JOURNAL OF
BASIC AND APPLIED GENETICS

ISSN: 1852-6233

Empleo de un modelo murino original de
Argentina en la caracterizacion de fenotipos
complejos

Lucila I. Hinrichsen y Ricardo J. Di Masso

Instituto de Genética Experimental, Facultad de Ciencias Médicas,
CIC-UNR, Universidad Nacional de Rosario.

Santa Fe 3100 - Rosario (S2000KTR)
Argentina

lhinrich@unr.edu.ar

ABSTRACT

The laboratory mouse (Mus musculus) is a species widely used as a model organism in diverse areas of Biology. This
species is considered an almost perfect model system because of its short generation interval, simple breeding strategies and
high biotic potential; these, as well as other characteristics, make the mouse an almost unique resource in experimental ge-
netics. The Instituto de Genética Experimental, Facultad de Ciencias Médicas, Universidad Nacional de Rosario developed
several lines of mice in long-term divergent selection experiments on body conformation. Due to the joint effects of selective
breeding for more than 100 generations, a correlated response to selection, non-directional effects of inbreeding and genetic
drift, and the appearance of new mutations, each line fixed different allelic combinations. Morphometric studies of the he-
mimandible and the femur corroborated the feature of singular genotype attributed to each line. This is why the lines of this
colony became an attractive murine model to study complex genetic traits such as growth, development and body composi-
tion, muscle contractile properties, resistance to parasitosis, susceptibility to mammary spontaneous carcinogenesis as well
as the influence of the host on the growth of a transplantable mammary adenocarcinoma. The results obtained demonstrate
that these lines are a source of significant genetic variance in all the characters analyzed.
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RESUMEN

El raton de laboratorio (Mus musculus) es una especie ampliamente utilizada como organismo modelo en diversos
campos de la Biologia. Esta especie esta considerada como un modelo animal practicamente perfecto no sdlo por su corto
intervalo generacional, facil mantenimiento y alto potencial bidtico, sino también por otras caracteristicas que, sumadas, lo
hacen una opcion casi unica para la genética experimental. El Instituto de Genética Experimental de la Facultad de Cien-
cias Médicas de la Universidad Nacional de Rosario cuenta con lineas de ratones obtenidas en experimentos de seleccion
divergente por conformacion corporal que han fijado distintas combinaciones alélicas, debido a los efectos conjuntos de la
cria selectiva por mas de 100 generaciones, la respuesta correlacionada a la seleccion, los efectos no direccionales de la en-
docria y la deriva génica, y la aparicion de nuevas mutaciones. Este caracter de genotipo singular atribuido a cada linea fue
corroborado por estudios morfométricos de la hemi-mandibula y el fémur. Por ello, las lineas de esta colonia constituyeron
un modelo murino atractivo para el estudio de rasgos genéticos complejos tales como crecimiento, desarrollo y composicion
corporal, propiedades contractiles del musculo, resistencia a las parasitosis, susceptibilidad a la carcinogénesis espontanea
de mama asi como la influencia del hospedero en el crecimiento de un adenocarcinoma de mama transplantable. Los resulta-
dos obtenidos ponen en evidencia que estas lineas son una fuente de variancia genética significativa en todos los caracteres
analizados.

Palabras clave: modelo murino, crecimiento, parasitos, cancer de mama

Journal of Basic & Applied Genetics | 2010 | Volume 21 | Issue 2 | Article 7



2 Modelo murino y fenotipos complejos

EL RATON DE LABORATORIO COMO
MODELO ANIMAL

El raton de laboratorio (Mus musculus) es una
especie ampliamente utilizada como organismo
modelo en diversos campos de la Biologia. Su im-
portancia en la investigacion de temas relacionados
con la salud humana, como modelos espontaneos
o inducidos de enfermedades genéticas congéni-
tas o esporadicas y con el mejoramiento animal se
encuentra profusamente documentada. Aunque las
conclusiones obtenidas a partir de estos estudios
no pueden ser extrapoladas directamente a la espe-
cie humana ni a las especies productivas de interés
econdmico, las mismas resultan de utilidad para
desentrafiar aspectos basicos de los diferentes pro-
cesos que dan origen a fenotipos complejos y que
son comunes a diferentes especies. En muchos sen-
tidos esta especie esta considerada como un modelo
animal practicamente perfecto debido no sélo a su
corto intervalo generacional, facil mantenimiento y
alto potencial bidtico, sino también a otras carac-
teristicas que, sumadas, lo hacen una opcidn casi
Unica para la genética experimental. Entre esas ca-
racteristicas merecen citarse la de soportar bien la
consanguinidad, lo que permite obtener poblacio-
nes virtualmente homocigotas para todos sus loci
por medio de la endogamia, la de ser una especie
inusual en el sentido de que es posible generar hi-
bridos viables y fértiles entre las cepas de labora-
torio y diversas especies de origen silvestre y, por
ultimo, la posibilidad de producir alteraciones here-
dables del genoma casi a pedido mediante técnicas
de transgénesis o de knock-out génico (Benavides y
Guenet, 2003).

EL MODELO CBi-IGE
Origen de las lineas de ratones CBi-IGE

En el ano 1977, en la Facultad de Ciencias Mé-
dicas de la Universidad Nacional de Rosario, Ma-
ria Teresa Font comenzo, a partir de una poblacion
de ratones de la cepa CBi, un proceso de seleccion
artificial por conformacion corporal, con el objeto
de obtener cuatro lineas que difirieran en forma y
tamafio corporal. La cepa CBi, que fue generada en
el Centro de Biologia del Departamento de Cien-
cias Fisiologicas de la institucion mencionada por
el Dr. Osvaldo Garrocq, mediante cruzamientos en
los que participaron animales de las cepas BALB,

Rockland, Swiss y NIH, se ha mantenido como una
poblacioén de cria libre.

Indice de seleccion: Generacion de las li-
neas CBi-IGE

Como criterio selectivo se utilizaron los caracte-
res peso corporal (X) y longitud caudal (Y), medidos
ambos a los 49 dias de edad, con aproximacion al
gramo y al milimetro respectivamente. El peso cor-
poral a una edad determinada o el aumento de peso
entre dos edades dadas son variables de facil medi-
cion, con buena heredabilidad y de indudable impor-
tancia en produccion animal y, por esta razon, han
sido utilizadas ampliamente como caracteres de cre-
cimiento en las investigaciones genéticas llevadas a
cabo con ratones. Goodale (1938) fue el primero en
demostrar la posibilidad de seleccionar poblaciones
de ratones utilizando como criterio el peso corporal.
Este trabajo pionero puso en evidencia que la va-
riancia fenotipica para dicho cardcter en esa especie
era, al menos parcialmente, de naturaleza genética
aditiva. Desde entonces, la seleccion artificial ha
demostrado ser una herramienta efectiva para lograr
cambios significativos en la biomasa producida.

La longitud caudal también ha sido un caracter
de importancia en los estudios genéticos del creci-
miento en ratones de laboratorio. En 1954, Falco-
ner informo la primera corroboracion empirica de
la teoria de la respuesta correlacionada a la selec-
cion en el ratoén (Falconer, 1954). Basado en infor-
macion disponible que demostraba que los ratones
seleccionados por alto peso tenian colas de mayor
longitud que aquellos con seleccion negativa para
peso corporal, Falconer selecciond un par de lineas
en forma divergente por su peso corporal a las seis
semanas de edad y otro par de lineas en forma di-
vergente por su longitud caudal a la misma edad,
originadas de la misma poblacién base. En cada par
de lineas estudio la respuesta directa para el carac-
ter seleccionado y la respuesta correlacionada en el
caracter no seleccionado y obtuvo dos estimacio-
nes independientes y practicamente coincidentes
de la correlacion genética entre los dos caracteres.
En la misma época, utilizando los mismos carac-
teres, Cockrem (1959) establecid que la existen-
cia de una correlacidon genética significativa entre
ellos no constituia un impedimento para seleccionar
por combinaciones opuestas al signo de la misma.

Tanto en el raton como en la rata, la longitud cau-
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dal ha sido propuesta y utilizada como un estimador
de lalongitud del esqueleto (Baker y Cockrem, 1970;
Reuter, 1976; Hetzel y Nicholas, 1986) y, dada su co-
rrelacion con el peso corporal (Falconer, 1954; Coc-
krem, 1959; Rutledge ef al., 1973) la combinacion
de ambas variables puede ser utilizada para definir
una nueva variable: la conformacion de un animal.

El término conformacidon presenta un signi-
ficado demasiado amplio cuyos alcances pueden
restringirse en funcion de los propositos del estu-
dio. En el contexto de la seleccidon practicada, y
de acuerdo con el criterio de seleccion utilizado,
las diferencias de conformacion se consideraron
inicialmente como diferencias en la cantidad de
biomasa -estimada a partir del registro del peso
corporal- sustentada por unidad de longitud del
esqueleto -evaluada a partir de la medicion de la
longitud caudal- o por unidad de peso del mismo.

El diagrama de dispersion resultante de graficar
en forma conjunta los valores de ambas variables
registrados en machos y hembras de la poblacion
base por separado, se dividid en cuatro sectores
mediante dos perpendiculares que intersectan a los
ejes de coordenadas en los valores promedio de las
variables consideradas. Los individuos ubicados
en cada uno de los cuatro cuadrantes resultantes se
identificaron mediante dos formas alternativas de
un indice selectivo y dieron origen a las cuatro li-
neas (Di Masso et al., 1991), dos de las lineas se
seleccionaron en el mismo sentido de la correlacion
genética entre el peso corporal y la longitud cau-
dal (seleccion divergente agonistica): linea CBi+,
animales de tamafio grande con alta biomasa (alto
peso) distribuida en un esqueleto largo (cola larga)
y linea CBi-, animales de tamano pequefio, con bajo
peso y cola corta. Las otras dos lineas se seleccio-
naron en sentido contrario al signo de la correlacion
entre los dos caracteres mencionados (seleccion di-
vergente antagdnica): linea CBi/C, animales de con-
formacion compacta (alto peso y cola corta) y linea
CBi/L, animales de conformacion longilinea, (bajo
peso y cola larga). La linea CBi original se man-
tuvo como testigo contemporaneo sin seleccion.

En todas las lineas seleccionadas se practico
endogamia por limitacion del nimero de indivi-
duos. Los valores de endogamia tedrica promedio
para cada linea, en la generacion 75, fueron: CBi- =
0.9593 y CBi+ = 0.9829, para la seleccion agonisti-
ca; CBi/L=0.9726 y CBi/C = 0.9835, para la selec-

cion antagonica y 0.9639 para la linea testigo (CB1).

En la actualidad, todas las lineas han su-
perado las 100 generaciones de cria selectiva.

La aplicacion de técnicas estadisticas multi-
variadas a un conjunto de medidas lineales pre-
establecidas efectuadas sobre la hemi-mandibula
derecha de animales machos y hembras de los
cinco genotipos permitié efectuar el agrupamiento
y posterior discriminacion exitosa de los diferen-
tes grupos genéticos, corroborando las diferen-
cias genéticas entre ellos (Di Masso et al., 1997).
Resultados similares se obtuvieron utilizando el
perfil morfométrico del fémur (Di Masso et al.,
2007), un hueso que, a diferencia de la mandibu-
la, cumple funciones de sostén y esta directamente
relacionado con el criterio de seleccion utilizado.

Caracterizacion del patron de crecimiento.
Enfoques dimensional y del desarrollo, y
composicion corporal

Los efectos de la modificacion de la conforma-
cion corporal se estudiaron en términos de creci-
miento dimensional (curvas de crecimiento), com-
posicion corporal (deposicion de grasa y ceniza
corporal) y del desarrollo (relacion miisculo-hueso).

Desde un punto de vista dimensional, el ajuste
de las curvas de crecimiento con la funcion logis-
tica (Di Masso et al., 2004) permitié observar en
las lineas CBi/C y CBi- el comportamiento espe-
rado de los estimadores de los parametros de peso
corporal asintético y tasa de maduracion para peso
corporal, de acuerdo a la correlacion genética ne-
gativa entre ambos. CBi/L y CBi+, por su parte,
mostraron ciertas particularidades dado que en el
primer caso la seleccién por bajo peso corporal
estuvo acompafiada de una menor tasa de madu-
racién mientras que en el segundo la seleccion por
alto peso corporal no modifico la tasa de madura-
cion con respecto a la poblacion testigo. En rela-
cion con el criterio selectivo, antagénico o agonis-
tico respecto de la correlacidon positiva entre peso
corporal y longitud caudal, la respuesta observada
seria el resultado de la utilizacion de diferentes
fuentes de variancia para peso corporal: una inver-
samente asociada con la tasa de maduracion (selec-
cion agonistica) y otra independiente de la tasa de
maduracion (seleccion antagdnica) indicando que
la variancia genética para tamafio asintotico es al
menos parcialmente independiente de la variancia
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genética para la tasa de maduracion y que, mediante
un criterio de seleccion adecuado, es posible mo-
dificar la trayectoria de la curva de crecimiento.

Desde el punto de vista de la composicién cor-
poral, el estudio del patron de deposicion de grasa
con el modelo alométrico de Huxley (Trumper et
al., 1989; Di Masso et al., 1992) puso en eviden-
cia que el mismo se encontraba influenciado por el
sexo. Los machos presentan un patron de deposi-
cion de grasa peso-dependiente y, en este sexo, la
seleccion por peso habria operado casi exclusiva-
mente sobre variancia genética relacionada con el
consumo. Las hembras, por su parte, muestran un
patréon de deposicion edad-dependiente. Dado que
comienzan a deponer grasa en forma significativa
antes que los machos, la seleccion por peso permi-
tio ejercer presion de seleccion sobre la particion
de la energia destinada a la deposicion de grasa o
de tejido magro. Este efecto del sexo estaria aso-
ciado con la eficacia bioldgica en tanto la com-
posicion corporal de las hembras, en particular el
contenido de grasa corporal, guarda estrecha rela-
cion con el desarrollo puberal y con la consecucion
y mantenimiento de las funciones reproductivas.

El estudio alométrico de la deposicion mineral
en las lineas con seleccion antagonica (Di Masso
y Font, 1993) llevd a postular una determinacion
genética independiente para los parametros de la
funcion de Huxley, junto con la hipdtesis que la
misma afectaria el caracter en dos etapas: un grupo
de genes regularia los cambios posicionales de la
curva alométrica en la etapa embrionaria sin afec-
tar la pendiente alométrica posnatal, mientras que
un segundo grupo regularia el valor de dicha pen-
diente. Los resultados derivados de estudios mor-
fométricos del esqueleto en general y del fémur en
particular (Di Masso et al., 1991a, 1998) llevaron a
considerar la interrelacion entre al menos tres fac-
tores: el crecimiento longitudinal del hueso, la re-
lacion entre el espesor cortical y el diametro de los
huesos largos y la calcificacion del hueso. Si bien
los huesos largos presentan una predisposicion de
base genética a alcanzar una determinada longi-
tud, la misma puede ser modificada por seleccion
artificial. El espesor cortical, por su parte, estaria
directamente relacionado con la biomasa susten-
tada. Por ultimo, si bien la deposicion mineral no
acompaiia a las modificaciones de la demanda fun-
cional del esqueleto, como la seleccion artificial

afectaria en forma separada la calidad del material
y el disefio arquitectonico de los huesos (Di Masso
et al., 1997b), las modificaciones arquitectonicas
permitirian sobrellevar las modificaciones observa-
das en calidad del material mineral que se depone.

El estudio de las modificaciones en el sistema
de sustentacion corporal (Di Masso, et al., 1997a;
Hinrichsen et al., 1999) permitié constatar que la
inclusion de la seleccion antagonica en el disefio del
experimento puso de manifiesto mecanismos gené-
ticos que no se hubieran observado si solo se hubie-
se analizado la respuesta a la seleccion agonistica.
En este sentido, los resultados sugieren que el peso
de los huesos puede modificarse como respuesta di-
recta a la seleccion por la longitud del esqueleto,
tal como lo indican los cambios observados en los
genotipos con seleccion agonistica, pero dicha res-
puesta solo es posible cuando la modificacion “pro-
ducto de la seleccion” es compatible con la funcion
de sostén, segtin lo indican los genotipos con selec-
cion antagonica. El genotipo CBi/L sustenta menor
biomasa tanto por unidad de peso como por unidad
de longitud de su esqueleto, mientras que CBi+ sus-
tenta mayor biomasa también evaluada con cual-
quiera de los dos criterios. El mayor peso de los
huesos de los animales CBi/L con respecto a CBi,
es consecuencia de la seleccion positiva para la lon-
gitud del esqueleto, al igual que en CBi+, s6lo que
en el primer caso la biomasa a sustentar no requiere
huesos mas pesados. Por el contrario, el genotipo
CBIi/C, con seleccion positiva por peso corporal, no
mostro la respuesta esperada a la seleccion negati-
va por longitud del esqueleto. Los animales de este
genotipo no redujeron el peso de sus huesos con
respecto a CBi ya que los mismos deben afrontar
una mayor demanda mecanica, hecho si observado
para el peso absoluto de los huesos en CBi-, genoti-
po que fue seleccionado para esqueleto corto y para
bajo peso corporal. Esta respuesta diferencial a la
seleccion por longitud del esqueleto en funcion de
la presion de seleccion para peso corporal seria una
de las estrategias que se ponen en juego en la regula-
cion de la masa dsea final ya que se ha observado en
estos mismos genotipos que existen otros mecanis-
mos genéticos que afectan la calidad arquitectonica
del hueso y que compensarian biomecanicamente a
estos huesos en su funcion de sostén. La importan-
cia de la funcién de sostén del hueso en estas res-
puestas se vio corroborada por el comportamiento
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de la mandibula que, al no estar involucrada en di-
cha funcién, modifico su peso en funcion de la pre-
sion ejercida sobre el peso corporal, independiente-
mente de la aplicada sobre el tamafio del esqueleto.

Por ultimo, el estudio de las relaciones musculo-
hueso caracterizadas en términos del peso del mus-
culo gastrocnemio y del peso y la longitud del fémur
y la tibia e interpretadas en base a la hipotesis que
el aumento de la tension generada por el crecimien-
to longitudinal del hueso produce un aumento de la
masa muscular que en €l se inserta (Di Masso et al.,
2004) mostrd que si bien tanto los animales CBi+,
CBi/C y CBIi/L alargaron sus huesos, s6lo aquellos
seleccionados simultaneamente por alto peso corpo-
ral (CBi+ y CBi/C) tuvieron huesos mds pesados.
CBi+ y CBi- mostraron las diferencias esperadas en
longitud de los huesos y peso del musculo, CBi/Cy
CBIi/L presentaron huesos de igual longitud asocia-
dos a musculos de diferente peso. El criterio antago-
nico permiti6 confirmar la posibilidad de modificar
la relacion genética entre longitud del hueso y peso
del musculo haciendo posible alargar los huesos se-
leccionando por esqueleto (cola) largo y, al mismo
tiempo, evitar el efecto correlacionado sobre el peso
del musculo, seleccionando por bajo peso corporal.

Las particularidades observadas en la respuesta
de la longitud del fémur ante las diferentes combi-
naciones entre biomasa a sustentar y base de sus-
tentacion o6sea (Di Masso et al., 2007) llevaron a
postular a este conjunto de lineas como un material
de interés para la identificacion de QTLs relacio-
nados con el crecimiento longitudinal del fémur.

En la actualidad se ha comenzado la caracteri-
zacion de las propiedades contractiles, estructura-
les y metabdlicas de distintos grupos musculares
en individuos de las diferentes lineas (Rios et al.,
2009). Las variaciones en la poblacion de fibras
musculares han sido caracterizadas en numerosos
estudios como indicadores de utilidad en la eva-
luacion de la calidad de la carne en especies pro-
ductivas (Karlsson et al., 1993; Lefaucheur, 2003;
Picard et al., 2003) asi como en modelos animales
(Burkholder et al., 1994) en investigaciones biomé-
dicas dado que las propiedades bioquimicas de los
diferentes tipos fibrilares son determinantes en las
adaptaciones funcionales ante determinados reque-
rimientos posturales y motores. Estudios recientes
(Guderley et al., 2008) han descrito modificaciones
en la capacidad metabolica del misculo gastrocne-

mio, tanto en la via glicolitica como en la oxidativa,
junto con otros cambios tendientes a facilitar una
actividad muscular aerdbica sostenida, en ratones
seleccionados por elevada actividad motora volun-
taria. También se ha observado una disminucion de
la miosina tipo IIb y de las fibras IIB en el musculo
tibialis anterior de ratones de fenotipo mini-muscu-
lo obtenidos a partir de lineas seleccionadas por ele-
vada actividad (Bilodeau et al., 2009). Los ratones
de la colonia CBi-IGE, como resultado del criterio
de seleccion utilizado, se diferencian en la bioma-
sa sustentada por unidad de peso de sus esqueletos
por lo que constituyen un modelo potencialmente
valioso para estudios cualitativos de los musculos.

Como parte de la caracterizacion general de
estas lineas, y teniendo en cuenta la profusa evi-
dencia experimental vinculada con la presencia
de respuestas correlacionadas a la seleccion por
peso sobre caracteres reproductivos, las mis-
mas han sido estudiadas también en aspectos
relacionados con la fertilidad femenina (Muzu-
lin et al., 1999) y masculina (Silva et al., 2002).

Resistencia/susceptibilidad a parasitos

Los parasitos gastrointestinales infestan a una
considerable proporcion de la poblaciéon humana
mundial y constituyen un severo problema en la
salud animal. Aunque raramente causan la muerte,
suelen estar asociados a niveles elevados de mor-
bilidad e imponen una carga econdmica importante
en las areas donde la infestacion es endémica. El
estudio de como el genotipo del hospedero con-
diciona el desarrollo de una infeccion parasitaria
constituye un aspecto importante del conocimiento
sobre la interrelacion hospedero-parasito, permi-
tiendo determinar qué caracteristicas del hospedero
influyen en el establecimiento de una parasitosis.

En los criaderos convencionales los rato-
nes estan rodeados de agentes infecciosos que,
mas alla de no formar parte de una flora normal,
son capaces de establecerse en ellos. Entre estos
patdégenos naturales se encuentran los enteropa-
rasitos cuyo entorno total esta constituido por las
distintas porciones del intestino. Es en ese ambito
donde comienzan las primeras interacciones hués-
ped-parasito y donde se establece un compromiso
bioldgico que permita la supervivencia de ambos.
El genotipo del hospedero determina el tipo y ni-
vel de respuesta, como la respuesta inmune innata o
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adquirida, y condiciona asi la resistencia o suscep-
tibilidad para el establecimiento de la infeccion. La
gran cantidad de factores, intrinsecos y extrinsecos
que intervienen en la relacion hospedero-parasito
son los responsables de las diferencias encontradas
en la susceptibilidad a las infecciones parasitarias.

Estas particularidades permitieron el estu-
dio de la diversidad y cantidad de la enteropa-
rasitosis natural en ratones adultos de la colo-
nia CBi-IGE. En los estudios parasitologicos se
identificaron so6lo cuatro especies de parasitos:
los protozoarios Trichomonas muris y Spironu-
cleus muris y los nematodos Syphacia obvelata
v Aspiculurus tetraptera (Vasconi et al., 2008).

T. muris se observo parasitando todos los rato-
nes de la linea CBi/C y aproximadamente la mitad
de los ratones CBi, en ambos sexos. Todos los rato-
nes CBi- presentaron una alta carga parasitaria de S.
muris. Este parasito se hallo en las otras lineas pero
en menor proporcion y menor carga parasitaria. Con
respecto a estos dos protozoarios se observo efecto
del genotipo pero no del sexo: ante una exposicion
continua todas las lineas fueron susceptibles a S.
muris; CBi- resulto el genotipo mas susceptible ya
que mostrd la mayor proporcion de animales para-
sitados y la carga parasitaria mas alta. Con respecto
a T. muris, el genotipo menos resistente fue CBi/C.

Todos los ratones examinados presentaron S.
obvelata. Asimismo, A. tetraptera se encontrd en
todas las lineas, observandose diferencias entre
genotipos y entre sexos dentro de genotipos en la
proporcion de animales parasitados. Los machos y
hembras CBi+ y los machos CBi/L fueron los mas
resistentes. Solo se observo diferencia entre sexos
para A. tetraptera en la linea CBi/L. La carga pa-
rasitaria (nimero total de helmintos) también mos-
tr6 efecto del genotipo y del sexo. La linea CBi y
los machos CBi- fueron los mas susceptibles. Las
hembras fueron en general mas resistentes que los
machos, aunque esta diferencia sélo fue significa-
tiva en CBi+, CBi- y CBi. No se observo asocia-
cion entre la proporcion de ratones parasitados y
la magnitud de la carga parasitaria. Los resultados
indican que, ante una exposicion natural continua
a helmintos, ningin genotipo fue capaz de resis-
tir totalmente la infeccion. Puesto que los ratones
de las distintas lineas estuvieron expuestos a los
mismos factores ambientales, y los helmintos no
se reproducen dentro del hospedero, el ntimero

de organismos encontrados estimaria la resisten-
cia del hospedero ante esta infeccion parasitaria.

En este modelo experimental, que se caracte-
riza porque los ratones se enfrentan a una exposi-
cion continua de un numero relativamente bajo de
elementos parasitarios infectantes, las diferencias
genotipicas entre las lineas se expresan temprana-
mente. El estudio de la enteroparasitosis natural
en ratones prepuberes CBi-IGE mostr6 diferencias
cuali y cuantitativas semejantes a las halladas en los
ratones adultos, aunque con menor significado esta-
distico (Vasconi et al., 2008a). Esto puede ser con-
secuencia de un tamafio muestral pequefio asociado
auna gran variabilidad en los caracteres estudiados.
Las cargas de protozoarios fueron altas atn en li-
neas con baja proporcion de animales infectados,
debido, probablemente, a que en esta etapa del de-
sarrollo la maduracion del sistema inmune todavia
no se ha completado. La carga de helmintos mostro
diferencias significativas entre genotipos: CBi fue
el mas parasitado y CBi+ y CBi/C los menos pa-
rasitados. Al igual que en los ratones adultos, los
animales preptberes se mantuvieron asintomaticos
independientemente de la carga parasitaria. El nivel
sérico de 6xido nitrico, producido por los macrofa-
gos y células endoteliales luego de una estimulacion
inmunoloégica y mediador de la respuesta inmune,
no constituy6 un factor importante en la resistencia/
susceptibilidad a la enteroparasitosis natural. Debi-
do a su rol dual este mediador es capaz de inducir
tanto respuestas de proteccion como patologicas,
por lo que la falta de asociacion entre los niveles
de oxido nitrico y las cargas parasitarias indicaria
una modulacién de los mecanismos de defensa ten-
dientes a lograr una convivencia armoénica entre
hospedero y parasito: la resiliencia fue de distinto
grado para cada linea, ya que se observo con di-
ferentes cargas parasitarias (Vasconi et al., 2007).

Las diferencias en la carga parasitaria entre ge-
notipos, y entre sexos dentro de genotipo, indican
la existencia de un control genético del hospedero
para limitar el establecimiento de las larvas inge-
ridas, controlar la expulsion de los gusanos adul-
tos y la fecundidad de las hembras, lo que incidi-
ria en la capacidad de diseminacion del parasito.
El grado de susceptibilidad estaria relacionado, en
parte, con el tipo de respuesta inmune que el hos-
pedero pone en juego para defenderse del parasi-
to. Por otro lado, en el lapso estudiado, no se ob-
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servo sintomatologia asociada a la magnitud de la
carga parasitaria, lo que sugiere que los genotipos
también diferirian en el grado de tolerancia y elas-
ticidad para estas parasitosis, o que la carga méaxi-
ma observada se encontraria por debajo del um-
bral necesario para producir sintomas detectables.

El genotipo CBi/L fue, en general, el mas resis-
tente, comportamiento que también fue observado
en el raton adulto, en infecciones experimentales
con Heligmosomoides polygirus y Trypanosoma
cruzi (Vasconi et al., 2008). Estas diferencias ge-
néticas se expresan tempranamente, pues se obser-
varon tanto en ratones impuberes como en adultos.

Este estudio mostré diferencias genéticas y aso-
ciadas al sexo en la resistencia del hospedero a hel-
mintos; se observaron excepciones al paradigma de
la supremacia del hospedero hembra y se demostrd
que la interaccion genotipo x sexo X “patogeno” de-
termina, en ultima instancia, el resultado de la in-
feccion. En condiciones “naturales” de infeccion, la
resiliencia de las lineas no fue similar. Estas dife-
rencias cuali y cuantitativas en el enteroparasitismo
natural son, muy probablemente, debidas a diferen-
cias genotipicas entre las lineas, ya que en el anali-
sis de los hibridos F1 entre ratones CBi- (caracteri-
zados por alta hexamitiosis y helmintiosis) y CBi/C
(con alta trichomoniosis y baja helmintiosis) se ob-
servaron cargas de protozoarios mas bajas que las
de las lineas parentales y carga de helmintos similar
a la de la linea resistente (Hinrichsen et al., 2010).

La trichinellosis, infeccion producida por el ne-
matodo Trichinella spiralis (1T5) se caracteriza por
tener un comienzo de la enfermedad con sintomas
y signos poco claros, lo que trae como consecuen-
cia la falta de tratamiento que limite la infeccion.
Puesto que tampoco existe una terapia adecua-
da en el periodo crénico, la prevencion constitui-
ria el foco de estudio mas importante. Como ya
se dijo, entre todos los factores que intervienen
en la interrelacion hospedero-parasito, el genoti-
po del huésped juega un rol muy significativo en
el establecimiento de este tipo de infecciones por
lo que las lineas de ratones CBi-IGE proporciona-
rian una herramienta eficaz para dilucidar las in-
teracciones moleculares entre huésped y parasito.

El efecto del genotipo en la respuesta al desafio
con dosis crecientes de Ts, durante la primoinfec-
cion se analizd, en la fase cronica de la infeccion,
en las cinco lineas CBi-IGE. En todas las lineas

la carga parasitaria aument6 con el incremento de
la dosis infectante, aunque la magnitud del incre-
mento fue distinta para cada genotipo (Vasconi et
al., 2009,2009a). CBi/L se manifestd6 como el ge-
notipo resistente, mostrando poca variacion en car-
ga parasitaria por efecto de la dosis, mientras que
CBi+ fue el mas susceptible. Cuanto mayor fue
la dosis de larvas musculares con que se desafié a
los ratones, mayor resultd la carga parasitaria ab-
soluta y relativa. Esto obedeceria al hecho de que
el estudio se realizd durante la primoinfeccion,
en la que el sistema inmune del hospedero atn no
esta preparado para forzar la expulsion de las lar-
vas ingeridas, por lo que las hembras pueden mu-
dar al estado adulto y realizar la postura de larvas.

En la etapa entérica de la infeccion, se encon-
tr6 que CBI/L, el genotipo “resistente”, mostro
una disminucion del nimero de parasitos adultos
y de la fecundidad de las hembras Ts, en funcion
del tiempo; en el genotipo CBi/C, “susceptible”,
por el contrario, no se observaron modificacio-
nes de esas variables (Vasconi et al., 2009a). La
“resistencia” de CBi/L podria ser el resultado de
una respuesta inmune temprana que retardaria la
maduracion de las larvas infectantes, crearia un
ambiente inapropiado para el establecimiento de
los adultos y produciria una marcada respuesta
inflamatoria en pulmén. CBi/C seria “suscepti-
ble” debido a una respuesta inmune tardia que fa-
cilitaria al parasito completar su ciclo biologico.

Los mecanismos implicados en la determinacion
de la susceptibilidad a las infecciones y/o enferme-
dades parasitarias en los mamiferos no estan com-
pletamente dilucidados debido a la complejidad de
las interacciones entre huésped, parasito y factores
del medio ambiente. La respuesta para resistir las
enfermedades parasitarias esta bajo control genéti-
co y varia entre especies y entre individuos dentro
de especie. En este contexto, los ratones han jugado
un rol importante en esclarecer las vias molecula-
res que contribuyen a la enfermedad y son valiosos
para desentrafiar los efectos de los genes del hospe-
dero en caracteres complejos (Peters et al., 2007)
como las enfermedades infecciosas, usando, entre
otros enfoques, lineas endocriadas bien definidas.

Resistencia/susceptibilidad a la carcinogé-
sis espontanea de mama

El cancer de mama es una enfermedad comple-
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ja que muestra un fuerte componente genético. La
mayoria de los genes de susceptibilidad humana
identificados son de baja penetrancia y resulta claro
que aun hay numerosos genes a identificar. Los mo-
delos murinos de cancer de mama son utiles en dos
sentidos: pueden ayudar a identificar nuevos genes
de susceptibilidad, tomando como punto de partida
las susceptibilidades divergentes que exhiben las
diferentes lineas de ratones y realizando analisis ge-
néticos pertinentes, o pueden proveer de sistemas
experimentales que contribuyan a descifrar los me-
canismos de resistencia a la carcinogénesis mamaria.
Resultados recientes obtenidos en cepas de ratones y,
especialmente, ratas indican que numerosos loci de
caracteres cuantitativos controlan la resistencia/sus-
ceptibilidad a la carcinogénesis de mama, con lociy
mecanismos de resistencia distintos actuando en las
diferentes cepas (Szpirer y Szpirer, 2007). Parecie-
ra que el mejor enfoque para definir los numerosos
genes que tienen efectos pequeiios pero acumulati-
vos es identificarlos y mapearlos primero en el raton
(Samuelson et al., 2003) y estudiar luego el papel de
sus homologos en seres humanos (Demant, 2003).

La complejidad de los factores que gobiernan la
incidencia y la progresion del cancer de mama con-
dujeron al desarrollo de numerosos modelos para
estudiar la enfermedad. Por definicién, un modelo
solo expresa ciertos aspectos de la enfermedad que
se desea investigar. Un modelo animal ideal para el
estudio del cancer de mama humano deberia refle-
jar con exactitud la enfermedad humana en niveles
tales como etiologia, patologia y genética, origi-
narse solo en la glandula mamaria, ocurrir con un
100% de incidencia en animales tratados o modi-
ficados al mismo tiempo que los animales control
no desarrollen tumores, y con una latencia tumoral
corta (Wagner, 2004). Aunque los modelos murinos
poseen limitaciones, el desarrollo de cancer en hu-
manos y en ratones tiene paralelos, tanto biologicos
como genéticos, que son muy llamativos y que con-
ducen a los laboratorios a aprovechar al raton como
un organismo modelo para estudiar la enfermedad.

Los estudios para determinar si las diferencias
fenotipicas en la carcinogénesis espontanea de
mama observadas en lineas de la colonia CBi-IGE
son de naturaleza genética se iniciaron con hembras
de las lineas CBi+ y CBi/C, que se caracterizan por
poseer una masa 6sea alta y, por ello, niveles sé-
ricos de estrogenos persistentemente elevados que

se asocian con un incremento en el riesgo de can-
cer de mama. Los tumores de mama se detectaron
por palpacion y se confirmaron por histologia. Los
resultados mostraron que estas lineas difieren sig-
nificativamente en la latencia tumoral, proporcion
de ratones con tumor y tasa de aumento de tama-
flo tumoral, pero no en multiplicidad de tumores,
pudiéndose clasificar como fenotipos “susceptible”
(CBit) o “resistente” (CBi/C) al desarrollo espon-
taneo de cancer de mama (Suarez et al., 2006).
Las hembras CBi+ son portadoras del virus de tu-
mor mamario (MMTV) exdgeno, mientras que las
hembras CBi/C no poseen ninguna de las variantes
comunes (Bosch et al., 2008). Las hembras CBi+
tendrian una alta viremia y/o un nuevo virus (re-
sultante de una mutaciéon o de una recombinacion
entre las variantes exogena y endogena), de gran
capacidad tumorigénica (Bosch et al., 2007). Se
generaron hembras libres de MMTV exdgeno, en
los que se analizaron las variables ya menciona-
das, encontrandose que los datos sugieren que la
susceptibilidad al desarrollo espontdneo de tumo-
res mamarios en ratones CBi+ esta principalmente
determinada por su genotipo (Suarez et al., 2006a).

El analisis histopatoloégico mostr6 que la mayoria
de los tumores analizados en este experimento tuvie-
ron mas de un patrén histologico y fueron malignos.
Debe destacarse que la linea CBi/C present6 un 20%
de adenomas benignos (Pifiero et al., 2009). Los fe-
notipos histologicos descritos por Dunn se observan
raramente en los carcinomas mamarios murinos, sin
embargo, el 30% de los carcinomas de CBi/C fueron
tipo scirro (Dunn, 1959; Sass y Dunn, 1979), comtn
en los carcinomas humanos. No hay registros de
que este tipo histologico se haya descrito en tumo-
res murinos inducidos por MMTV o carcindgenos.

El analisis de las cruzas reciprocas puso en evi-
dencia que la distinta susceptibilidad podia atribuir-
se, al menos en parte, a diferencias genotipicas ya
que las F1 mostraron caracteristicas distintas de las
lineas parentales. Los hibridos tuvieron valores in-
termedios, distintos de los de las lineas parentales,
en la edad de aparicion del tumor. En la proporcion
de ratones que desarrollaron tumor se observéo do-
minancia de la linea CBi+, ya que las F1 fueron se-
mejantes a ella. Se observo heterosis negativa en la
multiplicidad de tumores; la F1 mostr6 valores mas
altos que las lineas parentales. La tasa de aumen-
to del volumen tumoral mostré un marcado efec-
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to materno. El hibrido (+ x C) tuvo el valor mas
alto, lo que podria atribuirse a un efecto heterotico.

La linea CBi/C present6 un porcentaje alto de
tumores espontaneos en higado (16.7%) y pul-
moén (30.8%), mientras que la linea CBi+ mos-
tr6 una incidencia baja de hepatocarcinomas
(3%) y tumores pulmonares (5.7%) (Suarez et
al., 2008). Debido al escaso numero de mode-
los murinos para adenocarcinomas de pulmon,
la linea CBi/C podria resultar interesante para
el andlisis de nuevos genes de susceptibilidad.

Estas diferencias genéticas en las variables ana-
lizadas indican que la susceptibilidad, en este mo-
delo, es un caracter complejo muy probablemente
bajo control poligénico. Parte de esas diferencias
podrian deberse a la interaccion de factores vira-
les y/u hormonales con los distintos genotipos.

Resistencia/susceptibilidad ante el desafio
con un tumor de mama transplantable

M-406, un adenocarcinoma de mama semidi-
ferenciado tipo B, surgié espontaneamente en una
hembra de la linea CBi en el afo 1996 y, desde en-
tonces, se lo mantiene in vivo por injertos intrape-
ritoneales en su huésped singeneico. El adenocar-
cinoma crece en forma exponencial hasta producir
la muerte del portador en el 100% de los ratones
CBi desafiados (100% de susceptibilidad y letali-
dad). Por el contrario, si individuos de la linea CBi-
se desafian con M-406, éste crece en el 100% de
los animales pero regresa y es rechazado en todos
(100% de resistencia) (Zacarias Fluck et al., 2007).
Este comportamiento diferente de las dos lineas se
conserva en las lineas derivadas de ellas por apa-
reamientos regulares hermano x hermana (FS) sos-
tenidos durante 20 generaciones (CBi FS y CBi-
FS). En la actualidad se han iniciado experimentos
tendientes a caracterizar el patron de herencia de la
resistencia/susceptibilidad al tumor mediante cruza-
mientos entre ambas lineas. Los resultados prelimi-
nares obtenidos a partir del desafio tumoral de los
hibridos reciprocos entre ellas indican un compor-
tamiento dominante de la susceptibilidad, ausencia
de efecto materno en el crecimiento tumoral en los
hibridos reciprocos; ausencia de dimorfismo sexual
probablemente debido a la ausencia en el tumor, de-
mostrada previamente, de receptores hormonales;
y que los genes involucrados serian autosémicos
y no estarian influenciados en su expresion por el

sexo ni por fenomenos epigenéticos de impronta.

Frente al comportamiento mostrado por las li-
neas CBi y CBi-, animales de las lineas CBi/L y
CBJi/L FS desafiados con M-406 muestran 100% de
toma, crecimiento del tumor hasta un cierto volu-
men que mantienen durante un lapso variable para,
luego, continuar creciendo en algunos individuos,
tornandose letal, o disminuir de tamafio y regresar
hasta ser eliminado por completo en otros. El com-
portamiento homogéneo, en uno u otro sentido, ob-
servado en las lineas CBi FS y CBi- FS frente al
desafio tumoral es coherente con su condicion de
lineas con maxima endogamia. El comportamiento
dicotomico del tumor inoculado en CBi/L FS (al-
gunos tumores escapan del equilibro huésped-tumor
tornandose letales, mientras que otros regresan y
son eliminados) torna al complejo “raton CBi/L FS
+ tumor M-406" en un modelo ideal para el estu-
dio del fenémeno de inmunoedicion tumoral (Ca-
ceres et al., 2009, 2009a). Este fenomeno de “in-
munoedicion del cancer”, se basa en lo que se ha
dado en llamar las tres es: equilibrio, eliminacion
y escape (Dunn ef al., 2004), estadios asimilables a
los descritos durante la interaccion del adenocarci-
noma de mama M-406 y los individuos CBi/L FS.

Por 1ultimo, los animales CBi/C de ambos
sexos muestran un comportamiento similar al des-
crito para la linea CBi- (100% de toma, 100% de
regresion y 0% de letalidad) por lo que puede ser
caracterizada como una linea resistente a M-406,
mientras que en la linea CBi+ el tumor crece has-
ta alcanzar un volumen maximo similar en ambos
sexos y luego regresa hasta hacerse no detectable,
sin observarse diferencias entre machos y hembras
en el tiempo de portacion del tumor. Debido a que
por razones éticas los animales se sacrifican cuan-
do el tumor alcanza el maximo tamafio permitido
segun las normas del Canadian Council for Animal
Care, que dicho tamafio maximo estd en relacion
con el peso corporal del individuo que lo porta y
que CBi+ es una linea seleccionada por alto peso,
los tumores inoculados en animales de esta linea
pueden alcanzar volumenes considerables. En este
sentido, CBi+ representa una linea apta para el es-
tudio del proceso que lleva al rechazo tardio de tu-
mores transplantables (Zacarias Fluck et al., 2007).

CONCLUSIONES

Las lineas de raton de la colonia CBi/IGE repre-
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sentan un patrimonio de interés para estudios biolo-
gicos basicos y, en tal sentido, han sido profusamen-
te estudiadas en diversos aspectos vinculados con la
determinacion de algunos fenotipos complejos. Las
mismas presentan la particularidad de haber sido de-
sarrolladas en el pais, en una universidad publica, a
diferencia de otros modelos murinos de amplia difu-
sion suministrados por proveedores de otros paises.
Como modelo, estan disponibles para que grupos
de investigacion que vean en el mismo un material
de interés, lo utilicen para poner a prueba sus hi-
potesis en el campo disciplinar de su incumbencia.
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