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Resumen

En los ultimos 40 anos, el desarrollo de modelos murinos ha posibilitado realizar avances
trascendentes en el estudio y terapéutica de muchas enfermedades humanas y animales.
Asimismo, el empleo de retrocruzas ha permitido crear ratones congénicos, como resultado de
transferir una mutacion a otra cepa. El objetivo de este trabajo fue desarrollar la linea
congénica BALB/c.Cg-Fox1™, introduciendo la mutacion Fox1™ presente en la linea N:NIH(S)
a la linea consanguinea BALB/c. Se aparearon ratones de ambas lineas para la produccion de
la linea congénica hasta la generacion N10. Para ello se utilizaron retrocruzas seguidas de
intercruzas y seleccion de ratones mutantes. La linea congénica BALB/c.Cg-Fox1™ incorporo la
porcion mas pequefa del cromosoma donante portando la mutacion Fox1™. Esta nueva linea
murina, actualmente disponible en el bioterio de la FCV UNLP (Universidad Nacional de la
Plata), representa una importante herramienta en el campo de la inmunologia, como modelo en
oncologia y para comparar estudios donde el raton BALB/c es su homdlogo

inmunocompetente.

Palabras claves: raton, mutacion, congénica, retrocruza, modelo inmunodeficiencia

214



Revista QuimicaViva - Numero 3, afio 10, diciembre 2011 - quimicaviva@agb.fcen.uba.ar

IMMUNODEFICIENT MODELS: THE BALB/c NUDE MOUSE
Summary

The development of murine models has made possible to achieve significant advances in the
study and treatment of many human and animal diseases in the last 40 years. Furthermore, the
usages of backcross programs allow the obtention of congenic mice as a result of transferring a
mutation to another mice strain. The aim objective of this work was to develop the congenic line

BALB/c.Cg-Fox1™ by introducing the Fox1™ mutation present in the line NIH(S) into the inbreed
strain BALB/c.

Both mice lines were matted for the attainment of the congenic strain until the N10 generation.
This was performed by using backcrossing followed by intercrosses and the selection of mutant
mice. Therefore, the smallest portion of the donor chromosome carrying the mutation Fox1™
was included in the congenic line BALB/c.Cg-Fox1™. This new murine line, currently available in
the animal facility of the FCV-UNLP, represents an useful tool for immunology research, as well
as an animal model in oncology and in comparative studies where the BALB/c mouse is the

homologous immunocompetent.

Key words: mice, mutant, congenic, backcross, immunodeficient model.

Introduccion

El desarrollo de modelos murinos mediante el empleo de nuevas tecnologias de
manipulacion genética y reproductiva ha producido una revolucién en la obtencién de animales
genéticamente modificados, considerandose a éstos como una herramienta de gran precision
lo que ha posibilitado realizar avances trascendentes en el estudio y terapéutica de muchas
enfermedades humanas y animales (1, 2, 3).

Existen diversas tecnologias para lograr este propédsito, una de ellas es a través de la
creacién de lineas congénicas. Estas Ultimas son el resultado de transferir una mutacién de
interés, por medio de la reproduccién sexual, a otro fondo genético, generalmente a una linea

de raton consanguinea.

La generacion de estos modelos es esencial para estudiar tanto el efecto de las
mutaciones espontaneas como el de las inducidas o de aquellas producidas por manipulacién
genética, ya que permite mantenerlas en una linea consanguinea definida aumentando la
uniformidad genotipica y reduciendo la variabilidad genética. Ademas brinda la posibilidad de
identificar y analizar genes modificadores que pueden estar presentes en una endocria; y sirve

como control para estudios comparativos entre animales de la misma linea (4).

Los modelos animales portadores de mutaciones de interés para realizar estudios en

particular, permiten mediante la incorporacién de esa mutacion a otros fondos genéticos, la
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obtencion de nuevos modelos, lo cual beneficia a la comunidad cientifica, ya que multiplican
exponencialmente las posibilidades para el uso de los mismos.

Uno de los modelos espontaneos que mas se utiliza en el mundo es el raton BALB/c,
esta es una linea conocida por sus multiples usos en diversas disciplinas, particularmente para
la produccion de anticuerpos monoclonales (5, 6). Este modelo se encuentra disponible en
nuestra institucién desde el afio 1993.

Dentro de las lineas inmunodeficientes el mas empleado es el raton exocriado
N:NIH(S)-Fox1™. Este ratén, también llamado “nude”, presenta en estado homocigota una
mutacion espontanea lo que le produjo su fenotipo desnudo o sin pelo, caracteristica que le dio
el nombre a la mutacién, carece de un timo funcional y produce un namero reducido de células
T maduras por lo que no rechazan tejidos alo y xenotransplantados. El hecho de que acepten
el transplante de tumores humanos ha sido uno de los descubrimientos mas importantes que
ha contribuido con el desarrollo de las investigaciones sobre el cancer, convirtiendo a estos
individuos en el primer modelo de animal de experimentacion inmunodeficiente. (7; 8, 9). Esta
linea de ratdon se encuentra disponible en el bioterio de la FCV UNLP desde el afio 1996.

Las caracteristicas biologicas de los ratones, sus tiempos generacionales cortos y el
conocimiento actual de metodologias para realizar la transferencia de un alelo mutado como el
Fox1™ , a una de las lineas de ratones que mas se utiliza como el BALB/c, posibilita la
obtencién de un nuevo modelo murino inmunodeficiente en nuestro pais. Estos animales
tendrian la mutacion y la mayoria de las caracteristicas correspondientes a su fondo genético
sobre el cual se hayan evaluado los resultados de las diversas pruebas. Actualmente existen
trabajos en oncologia de diversos autores (13, 14, 15) en los que se utilizan ratones BALB/c
inmunocompetentes que se deben inmunosuprimir para tener éxito en el mantenimiento de
diversas lineas tumorales, por lo cual se considera que contar con un modelo murino
inmunodeficiente con el fondo genético en BALB/c constituye un valioso aporte para dichas
investigaciones.

El objetivo de este trabajo fue desarrollar y caracterizar la linea congénica BALB/c.Cg-
Fox1™, a partir de la introduccion de la mutacion Fox1™, en la linea consanguinea
BALB/c@LP.

La produccion de esta linea congénica ha llevado 5 afos desde su inicio. Luego de 10
generaciones de retrocruzas (N10) se infiere que la linea BALB/c@LP ha incorporado una
porcion pequena del cromosoma 11 de la linea donante es decir un 0,1 % del genoma de la
linea donante, portando la mutacion Fox1™. A partir de la N10 se continGia manteniendo la linea

1nu

congénica BALB/c.Cg-Fox1™ utilizando el manejo establecido para una endocria.

Produccion y mantenimiento:

Los ratones BALB/c.Cg-Fox1™ necesitan una infraestructura adecuada para su manejo

y produccién como asi también someterse a un programa de controles microbiolégicos
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periédicos. Por su condicién de inmunodeficientes, deben mantenerse en ambientes bajo un
sistema de barreras sanitarias absolutas (11). Su condicién microbioldgica es la de animales
SPF (Specific Pathogen Free), esto significa que tienen su flora intestinal normal y que estan
libres de microorganismos patégenos especificos.

El bienestar de estos animales depende, en gran medida, del sistema de alojamiento
que se elija, del disefio y control del ambiente y del entrenamiento del personal técnico. Estos

factores se consideran fundamentales para su produccién y mantenimiento.

El ambiente fisico:

El ambiente fisico debe disefarse y operarse de manera tal que permita establecer
controles ambientales estrictos, brindando seguridad y confort a los animales, minimizando las
posibilidades de introduccion o transmision de agentes infecciosos. Se deben alojar en
aisladores flexibles, cabinas aisladoras, estantes ventilados o micro aisladores.

Las condiciones ambientales requeridas se logran mediante un buen disefio del
sistema de ventilacion y presurizacion; del control de la temperatura y la humedad relativa;
siendo parametros macro y microambientales de extrema importancia. Las areas destinadas
para el lavado, procesamiento y esterilizacién de insumos deben funcionar como una barrera

efectiva entre los animales y el ambiente exterior.

Los materiales, las dimensiones y el disefio de las cajas, rejas, comederos y bebederos
que se utilicen para el alojamiento de los animales deben estar de acuerdo con lo establecido

por las normativas internacionales (10).

Esta cepa de ratones requiere alimento y agua de bebida estéril, temperatura ambiente
en un rango entre 24 +/- 2° C, humedad relativa entre 55 +/- 10 %, una ventilacién entre 10y 15
recambios de aire por hora, un fotoperiodo uniforme luz/oscuridad de 14/ 10 horas y ruidos por
debajo de los 85 db.

Manejo reproductivo:

El manejo reproductivo de estas colonias se realiza mediante el empleo del sistema de
consanguinidad para mantenimiento de una endocria en el nicleo de fundacion; utilizando
apareamientos monogamicos entre hembras heterocigotas +/Fox1™ y machos homocigotos
Fox1™/Fox1™, esto permite el registro de datos completos para la cepa. Para aumentar la
produccién se recomienda formar un nicleo de expansiéon (3), utilizando apareamientos
poligamicos de un macho nude y dos o tres hembras +/Fox1™, para luego retirar la hembra
parturienta a una caja individual para poder aparearlas nuevamente luego del destete.

Para confirmar la ausencia de contaminaciones en los ratones se debe confirmar mediante un
programa de controles microbiolégicos que incluya microorganismos oportunistas, el ambiente

y los insumos.
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Datos biolégicos:

Peso del macho adulto 25-40¢r

Peso del hembra adulta 20-35¢r

Peso al nacer 1-2¢r

Peso al destete 11-12¢r
Promedio medio de vida 2 — 3 afnos

Edad para el apareo 8 — 9 semanas
Ciclo estral 4 — 5 dias

Duracion del estro 6—-11hs

Vida reproductiva 8 — 12 meses
Gestacion 19 — 22 dias
Destete 19 — 21 dias
Tamano de camada promedio 1- 4 crias (prom. 2)
Consumo de agua 8 — 10 ml/animal/dia
Consumo de alimento 3 — 6 gr/animal/dia

La linea congénica BALB/c.Cg-Fox1™ actualmente se mantiene, esta disponible en
nuestro pais y representa no sélo una importante herramienta para estudios de inmunologia
sino también para utilizarse como modelo animal en estudios de oncologia y terapias
oncolégicas (12); quimioterapia, mecanismos de resistencia a las mismas, radioterapia,
inmunoterapia, pruebas de carcinogenicidad, estudio de nuevas combinaciones terapéuticas,
enfermedades infecciosas, estudios del sistema inmune, rechazo de tejidos trasplantados,
infecciones, mantenimiento y crecimiento de lineas tumorales, anticuerpos monoclonales,
interferones e interleukinas entre otros.

Considerando las multiples posibilidades para su utilizacién, en este sentido es de gran
importancia la identificacion de mutaciones en colonias de ratones de experimentacion y su
posterior transferencia y mantenimiento en fondos genéticos definidos lo cual permite obtener
estos nuevos modelos animales.

Por otra parte la disponibilidad de estos roedores en nuestro medio contribuira con el
desarrollo de las investigaciones biomédicas en las cuales se requieran como modelos

murinos.
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