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Revision

,Como sabemos si los ratones consanguineos usados en investigacion
son genéticamente puros?

Rosa De Jesus

El desarrollo de las cepas consanguineas de raton ha proporcionado modelos de animales
genéticamente uniformes, para el estudio en diferentes areas biomédicas y farmacéuticas, entre ellas la
parasitologia. Las caracteristicas de estas cepas pueden ser alteradas por tres factores como son: la
contaminacion genética, las mutaciones y por la deriva genética debido a la heterocigosidad residual.
Diferentes técnicas se han desarrollado con la finalidad de observar la posible pérdida de la condicion
genética de las cepas consanguineas de los ratones que se producen en los bioterios con fines de
experimentacion. Las técnicas desarrolladas hasta la década de los ochenta se basaron en el analisis de
caracteres fenotipicos, es decir, en el analisis del producto de la expresién de los genes; sin embargo, a
partir de esta década se comenzaron a usar métodos de analisis directo del ADN mediante la deteccién de
marcadores moleculares, debido a que pueden ocurrir variaciones genomicas que no trascienden al plano
fenotipico, pasando por tanto casi inadvertidas. La presente revision expone los diferentes métodos para
realizar el control genético de las diferentes cepas consanguineas de ratén usadas en la investigacion y

plantea las perspectivas futuras en el pais en esta area.

Palabras claves: Ratones consanguineos, control genético.

Los ratones producidos en diferentes
bioterios son considerados la materia basica para el
desarrollo de estudios en las areas de Biomedicina,
Toxicologia, Bioquimica, Endocrinologia, Parasitologia,
Biologia del Desarrollo y Farmacia entre otras, ademas
que son una poderosa herramienta para el estudio de
la genética de los mamiferos (Benavides et al, 2001).
En relacion a la investigacion en el area de la
Parasitologia, es bien conocido, entre los
investigadores que desarrollan sus actividades en ésta
area la importancia que tiene la genética de las distintas
cepas de ratones consanguineos (entre estas las cepas
BALB/c y C57BL/6) en la manifestacion de la
resistencia o susceptibilidad a diferentes parasitos.
Entre estos mencionaremos: Schistosoma mansoni
(Jones y Kusel, 1985); Angiostrongylus costaricensis
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(Geiger et al, 2003); Litomosoides sigmodontis (Le Goff,
et al, 2002); Leishmania amazonensis (Ji et al, 2003),
Lehismania major (Mitchell, 1983; Muraille et al, 2003);
Leishmania mexicana (Monroy-Ostria et al, 1994);
Trypanosoma cruzi (Andrade ef al, 2002; Roggero et
al, 2002); Toxoplama gondii (Liesenfeld et al, 1996;
Schluter et al, 1999; Fux et al, 2003); entre otros.

Desde que el background o antecedente
genético de los animales usados en la investigacion,
es reconocido como un factor importante en la
investigacion con animales, una gran cantidad de
cepas consanguineas de ratones han sido establecidas
y distribuidas alrededor del mundo, por lo que el Comité
Internacional de la Nomenclatura del raton, ha definido
las diferentes cepas y subcepas de acuerdo a su tipo
genético. Considerado el ratén de laboratorio como
un «reactivo bioldgico», éste debe ofrecer un nivel de
calidad al menos similar al resto de los reactivos
empleados en esta actividad (Ztiiga et al, 2001), que
permita la reproduccion de los resultados. La calidad
del ratoén de laboratorio viene dada por las
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caracteristicas fenotipicas que presentan, las cuales
son el resultado de la interaccion entre el genotipo y el
ambiente (Zudiga et al, 2001). Si las condiciones
ambientales son controladas la variabilidad observada
en las experiencias realizadas con estos animales se
debe entonces principalmente al patrimonio genético.
La diferencia en el patrimonio genético de los ratones
de laboratorio determina las diferencias de las
caracteristicas que éstas presentan (Altman & Katz,
1979).

TIPOS GENETICOS DE LOS RATONES DE
LABORATORIO

Los tipos genéticos de ratones de
laboratorio se establecen sobre la base de la no
consanguinidad y la consanguinidad entre los
animales. Estos términos significan: a) Los ratones no
consanguineos: son animales que tienden a mantener
el coeficiente de consanguinidad en el nivel mas bajo
posible, determinado por el establecimiento de
acoplamientos entre animales no emparentados por
lazos familiares, lo que conlleva a que estos animales
presenten un alto grado de heterocigosis no definido;
b) Los ratones consanguineos: son los que tienen un
coeficiente de consanguinidad en el nivel mas alto,
F=99,6%, lo cual significa que existe la probabilidad
enun 99.6% de que dos genes de cualquier locus
sean idénticos. Estos animales se obtienen luego de
20 0 mas generaciones de apareamientos consecutivos
de hermanos por hermanas o padre por hijas.
Centrando nuestra atencion en las cepas
consanguineas de ratones podemos decir que la
variacion genética es reducida y como resultado
(comparandolas con las no consanguineas) son
necesarios menos animales para obtener resultados
estadisticamente significativos (Bulfield & Bantin,
1981), siendo esto una ventaja a su uso en la
experimentacion. En la actualidad se producen mas de
3000 cepas de ratones definidas genéticamente; entre
éstas, encontramos las cepas de ratones
consanguineos, congénicos, mutantes y transgénicos
(Festing, 1993), algunas de las cuales se mantienen
desde principios del siglo XX; cada una de ellas
presentan caracteristicas especificas que le dan
individualidad y que permiten sean usadas en
investigaciones particulares (Lodish et al, 2002; Silver,
2001; Van Zutphen et al, 1993). Entre las caracteristicas
que son sefaladas para las cepas consanguineas,
debemos resaltar dos que son significativamente
importantes y que sirven de fundamento para la
realizacion del control genético. Estas son: 1.- la
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isogenicidad, que significa que los animales presentan
mas del 99% de los loci idénticos; es decir, poseen el
mismo genotipo en un locus determinado y 2.- la
homocigosis: en mas del 99% de los /oci secretados
desde la poblacion parental. La alteracion de estas
caracteristicas conlleva a la alteracion del patrimonio
genético de las cepas. Es por tanto indispensable que
se mantengan programas de control de la calidad de
la integridad genética de las cepas de ratones
consanguineos; estos programas son conocidos a
nivel internacional como controles genéticos o
monitoreo genético en el inglés.

CONTROL GENETICO

El control de la pureza genética es de gran
importancia en toda cepa de ratones consanguineos,
pues cualquier alteraciéon no detectada de su
patrimonio genético puede suponer también alteracion
de sus caracteristicas fenotipicas, conllevando a
resultados alterados en los trabajos experimentales
realizados con estos.Tales alteraciones pueden
producirse, por mutaciones espontaneas, las cuales
resulta inevitables. Estas tienen lugar de forma aleatoria
y con frecuencia inadvertida, ademas que pueden
acumularse en el tiempo, haciendo que la cepa se aleje
progresivamente de su patron genético inicial, hasta
alcanzar diferencias inaceptables. En otras ocasiones,
es posible que se produzca una contaminacion genética
con el genoma de otra cepa diferente, debido a errores
en el manejo de las cepas, o debido a que las
instalaciones en las cuales se mantienen estas cepas
no cumplen con las condiciones que permitan que no
ocurra la contaminacion genética por incursion de
animales de genotipos diferentes, pero de igual color
de pelaje, dentro de las cajas de alojamiento de éstas.
Estas alteraciones son facilmente evitables mediante
un programa de cruces apropiados y realizando
correctivos a las instalaciones; sin embargo, cuando
ocurren sus efectos son drasticos e irreversibles
(Festing, 1992).

METODOS USADOS EN EL CONTROL GENETICO
DE LOS RATONES CONSANGUINEOS

Andalisis de la Funcion Reproductiva

Los indices de productividad o funcion
reproductiva de las diferentes cepas que se producen
en los bioterios deben ser registrados como parte del
trabajo de rutina dentro de las practicas de produccion
y mantenimiento. Estos indices de productividad de
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las cepas, a controlar genéticamente, son indicadores
valiosos, ya que las cepas de ratones consanguineos
normalmente presentan una funciéon reproductiva
pobre como resultado de la «depresion de
consanguinidad» originada por tener un numero de
genes recesivos medianamente deletéreos en estado
de homocigosis. Por tal motivo, las generaciones
producidas por F1 hibridos (provenientes del cruce de
dos cepas consanguineas diferentes) presentan una
excelente funcion reproductiva debida al vigor hibrido
que se manifiesta; por lo tanto, si una pareja
perteneciente a una cepa consanguinea presenta un
numero de crias superior al establecido no
necesariamente puede ser una mutacion; sin embargo,
se debe verificar realizando otras pruebas de control
que corroboren tal hecho. Los indices normales de
productividad en forma general, suelen ser: para las
cepas de ratones no consanguineos de 8-16 crias por
camada; para las cepas de ratones consanguineos de
4-8 crias por camada y para las cepas F1 hibridas de 9-
11 crias por camada. Cuando existen contaminaciones
genéticas pueden presentarse variaciones fuera de
estos rangos; sin embargo, se debe tener en cuenta
que los valores pueden variar dentro de los rangos
dependiendo de la cepa de la cual se trate y de las
condiciones ambientales en las cuales se encuentren
éstas (Altman & Katz, 1979).

Injertos de Piel

Este método es so6lo conveniente para
probar la isogenicidad de los animales pertenecientes
a una determinada cepa (F=98.6%). La aceptacion
permanente de injertos de piel entre individuos de la
misma cepa define si ésta es isohistogénica o no (Bailey
& Usama, 1960). Esta técnica se utiliza con la finalidad
de detectar alteraciones a nivel del locus H2; es
decir, de los genes que codifican las proteinas del
Complejo Mayor de Histocompatibilidad los cuales
estan implicados en el rechazo o aceptacion de los
injertos o transplantes. El injerto de piel es una de las
técnicas mas sensibles y fue la técnica de preferencia
en la década de los setenta, aunque aun es usada.
Cuando los animales analizados son consanguineos
y se realiza un transplante o injerto de piel entre ellos,
los alelos del Jocus H2 deben ser compatibles, entre el
receptor y el donador en consecuencia, debe ocurrir
una aceptacion del injerto de piel por parte del receptor.
En el caso de que exista una contaminacion genética,
dentro de una cepa consanguinea y se realice el control
genético mediante esta técnica, ocurre el rechazo del
injerto.
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Andlisis osteométrico o de la Morfologia
mandibular

Cuando se aplica un método para analizar el
patrimonio genético de una cepa consanguinea, se
buscan caracteristicas que sean altamente heredables
y suficientemente variables entre éstas, para que exista
la oportunidad de que las mismas puedan servir para
identificarlas, diferenciarlas y caracterizarlas
genéticamente. Varias caracteristicas del esqueleto
cumplen perfectamente con estos requerimientos. La
técnica que analiza la morfologia del esqueleto es
relativamente répida, econdmica y muy sensible.
Mediante este método se examinan las caracteristicas
de la mandibula en 11 medidas y se comparan con las
medidas de referencia de la cepa analizada, para lo cual
se utilizan paquetes estadisticos basicos que
presentan analisis de regresion sobre las variables
dependientes ya establecidas dentro del programa para
las diferentes cepas; se analizan y se realizan las
comparaciones de las medidas resultantes y se
discrimina entre éstas (Festing & Totman, 1980).

Andalisis del polimorfismo bioquimico

Los «métodos bioquimicos» utilizan la
electroforesis como técnica fundamental para realizar
el control genético de las cepas de ratones
consanguineos (Hayden & Sharp,2001; Kahan et al,
1982; Kurtz et al, 1989; Groen, 1977). Este método ha
sido aplicado con éxito en la caracterizacion de las
cepas consanguineas, ya que cada una de éstas viene
definida por un patrén de variantes isoenzimaticas a
modo de carnet de identidad bioquimica. Este método
estudia las diferencias existentes entre los distintos
alelos de los genes de las enzimas (isoenzimas), por lo
que se fundamenta en el polimorfismo de las proteinas
y de las enzimas; éstos pueden ser identificados
indirectamente analizando sus productos mediante
electroforesis y usando métodos de coloracion
adecuada para visualizar los resultados. Se han descrito
cientos de enzimas polimorficas para definir todas las
cepas consanguineas y subcepas de ratones de
laboratorio existentes; sin embargo, en la practica para
evidenciar contaminacion cruzada entre cepas, €s
suficiente utilizar alrededor de 10-20 para evidenciar la
contaminacion, especialmente entre cepas albinas
(Demant, 1980). Algunos marcadores bioquimicos mas
comuUnmente usados para la caracterizacion genética
de los animales de laboratorio, son: glucosa fosfato
isomerasa (Gpi-1), fosfatasa alcalina (Akp-1);
Anhidrasa carbdnica (Car-2), Estereasa 1 (Es-1);
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Estereasa 2 (Es-2), Estereasa 3 (Es-3), Estereasa 10 (Es-
10), Glucosa —6-fosfato deshidrogenasa (Gpd-1);
(Nomura et al, 1984)

Andlisis con marcadores inmunologicos o
inmunogenéticos

Un gran numero de marcadores
inmunogenéticos pueden ser usados para el control
genético. Sin embargo; solamente un cierto nimero de
estos marcadores se procesan mediante
procedimientos que son relativamente faciles de
desarrollar en las pruebas rutinarias usadas en el control
de la calidad genética de las cepas de ratones
consanguineos. Los marcadores inmunogenéticos,
son un grupo de proteinas que actiian a nivel
inmunologico y su codificacion estda determinada
genéticamente; éstas son clasificadas de acuerdo a
su naturaleza y funcion dentro del /oci aloantigeno:
las proteinas asociadas a la membrana celular
(antigenos de eritrocitos) y las asociadas a la
diferenciacion (antigenos de células del tejido linfoide).
Entre éstos ultimos tenemos, los /oci aloantigenos de
histocompatibilidad, presentes sobre todas las células,
de las cuales se ha asumido que sirven de marcadores
virtualmente para todos los cromosomas (Ferraro et
al, 1998).

Tenemos también dentro de los marcadores
inmunogenéticos los alotipos. Los mas usados son:
los alotipos de inmunoglobulinas: en este caso nos
referimos a moléculas de inmunoglobulinas de la misma
clase, con variacion polimorfica controladas
genéticamente y alos alotipos de proteinas del suero,
dentro de los cuales se catalogan ciertas proteinas
conocidas como complemento hemolitico (HC) las
cuales son los cinco componentes del complemento.
Para el desarrollo de la técnica se utilizan antisueros
monoclonales mientras que los métodos de deteccion
usados son la prueba de citotoxicidad,
hemaglutinacion, ELISA, injerto de piel e
inmunodifusion (Festing, 1982).

Marcadores del color del pelaje

Mediante esta técnica se revelan los genes
del color del pelaje «ocultos» los cuales son
observados en el cruce albino por pigmentado. Los
colores del pelaje son distinguibles a simple vista y no
requieren un equipo especial para la realizacion de la
prueba.Existe un numero grande de variaciones
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genéticas en el color del pelaje de los ratones (Tanaka
et al, 2000), pero solamente son usadas un niimero
limitado en el control genético.Los fenotipos
relacionados con los alelos del color del pelaje son: ce
manifiesta albinidad, aa manifiesta color agouti, bb
manifiesta el color negro, dd el color se presenta
diluido, PP se presentan ojos color rojo (Peterson et
al, 2001; Griffiths et al, 1995). Existe, a nivel de los
investigadores, una alta preferencia por el uso de cepas
albinas en sus experimentos, y esto causa serios
problemas en términos de enmascaramiento de
contaminacion genética por el amplio niimero de cepas
que tienen pelaje de color blanco. Esto se debe a que
los alelos dominantes cubren la apariencia de los alelos
recesivos y el efecto epistatico de un locus siempre
enmascara toda expresion fenotipica de los loci
hipostaticos, por lo que son necesarias pruebas de
cruzamientos para descubrir el color exacto de los
genotipos. Esta técnica es de facil desarrollo y de
relativamente facil interpretacion, pero es una técnica
que lleva mucho tiempo para la obtencion de los
resultados, ademas de que se debe contar con
conocimientos de la genética Mendeliana. Esta
consiste solamente, en realizar diferentes tipos de
cruzamientos entre una cepa de color, generalmente,
la cepa DBA/2, con la cepa albina a analizar (Peterson
etal,2001). Para obtener el resultado de estas pruebas
se requieren algunas semanas hasta que la progenie
de la FI haya alcanzado la edad en la cual la expresion
del color del pelaje sea completo. Cuando se realizan
los cruces de prueba y encontramos fenotipos
diferentes a los esperados se debe pensar en la
existencia de una contaminacién genética.

Marcadores de ADN

Todos los métodos de control genético en
ratones planteados hasta ahora se basan en el analisis
de caracteres fenotipicos, producto de la expresion de
los genes. Puede ocurrir, sin embargo, que se
produzcan variaciones gendémicas que no trasciendan
al plano fenotipico, pasando casi inadvertidas. Por esta
razon, los métodos de analisis directo del ADN,
mediante la deteccion de marcadores moleculares, son
incomparablemente mas exactos y adecuados si
deseamos tener un control estricto de la pureza genética
de los ratones consanguineos. Existe un grupo de
técnicas moleculares para el analisis genético que
permiten la caracterizacion precisa de individuos las
cuales son aplicadas exitosamente en el caso de los
ratones consanguineos (Love et al, 1990). Entre estas
técnicas moleculares tenemos:el andlisis del
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polimorfismo de longitud de fragmentos de restriccion
(RFLP's; iniciales en inglés), polimorfismos de
repeticion o de longitud (SSLP s iniciales en inglés) y
la huella del ADN (fingerprinting: en el inglés),
(Griffiths et al, 1999).

Andalisis del Polimorfismos de Repeticion o de
longitud.:

Estos analisis son conocidos también como
Analisis de Repeticiones en tandem de niimero variable
(VNTR 5; iniciales en inglés). Estos marcadores estan
formados por un niimero variable de secuencias cortas
y repetidas. Dentro de éstos encontramos dos tipos
rutinariamente usados en los estudios del genoma: los
que usan marcadores de minisatélites y los que usan
marcadores de microsatélites (Bulfield & Bantin,1981).
Se denominan minisatélites algunas secuencias simples
de ADN que se encuentran enregiones relativamente
cortas de 1-5 kb, formadas por hasta 20-50 unidades
repetidas, cada una compuesta por 15-100 pares de
bases, repetidas desde 10 a miles de veces (Tanaka et
al,2000). El polimorfismo de los minisatélites son
ampliamente distribuidos en el genomadel ratén por
lo que pueden ser una fuente de un gran nimero de
marcadores polimoérficos en estudios de relacion entre
cepas consanguineas (Benavides et al, 2001). Los
microsatélites son elementos gendémicos que consisten
en larepeticion de secuencias di-,tri- o tetraméricas de
nucleodtidos. Los mas comunes en el genoma del raton
son miembros de la clase dinucledtidos (CA) y (GA),
repetidas multiples de veces (frecuentemente entre 20
a 400 bases de longitud) en arreglos tandem
(Montagutelli et al, 1991; Tanaka et al, 2000). Para el
analisis de estos polimorfismos, es necesario realizar
su amplificacién mediante la técnica de la Reaccidon en
Cadena de la Polimerasa (PCR) (Benavides et al, 2001).
Los microsatélites son altamente polimorficosy estan
dispersos también a través del genoma de muchos
eucariotas (Hearne et al, 1991), ademas de que su
frecuencia es mayor que la de los minisatélites. Por
ejemplo, se calcula que existen acerca de 100.000 copias
del dinucledtido (CA), (conunn mayor de 10) en el
genoma del raton, dando un promedio de un locus
cada 30 kb. Presentan también la ventaja de estar
distribuidos al azar, en intrones, regiones codificantes
o intergénicas. El analisis de los microsatélites es
particularmente usado en el control genético de las
cepas consanguineas de raton por ser una forma rapida
y economica. Se usa para detectar contaminacion entre
cepas albino estrechamente relacionadas, donde los
marcadores bioquimicos e inmunoldgicos son
insuficientes (Bongers ef al, 1998). Una de las ventajas
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del uso de marcadores de microsatélites, para el control
genético de las cepas de ratones de laboratorio, es
que la técnica de la PCR es relativamente menos
complicada de aplicar que la de los marcadores
bioquimicos e inmunoldgicos. Ademas de que algunos
oligonucledtidos cebadores identifican mas de cuatro
alelos diferentes en las cepas comunes de ratones
consanguineos (Benavides et al/, 2001) esto la hace
una técnica sensible para el control de la pureza de la
genética de las cepas consanguineas de ratones, a
pesar de que el porcentaje de polimorfismo de
microsatélites entre animales consanguineos de
laboratorio sea muy estrecho (Hoffman, 1978).

Perspectivas futuras para el control genético de los
ratones consanguineos en el pais:

Como se planted al inicio, para que la
investigacion biomédica y farmacéutica que involucra
el uso de animales de laboratorio sea eficaz y
proporcione resultados reproducibles y comparables
entre laboratorios, el criterio del cuidado animal
incluyendo la constitucion genética debe mantenerse
en cuenta. Enrelacion a ésta, la pérdida de autenticidad
o contaminacion genética de los grupos de ratones
consanguineos se ha convertido en un serio problema
(Krog,1976; Lamoreux,2000). El uso de animales
contaminados genéticamente resulta en considerable
pérdida financiera, de tiempo valioso y de datos de
investigacion (Benavides et al, 200; Festing &
Roderick,1989). La bibliografia no reporta que los
animales que son producidos por los diferentes
bioterios del pais y con los cuales se realiza la
experimentacion tanto Basica, Biomédica como
Farmacéutica en todos los Institutos de Investigacion
y en las Universidades, hayan sido sometidos a
controles genéticos, mediante técnicas de biologia
molecular, para comprobar su condicion genética. No
se ha determinado si los ratones consanguineos
pertenecientes a las cepas BALB/c, C57BL/6, DBA/2
y C3H/He mantienen su integridad genética original
de acuerdo a lo especificado por los laboratorios
internacionales de las cuales fueron adquiridas. Para
conocer si en el pais se estdn usando ratones
genéticamente puros, se esta estandarizando la técnica
de la PCR para realizar amplificacion de marcadores de
microsatélites y realizar el analisis genético de éstos;
ya que ésta es una de las técnicas que ofrece mayor
eficiencia en el objetivo de detectar cualquier
contaminacion genética (Zuiiga et al,2001). Una vez
estandarizada la técnica sera establecida como técnica
de control genético rutinario con la cual se mantendra
la vigilancia de la integridad genética de las mismas
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para garantizarle a la investigacion Biomédica y
Farmacéutica entre otras, que pueden contar con una
materia basica para la investigacion con calidad
genética.

SUMMARY

Inbred strains of mice have provided
genetically uniform animals for biomedical and
pharmaceutical research, including parasitology. The
characteristics of these strains can be altered by three
factors: genetic contamination; mutation; and genetic
drift resulting from residual heterozygosity. Various
techniques have been elaborated to detect potential
genetic deterioration in inbred strains of laboratory
mice. Those developed before the 80s were based on
the analysis of phenotypic characteristics, in other
words on an analysis of what the genes produced.
However, from the 80s on, direct DNA analysis using
molecular markers became increasingly common. This
was due to the fact that genomic variation might not
appear at the phenotypic level and thus would be
almost unnoticeable. The present work reviews the
different methods of genetic control in inbred strains
of laboratory mice and discusses future developments
in this area in Venezuela.
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