracto reproductivo de una ratona. Las
micropipetas con embriones indican los dos sitios por donde puede ser llevada a cabo la transferencia de
los embriones microinyectados.
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13. En algunas ocasiones ¢l infundibulo no resulta claramente visible, con motivo del
sangramiento relacionado con la ruptura de la membrana ovarica. En este caso, los
embriones pucden ser depositados directamente en ¢l 4ampula que se perfora al efecto
con la pipeta de transferencia, aunque este iltimo método es considerablecmente menos
efectivo.

14. Libere el ovario de la posicién en que se encontraba y ayudéndose con pinzas
romas introduzca nucvamente los 6rganos en el animal,

15. Suture la herida en 1 6 2 planos. Deje al animal en reposo, hasta que se recupere
del efecto del anestésico.

16. Repita los pasos aqui descritos si s¢ desea transferir embrioncs al otro oviducto
del animal.

La eficiencia de la transferencia de embriones microinyectados oscila entre 30 y 50 %
(Hogan et al., 1986; Petters et al., 1987).
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