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Resumen

La investigacion cientifica utiliza modelos animales en situaciones experimentales en las que
es controversial investigar con especimenes humanos; tal es el caso de la investigaciéon con
muestras embrionarias/fetales, donde se requieren estrictos protocolos reproductivos que po-
sibiliten un calculo preciso de la edad gestacional y con ello la obtencién de muestras adecua-
das. El rat6n es el modelo de experimentacion mas utilizado, pues es de ficil manipulacién
y eficiencia reproductiva. El objetivo de este trabajo es presentar un protocolo de reproduc-
cién que permite determinar con certeza el dia de prefiez en biomodelo Mus musculus, para
la obtencidn de especimenes embrionarios/fetales.

Palabras clave: reproduccion, tap6n vaginal, Mus musculus.

Establishment of a Breeding Protocol for Obtaining
Embryonic/Fetal Murine Specimens

Abstract

Scientific research uses animal models in experimental situations where it is controversial to
research with human specimens; such is the case of research with embryonic/fetal samples,
where strict reproductive protocols are required that enable the accurate calculation of ges-
tational age and thus obtaining appropriate sampling. Mice are the most widely used experi-
mental models, as they are easy to handle and are of reproductive efficiency. The purpose of
this paper is to present a reproduction protocol that makes it possible to determine the day
of pregnancy in Mus musculus biomodel with certainty, in order to obtain embryonic/fetal
specimens.

Keywords: Reproduction, vaginal plug, Mus musculus.

Estabelecimento de um protocolo de reproducao paraa
obtencao de espécimes murinas embriondrias/fetais

Resumo

A pesquisa cientifica utiliza modelos animais em situagoes experimentais onde é controverso
pesquisar com espécimes humanos, tal é o caso da pesquisa com amostras embriondrias/
fetais, donde se requer de estritos protocolos reprodutivos que possibilitem um calculo pre-
ciso da idade gestacional e com isso a obtengdo de amostras adequadas. O rato é o modelo
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de experimenta¢do mais utilizado, pois é de ficil manipulagao e eficiéncia reprodutiva. O

objetivo deste trabalho é apresentar um protocolo de reproduciao que permite determinar

com certeza o dia de prenhez em biomodelo Mus musculus, para a obtengao de espécimes

embriondrios/fetais.

Palavras chave: reproducio, tampao vaginal, Mus musculus.

INTRODUCCION

El animal de laboratorio es aquel espécimen man-
tenido bajo condiciones controladas, con el fin de
ser utilizado como instrumento de medida en in-
vestigacion cientifica. Actualmente representa un
elemento crucial en el entendimiento de procesos
bioldgicos, la validacién de modelos clinicos y en
general en la resolucién de interrogantes que con-
tribuyen al desarrollo de la biologia humana (1).

Eluso de modelos animales es frecuente en la com-
prension de procesos cuyo estudio en el hombre
es controversial; tal es el caso de trabajos que con-
templan obtencién de especimenes embrionarios,
donde es imperativo el establecimiento de estric-
tos protocolos reproductivos que posibiliten un
calculo preciso de la edad gestacional y con ello la
obtencién de muestras adecuadas (2).

El ratén, clase: Mamalia, orden: Rodentia, familia:
Muridae, género: Mus, especie: musculus, es conside-
rado por muchos investigadores un modelo animal
casi perfecto porque ademds de su talla pequena,
su corto tiempo generacional, ficil mantenimiento
y gran rendimiento a lo largo de todo el afio, su ge-
noma es muy similar al de los humanos. En el 2002,
cuando se hizo su secuenciacidn, se encontré que
posee mas del 99 % de genes conservados con el
hombre. Por otro lado, padece de sindromes muy
similares que lo convierten en un buen candidato
para el estudio de patologias como cancer, diabetes,
aterosclerosis, enfermedades endocrinas, disfun-
ciones neuroldgicas, entre otras (3). Es un mami-
fero de sangre caliente con habitos esencialmente

nocturnos y un comportamiento influenciado por
feromonas, con una dindmica sexual y social de-
pendiente de la interaccién de compuestos odori-
feros (4).

Las hembras se pueden reproducir en estado sal-
vaje desde la sexta semana, en tanto que la edad
minima reproductiva de los ratones de laboratorio
es de sesenta dias, con un tiempo de gestacién que
varia entre los diecinueve y veintiun dias. Poseen
un utero bicorne unido en su porcién caudal; pre-
sentan ciclo estral poliéstrico con duracién de cua-
tro a cinco dias; su primer estro puede darse a los
veinticuatro dias, pero la madurez sexual la alcan-
zan entre la séptima y la novena semana posnatal
(S). El ciclo estral puede ser dividido en cuatro fa-
ses: proestro, estro, metaestro y diestro; en cada
fase se pueden reconocer cambios morfoldgicos en
ovarios, tubas, utero y mamas. Estas etapas pueden
ser reconocidas por varios métodos, entre ellos,
la citologia vaginal, la medicién de la impedancia
eléctrica, la bioquimica de la orina y la observacion
visual de los genitales externos.

En hembras menores de quince meses, durante el
proestro, los foliculos antrales en expansion secre-
tan estrogenos que promueven la proliferacién y el
consecuente engrosamiento del epitelio vaginal;
en la citologfa se observan células epiteliales nu-
cleadas y pocos leucocitos. Esta caracteristica dura
alrededor de doce horas y en ella el orificio vaginal
posee un color rosado, es humedo y dilatado.

En el estro ocurre la ovulacién, la hembra aumen-

ta su receptividad, observaindose comportamien-
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tos proceptivos de busqueda del macho, asi como
lordosis, postura dorsoarqueada en respuesta a la
monta del macho, lo que permite la intromision
del pene en la vagina (esta postura se utiliza como
indice de receptividad sexual). La receptividad sexual
dura alrededor de trece horas, usualmente se libe-
ran entre diez y veinte évulos por ovulacion.

Debido a la caida de los niveles de estrogenos, la
capas mds externas del epitelio vaginal se querati-
nizan y descaman hacia el lumen. Por este motivo, el
frotis vaginal se caracteriza por grandes cantidades
de células cornificadas, irregulares y sin nicleo, dis-
minucién en las mitosis y ausencia de leucocitos.
Aqui el orificio vaginal se encuentra dilatado, me-
nos rosado que en la fase anterior.

En el metaestro existe secrecion de progesterona;
se observa descamacién de las células cornifica-
das (deterioro del epitelio) y se encuentran leuco-
citos en la capa superficial del epitelio vaginal. Este

momento dura aproximadamente veintitin horas.

En el diestro se presenta un marcado incremento
del nimero leucocitario y reduccién de la altura
epitelial. En el extendido se observan algunas cé-
lulas epiteliales nucleadas (inicio de la fase prolife-
rativa). Este estado dura entre 56 a 65 h aproxima-
damente (6).

El numero de individuos por camada es de seis a
dieciséis segun el grado de consanguinidad, edad y
cepa; estas caracteristicas determinan una de las me-
jores estructuras de produccién embrionaria/fetal
en el tiempo.

La formacién de tapén mucoso en el introito va-
ginal, como indicador de la fecundacién, brinda al
observador un pardmetro objetivo de este acon-
tecimiento que, combinado con observacién de
caracteristicas comportamentales y fisicas, propor-

cionan al investigador herramientas para tener preci-
sién en las edades embrionarias de las camadas (7).

En nuestro medio, especificamente para el caso
del bioterio de la Universidad del Valle, Cali, Co-
lombia, la disponibilidad de protocolos de aparea-
miento es limitada, por lo cual surge la necesidad
de estandarizar metodologias que sean utiles a los
futuros investigadores en el area de las ciencias
biomédicas con interés en la obtencién de biomo-

delos intrauterinos del Mus musculus.

El objetivo de este trabajo es presentar la construc-
cién de un protocolo de reproduccién que permitid
obtener especimenes embrionarios/fetales muri-
nos del biomodelo animal Mus musculus de los es-
tadios E15, B16, E17, E17.5, E18 y E18.5.

MATERIALES Y METODOS

Para el establecimiento del protocolo de reproduc-
cion, se solicitd al bioterio de la Universidad del
Valle, el suministro de los biomodelos. Se recibie-
ron veintitrés hembras y seis machos entre la sexta
y la octava semana de vida, con pesos estimados
de 40 g para las hembras y 50 g para los machos.
Todo el proceso de reproduccion se realizé en una
de las salas del bioterio dispuesta para el proyecto,
entre el 23 de diciembre del 2011 y el 1 de marzo
del 2012.

Los biomodelos se alojaron en jaulas de policarbo-
nato Arcare, con dimensiones de 44 cm x 20 cm
x 21 cm. Se utilizé viruta de madera para el cubri-
miento del piso. La alimentacién y el agua se sumi-
nistraron ad libitum. El manual del bioterio no tiene
establecida variacion en la alimentacion al momen-
to de la prefiez. El espacio donde se ubicaron los 29
biomodelos mantuvo las condiciones ambienta-
les de luz-oscuridad (12-12 h), temperatura entre
18-22 °C y humedad relativa ambiental de 55-65 %.
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Se utiliz6 un estante con cuatro niveles: el nivel in-
ferior se dispuso para las hembras prenadas y en los
niveles superiores se tenian las jaulas con los ma-
chos que se apareaban con las hembras.

El protocolo se organizé en cuatro etapas: 1) estable-
cimiento del patrén de identificacion para cada indi-
viduo; 2) formacién de los grupos de apareamiento;
3) evidencia de tapén mucoso vaginal y aislamiento,
y 4) verificacién de edades embrionarias y fetales.

Etapa 1. Establecimiento del patrén de
identificacién en cada espécimen

Todos los especimenes incluidos en la investiga-
cién tuvieron asignado un cédigo unico cuya es-
tructura estuvo determinada por una letra y dos
digitos. El primer cardcter correspondia a la letra
mayuscula H o M que designaba el sexo del espéci-
men; los digitos que acompanaban la letra indica-
ban el orden en que fueron rotulados.

Para la identificacion visual de las hembras, se di-
bujé un cardcter grafico en la cola; de esta forma un
simbolo relacionaba cada animal con su c6digo tni-
co. El patrén grafico estuvo compuesto por lineas
realizadas con marcador permanente. En los ma-
chos, por ser mds sensibles a estimulos olfatorios, se
omiti6 la simbolizacién grafica de los mismos en el
cuerpo; para su identificacion se asigné a cada jaula
un rétulo que contenia el cédigo de cada uno.

Etapa 2. Formacién de grupos

de apareamiento

Se utilizé el sistema reproductivo poligdmico o
harén. Durante el dia, los machos permanecieron
en jaulas individuales y las hembras se agrupa-
ron en cuatro jaulas; en subgrupos de cinco y seis.
Los apareamientos se planificaron para las horas
de oscuridad, de tal forma que a partir de las 7 p. m.
se tenian seis cubiculos nocturnos de reproduc-
cién, correspondientes a cada uno de los machos.

En el plantel de apareamiento, conocido como
harén las hembras, se trasladan a las jaulas de los
machos. En el protocolo disefiado, tres hembras
fueron trasladadas a cada jaula de los machos; las
cinco hembras restantes se agruparon en una mis-
ma jaula sin participar del contacto reproductivo;
el planteamiento inicial establecié que cuando las
reproducciones fueran exitosas se utilizarian estas
hembras en el proceso de apareamiento para com-
pletar nuevamente el harén de cada macho.

Pasadas ocho horas, se procedia a la revision del
drea genital en las hembras, para determinar pre-
sencia de tapon mucoso vaginal; quienes lo pre-
sentaban, eran llevadas a jaula individual. Aquellas
hembras a las que no se evidenciaba presencia del
tapon, se devolvian a sus jaulas, pues la cépula se
consideraba infructuosa.

Cada noche se vari6 el grupo de hembras en con-
tacto con los machos, por esta razén fue imperioso
el diligenciamiento riguroso de los esquemas re-
productivos. Esto constituy6 la guia para realizar la
rotacion de los biomodelos. Al completar un ciclo
de seis dias donde todos los machos fueron rotados
con hembras distintas, se otorgd dos dias de receso
al proceso de apareamiento, tiempo tras el cual se
reanudaron las actividades segtin lo descrito.

Etapa 3. Evidencia de tap6n mucoso
vaginal y aislamiento

La evidencia de tapon mucoso en el introito vaginal
de la hembra se consider el pardmetro decisivo para
apareamiento exitoso (figura 1). Se determiné obser-
var el drea genital de la hembra en la manana, pasadas
las ocho horas de contacto nocturno con el macho.

Para reconfirmacién de prefiez se tuvieron en
cuenta otras dos caracteristicas: a) cambios en com-
. . . “«© . .7 » .
portamiento, visualizados como “nidacién” a partir
del dia seis, y b) cambios fisicos, abultamientos
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laterales en la regién abdominal y palpacién fe-
tal, caracteres que se hacian evidentes aproxima-
damente al dia doce de la gestacién (figura 2) (7).

Se observa la presencia de abultamientos laterales
en la regiéon abdominal. La palpacién de dichas
masas moviles y el incremento significativo de
peso, acompanado de cambios comportamentales
en el animal, confirman la prefiez.

Una vez identificado el tapdn se procedia a aislar
a la hembra en jaula individual, rotulada con cé-

digo de la hembra, fecha (dd/mm/aa) y hora de
su visualizacion. De esta manera se prescindi6 de
marcaje grafico en cola. Permanecian en estas con-
diciones hasta el cumplimiento de la edad gesta-
cional de interés para la interrupcién de la prefiez
y posterior obtencion de los biomodelos embrio-
narios/fetales.

El proyecto cont6 con el aval del comité de ética
animal de la Universidad del Valle. De esta forma
los animales fueron mantenidos bajo la normativi-
dad vigente indicada en la Ley 84 de 1989.

Figura 1. Visualizacion de tapén vaginal como evidencia de apareamiento

A)

9

De izquierda a derecha se observa la consolidacién del tapén mucoso en el tiempo. A) Se evidencia un tapén vaginal de consistencia laxa, en

proceso de consolidacién dentro del introito vaginal. B) Al transcurrir tres horas se vuelve consistente mostrando un aspecto sélido. C) Tras

seis horas, se evidencia su reabsorcién casi completa.

Figura 2. Caracteres fisicos de la prefiez en una hembra con quince dias de gestacién
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REesuLTADOS

Las veintitrés hembras se sometieron al esquema de
apareamiento y de variacién periddica de este. Una
de las hembras debi6 ser sacrificada por orden del
veterinario (H21). En el primer ciclo de rotaciones
(seis dias de reproduccién y dos de descanso) no se
observo aparicién de tap6n vaginal en ninguna de las
hembras; solo a partir del segundo ciclo se evidencié
la primera gestacion. De las veintidés hembras, die-
ciocho se prenaron; en diez de ellas se confirmaron
los pardmetros determinados como evidencia y re-
confirmatorio de prefiez, presencia de tapon vaginal,
cambios en comportamiento y cambios fisicos. En
ocho hembras se determind la prefiez solo por carac-
teristicas comportamentales y fisicas (figura 3A).

El nimero minimo de especimenes por camada
fue de nueve; el nimero méximo fue de dieciséis,
para un total de 227 especimenes (figura 4).

El protocolo de reproduccion previamente descri-
to condujo a un 82 % de gestaciones en la pobla-
cién bajo estudio. De ellas, el 56 % correspondié a
la identificacion de tapén vaginal mucoso y recon-
firmacion posterior.

Para la obtencion de las edades embrionarias se
utilizaron dnicamente las diez hembras en que
se evidenci6 tapén vaginal y parametros recon-
firmatorios de prefiez. Para la determinacién de
la edad embrionaria se tom6 como dia 0 la ob-
servacion de tapon vaginal, asi, se obtuvo un total
de 73 embriones para las edades E15, E16, E17,
E17.5, E18, E18.5. Las ocho restantes entraron
en el grupo de obtenciéon de edades postnatales,
donde se tom6 como dia 0 el momento del par-
to. Para la verificacion de las edades se tuvo en
cuenta la descripcidn realizada en el atlas de Karl
Theiler (figura S).

Figura 3. Resultados de prefiez con presencia de tapon vaginal

Ausencia Presencia

10

No Si

A)

Ausencia Presencia
45,45%
18,18%
0,00%
No Si
B)

A) Se obtuvo un total de dieciocho prefiadas, de las cuales, en diez se confirmé prefiez por tapén vaginal y en todas por caracteristicas compor-

tamentales. En las cuatro no prefiadas nunca se present tap6n vaginal. B) La presencia de tapon vaginal se evidencié en el 45,45 % del total de

hembras expuestas a los machos; de este porcentaje en todas hubo reconfirmacién de prefiez, es decir, ninguna hembra presenté tap6n vaginal

sin prefiez. En el 36,36 % se determiné prefiez por cambios externos a partir del dia doce de gestacion. El 18,18 % de las hembras no present6

tap6n vaginal ni prefiez.
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Figura 4. Nomero de individuos por camada

4 4
3 3 3
2 2
I I 1
0 9 11 12 13 14 15 16

Figura 5. Caracteristicas externas de embrién de diecisiete dias

B)

A) Corresponde a un feto en estadio E17 obtenido de las hembras gestantes. B) Estadio 25, equivalente a dia embrionario 17, segin
Karl Theiler.
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Se pueden identificar las caracteristicas externas
relevantes: piel arrugada, gruesa; parpados fusio-
nados y gruesos; dedos de pies y manos paralelos;
desaparicion de hernia inguinal fisiologica.

Discusion

Obtener el numero de biomodelos en las edades
requeridas para las investigaciones biomédicas de-
pende de la efectividad del protocolo de reproduc-
cién que se utilice y este, a su vez, depende fun-
damentalmente del nivel de preparacién y anos de
experiencia que el personal encargado de la colo-
nia tenga alrededor del proceso reproductivo de los
murinos. En el protocolo aqui presentado se obtu-
vo un 82 % de gestaciones; valor que per se no se
compara con otros estudios debido a las caracte-
risticas propias en cuanto al numero utilizado. Al
realizar el cdlculo del PEI (Productivity Efficiency
Index), se determina un valor de 0,85, inferior al
esperado para la cepa (1,5), valor que podria de-
berse a factores como la endogamia yla edad de las
hembras, la cual, como lo reportan varios laborato-
rios de produccién de biomodelos (8), constituye un
determinante en la efectividad reproductiva. Si se
compara con el numero de camadas por hembra, se
puede corroborar el efecto que tiene la endogamia,
no solo en la efectividad reproductiva, sino especi-
ficamente en el nimero de camadas por hembra,
ya que el promedio de individuos por camada fue
de 10,5; valor que resulta inferior al esperado para
la cepa.

Por otro lado, en el bioterio donde se realizo el
proceso experimental, al momento de requerir los
biomodelos, se organizan los procesos de aparea-
miento de manera aleatoria basados en la influen-
cia del entorno social en la especie, mediante la
utilizacién de apareamiento aleatorio, tipo harén,
donde un macho se pone con dos 0 mds hembras.
Fundamentalmente se inducen y sincronizan los

ciclos estrales de las hembras teniendo en cuenta
el efecto Whitten, segn el cual se agrupan varias
hembras en cercania de un macho y son las fero-
monas excretadas por la orina del macho las que
actian sobre el eje hipotilamo-hipofisis-ovarios,
sincronizando el ciclo a partir del cuarto dia de la
exposicion (9). Este esquema es 1til en cuanto al
rendimiento reproductivo si se acompana de otras
estrategias como seguimiento del ciclo estral me-
diante citologia exfoliativa; sin embargo, en las
hembras Mus musculus es un proceso dispendio-
so que requiere pericia en la toma de la muestra,
pues el estimulo de la introduccién de la pipeta a
la vagina puede inducir estado de seudopreniez. En
especies como la rata hacer seguimiento de los ci-
clos estrales a partir de la citologia exfoliativa se
facilita por la anatomia de la vulva.

Para la determinacion de prefiez en los ratones Mus
musculus en el protocolo, el método definido fue
la observacién de tapén vaginal (una mezcla de las
secreciones de las glandulas sexuales del macho,
con secreciones vaginales). La visualizacion de este
hallazgo resulté compleja en las fases iniciales. Asi,
en la primera semana de inicio no se evidenci6 pre-
sencia de tapon vaginal en ninguna hembra, lo cual
podria explicarse por falta de madurez sexual de
los biomodelos suministrados, pues la especie Mus
musculus alcanza la madurez sexual entre la quinta y
la octava semana de edad; las hembras un poco més
temprano. Por otro lado, se debe reconocer que al
inicio del proceso, la experticia del observador es
muy importante para su determinacion.

La formacién del tapon vaginal es variable en cada
individuo y se encuentra sujeto a aspectos como la
produccién de secreciones (tanto en el macho como
en lahembra), el tiempo que lleve en el introito va-
ginal yla capacidad del observador para diferenciar
este caracter de la presencia simple de moco en di-
cha zona. Su efectividad como predictor de prefiez
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es alta. Los estudios clasicos de Snell (10) mos-
traron una efectividad del 80 al 90 %. En nuestro
protocolo su efectividad fue del 100 %; en todas
las hembras que lo presentaron se pudo confirmar
prefez por pardmetros reconfirmatorios. En aque-
llas hembras donde solo se evidenci6 prefiez por
parametros fisicos, se asume que hubo presencia de
tapon vaginal, pero su periodo de duracién pudo
ser mas corto o se presentd confusion por parte del
observador. La sola presencia de tap6n vaginal no
garantiza la prenez, pues durante el periodo de pre-
implantacion el Mus musculus es extremadamente
sensible a los cambios fisicos y del entorno, lo cual
puede llevar a la interrupcion de la gestacién, o a lo
que también se conoce como bloqueo de la gesta-
cién. Dos son los factores principales considerados
precipitantes de este bloqueo: el primero, el efecto
Bruce, se produce por la exposicion de la hembra
al olor urinario de un macho desconocido en el pe-
riodo postapareamiento. Estas sefiales provienen
de péptidos del complejo mayor de histocompa-
tibilidad (MHC) en la orina del macho extrafo
(10). El segundo factor es el cambio en el entorno
de la hembra, por ejemplo, el aumento del ruido.
Los roedores tienen un espectro de sonidos audi-
bles con sensibilidad maxima a frecuencias que son
inaudibles al humano. Los efectos del sonido en su
fisiologia y comportamiento dependerdn no solo
de su intensidad (volumen), frecuencia, duracién y el
potencial de vibracion, sino también en la edad y
la capacidad auditiva de la cepa; los cambios en los
olores son también importantes precipitantes de
bloqueos en periodo preimplantacional, pues con-
llevan sobrestimulo al sistema nervioso vegetativo.
De ahi la importancia que tiene para el personal
encargado del bioterio y los investigadores cono-
cer sobre influencias del entorno en el comporta-
miento reproductivo de los murinos (10-13).

El 13,64 % equivale a cuatro hembras que no pre-
sentaron tapoén vaginal ni prenez, a pesar de estar
en edad reproductiva fértil. Esto puede estar re-

lacionado con el estrés hormonal al que fueron
sometidas cada noche. El estrés tiene un efecto
supresor sobre la funcién y el comportamiento
de la hembra y puede causar interrupcién de la
ovulacidn, deterioro de la maduracién uterina ne-
cesaria para la implantacién o inhibicién del com-
portamiento preceptivo. Pudo deberse también a
induccién del efecto Bruce por no reconocimiento
del tapon vaginal, por lo cual no se aislaban y con-
tinuaban en contacto con diferentes machos cada
noche (14-15).

El proceso de obtencién de los biomodelos em-
brionarios y posnatales requeridos en el protoco-
lo de investigacion se inici6 con el marcaje de las
hembras, debido a que esto es fundamental para el
establecimiento de los esquemas de apareamiento
moviles organizados en cada noche. Los machos
se identificaron directamente en las jaulas indivi-
duales. Existen muchos métodos para la sistema-
tizacion de la identificacién, tales como agujeros
en oreja, amputacién de un dedo, tatuajes en cola,
marcas en el pelo y aplicacién de grapas metalicas
numeradas, los cuales pueden ser temporales, se-
mitemporales o permanentes, pero es condiciéon
de todos que causen el menor disconfort y que no
interfieran con el normal funcionamiento del animal.
Elprocedimiento de eleccién para la identificacion
en el bioterio es el marcaje con grapas metdlicas
numeradas. Para el trabajo no se consideré necesa-
rio este sistema, pues el tiempo de la investigacién
no era muy largo; por lo tanto, se pensé en un siste-
ma de marcaje temporal. Inicialmente se realizaron
marcas en el cabello; sin embargo, la manipulacién
del ratén resulté dificil, pues su inmovilizaciéon
completa le generaba estrés y ademdas tomaba mu-
cho tiempo. El método de eleccién fue el marca-
je temporal, el cual, segun el reporte de Kasanen
y colaboradores, fue el método de predileccion,
pues no conlleva cambios en los pardmetros car-
diovasculares (16).
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Al utilizar este sistema se debe tener en cuenta que
las tintas no pierdan sus cualidades. Las pocas du-
raderas se desvanecen y debe realizarse semanal-
mente el proceso de identificacién. Por otro lado,
para disminuir la posible influencia del compuesto
odorifero presente en el marcador, el proceso se
debe ejecutar en las horas de la mafiana, de tal for-
ma que en las noches, cuando la hembra entra en
contacto con el macho, no esté presente dicho esti-
mulo (17). Al observar presencia de tapén mucoso
vaginal se suspendia el marcaje corporal y la iden-
tificacion se realizaba directamente en la caja donde
pasaria su prefiez.

En el diseno y la ejecucion del protocolo se tu-
vieron en cuenta los principios de las tres R, esta-
blecidos por Russell y Burch, y reconocidos en la
normatividad sobre experimentacién con biomo-
delos. Por esta razdn, para las edades postnatales,
el momento del parto se consideré como PO. Para
optimizar el uso de los biomodelos y evitar sacrifi-
cios innecesarios, cada camada de neonatos se or-
ganizd en subgrupos de cuatro (seleccionados por
similitud en peso). Cada subgrupo se usé para la
obtencién de una edad posnatal distinta.

CONCLUSIONES

Obtener edades embrionarias del ratén Mus muscu-
lus o de otra especie de murinos, donde el investi-
gador tenga la certeza de ella, requiere el estableci-
miento de un protocolo de reproduccion riguroso,
con optimizacién del tiempo de reproduccion.
Para lograr estos objetivos es necesario tener expe-
riencia y conocimiento de los procesos reproduc-
tivos de la especie, particularmente del ciclo estral,
de los métodos de identificacion de las fases, los
modelos de apareamiento, el reconocimiento de
las caracteristicas de prefez; hay que tener el com-
promiso del respeto por los derechos del animal,

garantizar el buen trato y la aplicacién de los prin-
cipios éticos.

Los apareamientos programados son utiles cuando
se requiere obtener embriones de una etapa preci-
sa, para tener precision en la fecha de nacimiento,
o para producir ratones pseudoprenadas para la
transferencia de embriones o la inseminacién arti-
ficial. Para aumentar el rendimiento reproductivo
se recomienda utilizar métodos de seguimiento
del ciclo estral de los biomodelos, sin importar el
sistema de cria que se utilice. El proceso de apa-
reamiento en condiciones de laboratorio se debe
iniciar entre la sexta y la octava semana.
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