CariTuLo IX
Los roedores de laboratorio
como modelos de enfermedades humanas

9.1 El raton como modelo en medicina experimental

Desde que Sir Archibald Garrod descubrié (1902) que la alcaptonuria era consecuencia de un
desorden metabdlico que se heredaba en forma mendeliana simple, muchas otras patologias
humanas fueron reconocidas como el resuftado de un defecto en la constitucion genética de los
individuos afectados. En forma paralela a este desarrollo del conocimiento sobre la patologia hu-
mana, se identificaron (o crearon) modelos animales de distintas enfermedades humanas. Estos
modelos ayudan a la comprensidn de la patogénesis de muchas enfermedades y pueden ayudar
en el desarrollo de terapias que sustituyan la funcion defectiva de un gen determinado.

Recordemos que, para la medicina experimental, el ratdn es un organismo modelo que ofre-
ce muchas ventajas con respecto a otros modelos genéticos como la mosca Drosophila, el ne-
matode Caenorhabditis elegans e inclusive la rata. Estas ventajas son:

» Al tratarse de un mamifero, una gran parte de sus procesos bioquimicos son simila-
res al hombre, aunque no hay que perder de vista que no se trata de un humano en
miniatura.

* Tienen un tiempo generacional muy corto, son muy prolificos y se adaptan facilmen-
te a la vida en los animalarios (bioterios), lo que permite controlar las variables am-
bientales en las experimentaciones.

» Comparte con el hombre el privilegio de ser las especies de mamifero mejor estu-
diadas desde el punto de vista genético.

* Existe una gran cantidad de lineas genéticamente definidas, como las consanguineas
y congénicas, ademds de cientos de mutaciones y un gran nimero de rearreglos cro-
mosdmicos disponibles.

* Es el dnico animal que posee sistemas eficientes de cultivo de células embrionarias
pluripotenciales (células ES), lo que permite la realizacidon de mutaciones dirigidas
(ratones KO constitutivos vy condicionales).

* Finalmente, el trabajo acumulado durante un siglo de investigaciones ha resulftado en
una inmensa cantidad de documentacion sobre los fenotipos mutantes, las caracte-
risticas de las lineas, los mapas genéticos vy la secuencia completa del genoma.

Los modelos murinos disponibles los podemos clasificar segin su origen en: (i) modelos pro-
venientes de mutaciones espontdneas o inducidas, (i) modelos generados por transgénesis y
(i) modelos generados in vitro por manipulacion de células ES.
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9.1.1 Modelos provenientes de mutaciones espontaneas o inducidas

Los diversos mecanismos que generan las mutaciones espontdneas y los métodos para produ-
cirlas experimentalmente ya fueron vistos en el Capitulo VIl y VIII, respectivamente. Las muta-
ciones del ratdn se encuentran listadas, con descripcion y bibliografia, en el libro Genetic Va-
riants and Strains of the Laboratory Mouse (1996). Estas listas son actualizadas periddicamente y
pueden encontrarse en la pagina de Internet del Mouse Genome Informatics (http://www.infor-
matics.jax.org/searches/marker form.shtml) o puede consultarse revistas especializadas'. Mu-
chas de estas mutaciones han demostrado ser modelos muy interesantes para el entendimien-
to de los procesos del desarrollo de los mamiferos y algunas de ellas, alrededor de 100, han
sido clasificadas como modelos homologos de enfermedades humanas, lo que significa que la
homologia se extiende al nivel molecular. Algunos ejemplos de este tipo de mutaciones son:
alkaptonuria (Hgd™), modelo de la alcaptonuria humana, hyperphenylalaninemia | (hph!), mo-
delo de la fenilcetonuria y la mutacién X-linked muscular dystrophy (Dmd™#), modelo de la dis-
trofia muscular de Duchene/Becker, entre otras.

9.1.2 Modelos generados por transgénesis

9.1.2.1 Modelos producidos a través de la eliminacion de un determinado tipo celular

Estos ratones transgénicos son disefiados usando secuencias reguladoras especificas de tejido
asociadas a secuencias que codifican para proteinas citotdxicas (o potencialmente citotdxicas)
con el fin de programar la ablacién de un tipo celular especifico. Esta eliminacion selectiva nos
provee de un método directo para generar animales a los cuales les falta un tipo celular espe-
cffico e inclusive hasta un linaje celular completo. La estrategia mds comun hace uso de se-
cuencias que codifican para proteinas tdxicas como la cadena A de la toxina diftérica o de la
ricina (ambas bloguean la sintesis de proteinas por parte de la célula). En este caso, el efecto
citotéxico se produce inmediatamente después de la activacion del transgén en el tejido blan-
co (debido a los promotores especificos de tejido). Otra estrategia se basa en la expresidn in-
tracelular de la enzima timidina quinasa derivada del virus del herpes (HSV-tk). Esta enzima no
es directamente tdxica para las células pero, a diferencia de la timidina quinasa de los mamife-
ros, puede fosforilar ciertos andlogos de nucledsidos como el acyclovir y el gancyclovir, con-
virtiéndolos en sustancias téxicas para las células. De esta manera, el efecto letal para las célu-
las estd condicionado al tipo de tejido seleccionado para la expresion de la timidina quinasa
viral (debido a un promotor especifico de tejido) y al agregado de los andlogos de nucledsido.
Algunos modelos de enfermedades humanas han sido creados por esta metodologia, por
ejemplo ratones con inmunodeficiencia de linfocitos B y ratones deficientes en mielina, estos
dltimos a través de la eliminacidn selectiva de la poblacion de oligodendrocitos. Actualmente,

' Las revistas Mammalian Genome, Nature Genetics, Genomics, Genome Research, Genetics, Trends in Genetics,
Human Molecular Genetics, Immunogenetics y Comparative Medicine proveen una excelente cobertura de las
novedades sobre la genética del ratén y la rata.
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la disponibilidad de recombinasas sitio-especificas (como Cre o Flp) ha provocado un vuelco
hacia el uso de la transgénesis condicional (ver Capftulo VIII).

9.1.2.2 Modelos producidos a través de una regulacion anormal del gen

Uno de los mejores ejemplos de este tipo de animal transgénico es el cldsico ratdn gigante
producido en 1982 por la sobre expresidn de la hormona de crecimiento de la rata. En este
caso, la expresién del transgén fue dirigida por el promotor del gen de la metalotionina, lo
que llevd a la expresidn constitutiva de la hormona de crecimiento con el dramitico efecto
en el tamafo del ratén. Otro ejemplo es la asociacidn, en la construccidon de un animal trans-
génico, de un oncogén con un promotor ubicuo, lo que lleva al desarrollo de una alta fre-
cuencia de neoplasias. En cambio, cuando el promotor utilizado es especifico de tejido, los tu-
mores aparecen sélo en el tejido blanco. Por ejemplo, Heisterkamp y colaboradores (1990)
produjeron un modelo de ratén transgénico para la leucemia aguda humana por medio de la
introduccion de un segmento quimérico de ADN conteniendo un exdn del gen Bcr con un
exdn del oncogén Abll (c-Abelson). Esta misma fusién se produce en los pacientes leucémi-
cos como resultante de una translocacidn reciproca 9q34-22ql |, denominada cromosoma
Filadelfia. El modelo transgénico sirvid para comprobar la causa de la leucemia humana pero,
lamentablemente, no es demasiado Util para el estudio de la evolucién de la enfermedad por-
que los ratones mueren a una edad muy temprana. (Para mds detalles sobre modelos trans-
génicos del cédncer ver el punto 9.2.2.1.)

9.1.2.3 Modelos producidos por la incorporaciéon de genes humanos

Existen muchos ejemplos de esta clase de transgénicos, entre los mds destacados podemos
nombrar el ratén transgénico sensible al virus de la polio y los modelos murinos para la oste-
ogénesis imperfecta tipo Il y la anemia falciforme (en inglés, sickle-cell anemia). En el primer
caso, se produjeron ratones susceptibles para todas las Iineas de virus de la poliomielitis, in-
corporando en el genoma murino el gen humano que codifica para el receptor celular del vi-
rus. Al ser inoculados con el virus, estos ratones transgénicos reproducen algunos de los sin-
tomas clinicos observados en humanos y primates; por lo tanto representan un modelo exce-
lente para los estudios moleculares de la patogénesis de la poliomielitis, asi como para la
evaluacién de nuevas vacunas. Otros ejemplos de modelos producidos por la incorporacidn
de genes humanos serdn tratados en detalle en el punto 9.2.1 v 9.2.2.

9.1.2.4 Modelos transgénicos producidos por la incorporacién de grandes fragmentos de ADN

Se han descripto varias técnicas capaces de llevar a cabo la incorporacion de grandes segmen-
tos de ADN (hasta 900 kb) a la Iinea germinal de los ratones utilizando vectores YAC o BAC.
Entre esas técnicas, la microinyeccidn directa de estos vectores en el pronicleo de un ovoci-
to fertilizado aparece como la mds utilizada. Este tipo de transgénicos son de gran utilidad
cuando el defecto genético resulta de una alteracion cuya causa molecular es poco conocida
o desconocida. Utilizando este sistema, se han creado modelos originales de enfermedades
humanas muy complejas como el sindrome de Down.
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El sindrome de Down, resultante de la trisomfa del cromosoma 21, estd asociado a una can-
tidad de defectos que son consecuencia directa de la dosis anormal de varios genes ubica-
dos en una regién particular del cromosoma (21g22.2). Para lograr avances sobre el conoci-
miento de la relevancia funcional de esta region del cromosoma 21, Smith y colaboradores
han construido un panel de ratones transgénicos que portan (cada cual) un vector YAC indi-
vidual (conteniendo fragmentos de ADN del cromosoma 21 humano). En total, este panel
de ratones abarca una regién contigua de aproximadamente 2 Mb, comprendiendo toda la
region 21g22.2 del cromosoma humano. Es interesante el hallazgo de dos lineas de ratones
conteniendo YACs diferentes (no superpuestos) que presentaban fallas en el aprendizaje.
Esto estarfa indicando que por lo menos dos genes estan implicados en el déficit de aprendi-
zaje cuando estdn presentes en mds de dos copias (lo que sucede en la trisomfa del cromo-
soma 21).

Trabajos similares se estdn llevado a cabo para la enfermedad de Huntington (autosdmica
dominante), causada por la expansién de una secuencia de ADN (triplete CAG) en el exdn |
del gen que codifica para la huntingtina (cuyo tamafio es de 200 kb). Como un primer paso
hacia el desarrollo de un modelo murino de esta enfermedad se introdujo un YAC de 600 kb
comprendiendo el gen huntingtina (humano), en este caso un alelo “normal” con 18 repeti-
ciones CAG. Estos ratones fueron cruzados con otra linea de ratones cuyo gen enddgeno
huntingtina habia sido anulado por técnicas de mutagénesis dirigida (KO). Es llamativo ver que
el gen humano (alelo normal) puede rescatar el fenotipo letal de los embriones nulos para el
gen huntingtina, indicando que el gen humano es funcional en el ratén. Es razonable pensar
que la introduccion de alelos humanos patogénicos pueda llevar a un buen modelo murino
de la enfermedad de Huntington. (Para mds informacidn sobre los métodos de transgénesis
en el ratén remitirse al Capitulo VIII.)

9.1.3 Modelos generados in vitro por manipulaciéon de células ES

Como ya hemos visto en el capitulo anterior, la disponibilidad de cultivos de células pluripo-
tenciales ES ha ampliado enormemente el espectro de las posibilidades de manipulacion del
genoma murino, en particular las mutaciones dirigidas. Con las células ES es posible crear mo-
delos murinos a partir de (i) células ES mutantes seleccionadas in vitro, (i) por ““transgénesis in
vitro" de las células ES (haciendo uso de una bateria de técnicas de transfeccion de ADN) y
(iil) por medio de la utilizacion del fenédmeno de recombinacion homdloga in vitro.

Por ejemplo, existe un modelo del sindrome de Lesch-Nyhan (ver seccién 9.2.1.8) que fue
producido seleccionando in vitro células ES mutadas (sin actividad de la enzima HPRT). Los
modelos generados por recombinacién homdloga in vitro son muy numerosos y se encuen-
tran detallados en el punto 9.2. Existen ratones KO que son excelentes modelos para la fibro-
sis quistica, la enfermedad de Gaucher, la anemia falciforme vy las talasemias, entre muchos
otros.
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9.1.4 Modelos generados por transgénesis condicional (sistemas Cre/loxP y Flp/frt)

La estrategia de creacidn de transgénicos “‘condicionales”, ya sean éstos temporales o espacia-
les, por medio del uso de recombinasas sitio-especificas ha sido descripta en detalle en el Ca-
pitulo VIII. Las posibilidades de crear modelos es inmensa ya que podemos provocar la falta
de expresién de un gen, o la expresién de un alelo mutado, en un tejido especifico y en un
momento del desarrollo determinado. Por lo tanto, esta estrategia es muy eficiente para el
estudio de la inactivacion de genes que son esenciales para el desarrollo. Una de las tantas
posibilidades que ofrecen estos sistemas es la de generar deleciones, inversiones y transloca-
ciones de grandes segmentos cromosémicos. Un ejemplo interesante es la translocacion en-
tre el oncogén Myc v los genes de cadena pesada de las inmunoglobulinas, en los cromoso-
mas |5y |2 respectivamente, reportada por Smith y colaboradores en 1995. Esta transloca-
cion generada por el sistema Cre/loxP reproduce aquellos rearreglos que son producidos en
los plasmocitomas.

9.2 Modelos murinos para el estudio de enfermedades humanas

Como ya hemos visto en el Capitulo VII, el descubrimiento de mutaciones con patologias simila-
res a enfermedades humanas es una situacion frecuente en los animalarios que crfan roedores. A
lo largo de los Uttimos 90 afos se han descripto mds de 1.500 mutaciones en el ratdn de labora-
torio —entre espontdneas e inducidas—, muchas de ellas de gran valor en medicina experimental
(ver Mouse Locus Catalog, http//www.informatics.jax.org/searches/marker_form.shtml, Mutant
Mouse Regional Resource Centers (MMRRC), http//www.mmrrc.org/index.html y Mouse Knockout
and Mutation Database (MKMD), http:/research.omn.com/mkmd). En términos diddcticos, pode-
mos decir que los modelos animales en medicina experimental pueden ser Utiles fundamental-
mente para tres propdsitos: (i) identificar la base molecular de la enfermedad, (i) estudiar la fisio-
patologia de la enfermedad v, (iii) ensayar nuevas terapias para la misma.

9.2.1 Modelos murinos de enfermedades hereditarias simples (mendelianas)

9.2.1.1 Enfermedades que involucran células derivadas de la cresta neural

Las células que derivan de la cresta neural se diferencian en diversos tipos celulares, entre los
cuales encontramos a los melanocitos de la piel y el oido interno, las neuronas y células de la
glia del sistema nervioso periférico, células neuroenddcrinas de las gldndulas adrenales v tiroi-
des, e inclusive componentes de los huesos cartilaginosos y membranosos de la cabeza. En la
Tabla 9.1 podemos observar una lista de genes en los cuales se han identificado mutaciones,
tanto en el ratdn como en los genes homdlogos humanos, y que causan deficiencia de células
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derivadas de la cresta neural. Todos estos modelos tienen aspectos comunes entre el fenoti-
po mutante y la correspondiente enfermedad humana. Nos limitaremos a presentar breve-
mente tres de esas enfermedades:

Nombre del gen Simbolo Modelos disponibles Enfermedad humana
Endothelin 3 Edn3* Mutacidn espontdnea Sindrome de
lethal spotting y ratones Waardenburg-Shah
KO
Endothelin receptor Ednrb® Mutacién espontdnea Enfermedad de
piebald, mutaciones Hirschsprung; Sindrome
inducidas y ratones KO de Waardenburg-Shah
Kit oncogen Kit Mutacién espontanea Piebaldismo

dominant spotting
y mutaciones inducidas

Micropthalmia-associated | Mitf™ Mutacidn espontdnea Sindrome de

transcription factor micropthalmia y Waardenburg tipo 2

mutaciones inducidas

Pink-eyed dilution p Mutacidn espontdnea Albinismo
pink-eyed dilution y oculocutdneo tipo 2
mutaciones inducidas
Paired box protein-3 Pax3%® Mutacién espontdnea Sindrome de
splotch y mutaciones Waardenburg tipo |;
inducidas Sindrome de Klein-
Waardenburg
Tyrosinase Tyre Mutacién espontdnea Albinismo

albino y mutaciones oculocutdneo tipo |

inducidas

Tabla 9.1 Desdrdenes de células derivadas de la cresta neural.

Enfermedad de Hirschsprung (HSCR)

Las personas afectadas por este desorden tienen deficiencias en los ganglios nerviosos entéricos,
lo que resulta en megacolon, bloqueos intestinales y constipacion cronica. Existen formas domi-
nantes vy recesivas de la enfermedad. Diversas mutaciones en el proto-oncogén RET son la causa
de la forma dominante de esta enfermedad hereditaria humana, mientras que las formas recesi-
vas se deben a mutaciones en la endotelina 3 (gen EDN3) vy su receptor tipo B (gen EDNRB).
Para los tres genes mencionados se han desarrollado ratones KO que han aportado valiosa infor-
macion respecto a la patogenia de la enfermedad, aunque existen algunas diferencias fenotipicas
con la enfermedad humana. Esto demuestra que muchas veces los tejidos murinos y humanos
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responden de manera diferente a la fatta de funcién de un determinado gen. Existen dos muta-
ciones espontdneas en el ratdn que resultaron ser alélicas de los genes murinos £dn3 (cromoso-
ma 2) y Ednrb (cromosoma 14), se trata de lethal spotting (Is) v piebald (s), respectivamente (ale-
los Edn3* y Ednrb?). Otra mutacidn que ha sido propuesta como modelo de HSCR es dominant
megacolon (Dom), una mutacién dominante del gen Sox/0 (SRY-box containing gene 10) en el
cromosoma |5 del ratén. La mutacién Dom es muy sensible al fondo genético y se observa, por
ejemplo, que los ratones C3H/He-Dom/+ presentan sintomas severos, mientras que los ratones
C57BL/6-Dom/+ son aparentemente normales.

Piebaldismo

El piebaldismo (en inglés, piebald trait o PT), presenta una deficiencia en la migracion de los
melanocitos hacia la piel y el oido interno, originando defectos en la pigmentacién del pelo e
hipopigmentacién en la piel de la frente, pecho y abdomen. Ademds, son frecuentes los epite-
liomas, las sorderas ocasionales vy la heterocromia del iris. Numerosas mutaciones en el onco-
gén KIT son las responsables del piebaldismo en los humanos y del dominant white spotting
(W) en el ratdn. La mutacion W fue descripta en 1908 vy ha sido ampliamente estudiada a lo
largo del siglo XX, ya que se trata de un locus muy sensible a la apariciéon de mutaciones. El
locus W (ahora Kit") se localiza en el cromosoma 5 del genoma murino vy se han identificado
alrededor de 100 alelos diferentes. Los ratones heterocigotas exhiben manchas blancas en la
cabeza y el vientre, un fenotipo muy similar al del piebaldismo humano. Los ratones homocigo-
tas (Kit"/Kit"), en su inmensa mayoria, mueren durante el desarrollo embrionario. Sdlo algunos
alelos, denominados viables, permiten la sobrevida de los ratones homocigotas (Kit"/Kit"™),
aunqgue éstos son anémicos, estériles y de pelaje blanco; pero, a diferencia de los albinos, tie-
nen 0jos negros, ya que no estd afectada la migracion de los melanocitos hacia la retina. No
obstante, también se han descripto algunos alelos que resultan viables y fértiles en estado de
homocigosis (alelo Kit"). Es interesante notar que todas las mutaciones, tanto en el hombre
como en el ratdn, afectan el dominio tirosina quinasa de la proteina. Por otro lado, el fenotipo
que estamos describiendo es idéntico al que muestran los ratones afectados por la mutacidn
steel (SI). El locus SI (ahora Kitl) se localiza en el cromosoma 10 del ratén y codifica para el li-
gando natural del receptor Kit (gen Kitl, kit ligand). Sorprendentemente, no se han identificado
mutaciones en este gen en personas con piebaldismo.

Sindrome de Waardenburg (WS)

El sindrome de Waardenburg es una enfermedad dominante y ha sido clasificada por los clini-
cos en tres tipos: WSI, WS2 v WS3. Este sindrome presenta anomalias en la migracion de los
melanocitos hacia la piel y el oido interno, llevando a defectos en la pigmentacién del pelo vy
los ojos, ademds de sordera. Al igual que HSCR, WS es genéticamente heterogénea, compren-
diendo mutaciones en dos factores de transcripcion, PAX3 (paired box gene-3) y MITF (mi-
crophthalmia transcription factor). A su vez, existen mds de 30 mutaciones del gen PAX3, afecta-
do virtualmente cada dominio de la proteina. En el ratén, Pax3 y Splotch (Sp) son alélicos (cro-
mosoma 1), siendo el Ultimo un alelo mutante (su nueva nomenclatura es Pax3%). Splotch es
una mutacion semi-dominante que presenta varios alelos (Sp, Sp?, Sp?", entre otros) que cau-
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san manchas blancas en el abdomen, cola y pies en el estado heterocigota. Los ratones homo-
cigotas suelen morir durante la gestacion por severos defectos en el tubo neural y los ganglios
espinales. Una vez mas, existen diferencias entre el modelo de ratén mutante y la enferme-
dad humana, en este caso los ratones afectados por las mutaciones en el gen Pax3 nunca
presentan sordera ni defectos en el oido interno.

El gen murino Mitf resulté ser codificado por un gen previamente conocido por la mutacién
microphthalmia (mi), ahora Mitf™ (cromosoma 6). El locus mi es particularmente fascinante
porque presenta muchos alelos disponibles para el estudio y, ademds, estos alelos despliegan
una plétora de fenotipos y un patrén de herencia complejo. Todos los alelos de mi causan
anomalias en los melanocitos, lo que produce patologias oculares, defectos en la pigmenta-
cion vy a veces sordera. En general, los alelos mds severos se comportan en forma semi-domi-
nante y los menos severos son recesivos, estando localizadas las mutaciones, para cada clase,
en dominios especificos de la proteina.

9.2.1.2 Desérdenes en la visién

El ofdo y los ojos del ratén son anatémicamente y funcionalmente muy similares a los del
hombre (y a los de los mamiferos en general), convirtiendo al ratén en un modelo muy Util
para el estudio de estos érganos. Ademds, existe una provision de mas de 150 loci mutantes
que afectan el oido vy los ojos del ratén. En la Tabla 9.2 podemos observar algunos de estos
mutantes que han resultado ser excelentes modelos de enfermedades humanas, ya que com-
parten sorprendentes similitudes en el fenotipo.

Nombre del gen Simbolo Modelos disponibles Enfermedad humana
Myosin VIA Myo7a*! Mutacién espontdnea Sindrome de Ushers
shaker | y mutaciones tipo 1B
inducidas
Paired box Pax2 Mutaciones inducidas Coloboma de nervio
homeotic gene 2 ratones KO éptico con enfermedad
renal
Paired box Pax6% Mutacidn espontdnea Aniridia tipo 2
homeotic gene 6 small eye y mutaciones
inducidas
Phosphodiesterase Pdebb! Mutacidn espontdnea Retinitis pigmentosa
6B, cGMP, rod retinal degeneration |
Peripherin 2 Prph2Ffe? Mutacidn espontdnea Degeneracion de retina
retinal degeneration 2
Rhodopsin Rho Ratones transgénicos Retinitis pigmentosa tipo 4

Tabla 9.2 Desdrdenes de la vision y el ofdo
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Dentro de las anomalias hereditarias de la vision podemos diferenciar a aquellas que afectan el
desarrollo de la retina v a las que involucran procesos degenerativos de la misma. Dentro del pri-
mer grupo se encuentra la aniridia, enfermedad que resulta en la hipoplasia del iris. El gen humano
para la aniridia es el PAX6, un factor de transcripcidn de la familia paired box genes. El homdlogo
murino es la mutacién small eye (Sey), cuyo locus se encuentra en el cromosoma 2 (Pax6™). La
dosis génica parece ser critica en la funcién del gen Paxé, tanto en el ratén como en el hombre, va
que el desarrollo del ojo es sensible al aumento, o la disminucion, de la expresion del gen.

En el tipo de anormalidades degenerativas encontramos la retinitis pigmentosa (RP). Se trata
en realidad de un grupo de enfermedades que representan una de las causas mds comunes
de ceguera en individuos de mediana edad. Se han descripto formas autosdmicas recesivas,
autosémicas dominantes v ligadas al cromosoma X. Una de las mutaciones asociadas a la RP
es la del gen de la rodopsina (RHO), un fotoreceptor asociado a proteinas G que interviene
en los procesos de la vision con baja luz, es por eso que los individuos afectados sufren espe-
cialmente de ceguera nocturna. Existen varios modelos de ratones transgénicos que expresan
formas mutantes del gen Rho, con procesos degenerativos de los fotoreceptores similares a
los hallados en la enfermedad humana.

Otro modelo importante para el estudio de RP es la mutacion retinal degeneration-1 (rdl),
descripta en la década de 1920 y ubicada en el cromosoma 5 del genoma murino. Los anima-
les homocigotas exhiben degeneracidn de todos los fotoreceptores de la retina al mes de
vida. Es interesante decir que muchas de las lineas consanguineas cldsicas (como C3H, CBA,
SIL y SWR) son homocigotas para la mutacién rd/, y por lo tanto los animales son ciegos a
edad temprana. El gen mutado en este caso es phosphodiesterase, cGMP, rod receptor, b-subu-
nit (Pdeb?"). Un tratamiento potencialmente eficaz para la RP fue evaluado en ratones
Pdebr?! /Pdeb™': se trata de la introduccién de adenovirus recombinantes que llevan copias del
alelo normal (wild type) del gen Pdeb, antes del inicio de los procesos degenerativos. Se ha
encontrado que después de este tratamiento hay un retraso muy marcado de la muerte de
las células fotoreceptoras.

9.2.1.3 Desérdenes en la audicidon

Pese a que las sorderas pueden agruparse en varias categorias segin el sitio del sistema audi-
tivo que esté fallado, en el humano, la forma mds comun de sordera es aquella que afecta al
6rgano de Corti, responsable de las transducciones auditivas. Debido a la gran cantidad de
genes envueltos en las sorderas hereditarias, los andlisis de ligamiento fueron siempre muy di-
ficiles de realizar en humanos. Una vez mds, el ratén jugd un papel fundamental para lograr
uno de los hitos en el estudio de las sorderas de origen genético: el clonaje del primer gen
vinculado a las transducciones auditivas. Hasta el momento, dos genes perteneciente al grupo
de las miosinas no convencionales, Myo7a (cromosoma?) y Myoé (cromosoma 9), fueron ais-
lados en el ratén. El gen homdlogo humano (MYO7A) fue identificado posteriormente en pa-
cientes con el sindrome de Ushers tipo IB, la forma mds comun de sordera con ceguera
asociada. Las similitudes fenotipicas (ambos comparten la degeneracion del drgano de Corti)
y los mapeos comparativos dieron los primeros indicios de que la mutacién murina shaker|
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(shl), asociada a sordera, era homdloga al sindrome de Ushers tipo |B. Actualmente se sabe
que la mutacion shl es un alelo mutado del gen Myo7a, por lo tanto su nueva nomenclatura
es Myo7a™'. Recientemente, se demostrd que el gen Myoé es alélico a la mutacidn recesiva
Snell’'s waltzer (ahora Myo6%) y que los ratones homocigotas presentan defectos en el neuroe-
pitelio del oido interno. Gracias a los proyectos conjuntos de mutagénesis quimica por ENU,
se han descripto nuevos mutantes con sordera que seran Utiles como modelo animal de sor-
dera, por ejemplo la mutacion dominante Beethoven (Bth), descubierta en Alemania.

9.2.1.4 Enfermedades de los huesos y cartilagos

Dentro de los mecanismos implicados en los desérdenes esqueléticos podemos encontrar: (i) las al-
teraciones que afectan la composicion bioquimica del hueso, (i) las fallas en el patrén de desarrollo
6seo durante la embriogénesis  (iii) la imposibilidad de establecer las proporciones correctas en el
crecimiento de los huesos. En el ratén se han descripto mds de 100 loci y modelos transgénicos
que afectan el desarrollo del esqueleto. En la Tabla 9.3 se muestra una lista de genes murinos invo-
lucrados en diversos trastomos dseos y sus respectivas enfermedades homdlogas humanas.

Nombre del gen Simbolo Modelos disponibles Enfermedad humana
Procollagen type |, Coll g Mo Mutacién Moloney Osteogénesis imperfecta;
alpha | leukemia virus 13,y Ehlers-Danlos tipoVII
ratones KO
Procollagen type |, Collaz2om Mutacién espontdnea Osteogénesis imperfecta;
alpha 2 osteogenesis imperfecta Ehlers-Danlos tipoVIl
Procollagen type 2, ColZal Ratones transgénicos Acondrogénesis tipo 2;
alpha | y KO Displacia metafisiaria
Procollagen type 5, Col5aZ Ratones KO Enfermedad de Ehlers-
alpha 2 Danlos
Procollagen type 9, Col9al Ratones transgénicos Displacia epifisaria
alpha | y KO multiple
Procollagen type |1, Coll lal<e Mutacién espontanea Sindrome de Stickler
alpha | chondrodysplasia tipo Il
Fibroblast growth Fofrl Ratones KO Sindrome de
factor receptor | acrocefalosindactilia tipo V
Fibroblast growth Fgfr3 Ratones KO Acondroplasia;
factor receptor 3 Enanismo tanatofdrico
GLI-Kruppel Gliz* Mutacién espontdnea Sindrome de Greig
family member extra toes y mutaciones
inducidas
Homeo box D13 Hoxd I3 Ratones KO Sindactilia tipo Il

Tabla 9.3. Enfermedades de los huesos y el tejido conectivo.
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Las mutaciones dirigidas (KO) de los genes Hoxd |3 y Gli3, miembros de las familias de facto-
res de transcripcion homeodomain y zinc-finger, respectivamente, causan anormalidades esque-
|éticas, fusiones dseas y pérdida de falanges en los ratones homocigotas. En el ser humano,
gracias a la técnica del gen candidato, se logrd identificar el gen HOXD 3, v se sabe que el
mismo se encuentra mutado en pacientes con sindactilia tipo Il. A diferencia del modelo mu-
rino transgénico, la enfermedad hereditaria humana es autosémica dominante y estd caracte-
rizada por la presencia de dedos fusionados y membranas interdigitales.

Recientemente se ha demostrado que las sefales intercelulares mediadas por el factor de cre-
cimiento de los fibroblastos (FGF) juega un papel importante en la coordinacién del crecimien-
to del hueso endocondral y membranoso. La pérdida del crecimiento proporcional entre los
ejes longitudinal y radial de los huesos resulta frecuentemente en displasias del esqueleto. Gra-
cias a estudios realizados en familias con sindromes autosémicos dominantes asociados a pro-
blemas dseos, ha sido posible identificar mutaciones puntuales en los genes que codifican para
los receptores de FGF (genes FGFR| y FGFR2). Estos dos genes afectan el crecimiento del hue-
so intramembranoso, mientras que el FGFR3 generalmente afecta el hueso endocondral. Se co-
nocen tres enfermedades dominantes asociadas a mutaciones en el gen FGFR3. Una de las mds
severas es la displasia tanatoférica, la cual causa enanismo y mortalidad perinatal en los hete-
rocigotas. Es notable que, por otro lado, los ratones heterocigotas para una mutacién nula del
gen Fgfr3 son fenotipicamente normales y que los homocigotas presentan un fenotipo casi
opuesto al humano, con crecimiento exagerado de los huesos largos v sordera.

Finalmente, hablaremos brevemente de los coldgenos, los cuales constituyen las principales fi-
bras del tejido conectivo y son las proteinas mds abundantes de la matriz extracelular. Existen,
por lo menos, 19 genes de coldgeno, cuyos productos interaccionan (en forma de hélices tri-
ples) para formar las distintas fibras de coldgeno. Por lo tanto, las mutaciones en diferentes
genes del coldgeno pueden afectar la misma fibra de coldgeno. En humanos, se han identifica-
do mutaciones en |3 genes de coldgeno, y las mismas han sido siempre relacionadas a fenoti-
pos patoldgicos. Es mas, se sabe que distintas mutaciones del mismo gen de coldgeno pueden
resultar en enfermedades diferentes. Por ejemplo, se conocen por lo menos cinco formas di-
ferentes de condrodisplasia y degeneracion de cartilagos, todas resultantes de mutaciones en
el mismo gen (COLZAI). En el ratdn, la mutacidn chondrodysplasia (cho) ha permitido el aisla-
miento, por la técnica del gen candidato, del gen Coll [al y su respectivo gen homdlogo hu-
mano (COLI [Al), responsable de una forma de condrodisplasia presente en el sindrome de
Stickler. Ademas del ratdn cho, existen otras mutaciones del ratdn que afectan los genes del
coldgeno, algunas de ellas espontdneas [osteogenesis imperfecta (Col | a2°™)], v otras transgéni-
cas y/o KO (Collal, Col2al, Col5a2, Col?al y CollOal).

9.2.1.5 Desoérdenes neuroldgicos y neuromusculares

Existen alrededor de |50 mutaciones en el ratén que causan defectos neuroldgicos, neuro-
musculares o comportamentales. Entre ellas, hay unas 20 que pueden ser consideradas como
modelos de enfermedades humanas, fundamentalmente aquellas que comparten un fenotipo
neuromuscular o neuroldgico con el correspondiente desorden humano (Tabla 9.4).
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Nombre del gen Simbolo Modelos disponibles Enfermedad humana
Apolipoprotein E Apoe Ratones KO Alzheimer tipo 2
Amyloid beta App Ratones transgénicos Alzheimer
precursor protein y KO
Ataxia telangiectasia Atm Ratones KO Ataxia-telangiectasia
Dystrophin Dml5 Ratones transgénicos Distrofia miotdnica
myotonica kinase, BI5 y KO
Dystrophia, muscular Dmdr Mutacién espontdnea Distrofia muscular
dystrophy X-linked muscular dystrophy| de Duchenne y Becker
y ratones KO
Fragile X mental Fmrl Ratones KO Sindrome X Frégil
retardation syndrome |
Huntington disease Hdh Ratones KO Enfermedad de
gene homolog Huntington
Laminin, alpha 2 Lama2¥ Mutacidn espontdnea Distrofia muscular
dystrophia muscularis congénita
y ratones KO
Spinocerebellar ataxia | Scal Ratones transgénicos Ataxia espinocerebelosa
tipo |
Superoxide dismutase-1, | Sod/ Ratones Transgénicos Esclerosis lateral
soluble y KO amiotrdfica

Tabla 9. 4. Desdrdenes neuroldgicos y neuromusculares

Enfermedad de Alzheimer (EA)

Este desorden neurodegenerativo es la cuarta causa de muerte en los pafses desarrollados. Se
trata de una demencia progresiva en la que ciertas zonas especificas del cerebro sufren dege-
neracién neuronal, lo que lleva a la pérdida de la memoria y de las capacidades cognitivas. En
los dltimos afios, diversos laboratorios han producido ratones transgénicos que exhiben algu-
nos de los cambios patoldgicos asociados a EA. Esto ha ocurrido, por ejemplo, con los trans-
génicos que expresan niveles muy altos de la proteina amiloide B humana (gen APP, amyloid
precursor protein) en su forma wildtype o una forma mutante (particularmente una mutacion
puntual encontrada en pacientes con EA). Ambos modelos comparten grandes similitudes
con los casos humanos; sin embargo, las placas seniles (uno de los rasgos histopatoldgicos ca-
racteristicos de EA) se encuentran sdlo en los ratones transgénicos para el gen mutado. Nin-
guno de los dos tipos de transgénicos para el gen APP desarrolla ovillos neurofibrilares (en
inglés, tangles), la otra lesidn histopatoldgica caracteristica de EA. Cabe destacar que estos ra-
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tones transgénicos exhiben defectos en el aprendizaje, asi como alteraciones cerebrales al en-
vejecer. Ademas, se ha demostrado que el fondo genético de los ratones tiene un efecto muy
fuerte sobre el fenotipo. Siendo que la funcidn del gen APP es muy poco conocida (més alld
de ser requerida para el funcionamiento neuronal), estos ratones son un modelo muy dtil
para comprender el papel del gen APP en pacientes con EA.

Otro gen involucrado en EA es el gen de la apolipoproteina E (APOE). Pese a que, original-
mente, los ratones homocigotas para formas mutadas del gen Apoe fueron reportados como
neurolégicamente normales, estudios mads recientes demostraron que existen alteraciones de
la sinapsis y cierto nivel de neurodegeneracién del SNC en ratones nulos para el gen Apoe
(Apoe —/-). También existen ratones transgénicos que sobreexpresan formas wildtype o muta-
das de los genes humanos PS| y PS2 (presenilin-1y presenilin-2). Si bien ninguno de los mode-
los transgénicos de EA recapitula todos los rasgos de la enfermedad humana, estos modelos
han aportado datos valiosos para entender la patogénesis de la enfermedad y pensar en el
desarrollo de terapias.

Desérdenes neuromusculares

Bédsicamente, las anormalidades neuromusculares pueden resultar de (i) fallas en la excitacién-
contraccion del musculo esquelético, (ii) defectos en el metabolismo muscular y (i) degene-
racion y/o debilidad muscular. Como ejemplos de modelos pertenecientes a la primera cate-
gorfa tenemos la mutacién Cchlla3 y los ratones KO para el gen Ryr/; un ejemplo del segun-
do tipo de defecto es la mutacidon Phk. Existen modelos murinos muy interesantes para la
dltima categorfa de enfermedad neuromuscular, los cuales describiremos mads detalladamente.
En el hombre, se han descripto dos enfermedades neuromusculares ligadas al cromosoma X:
la distrofia muscular de Duchene (DMD) y la distrofia muscular de Becker (DMB). Ambas
enfermedades han sido atribuidas a mutaciones en el enorme gen de la distrofina, una gran
proteina citoesquelética localizada en el sarcolema del musculo esquelético. El gen responsa-
ble de la DMD fue el primer gen relacionado a una enfermedad humana de gran importancia
que fuera descubierto a través de un clonaje posicional. Los mapeos comparativos y las simili-
tudes en el fenotipo llevaron a descubrir que el homdlogo de DMD en el ratdn era la muta-
cion mdx (X-linked muscular dystrophy). En el afio 1989, Sicinski y colaboradores informaron
de la presencia de una mutacién puntual del gen Dmd en los ratones mutantes mdx (ahora
Dmd™#). Varias formas alélicas de este gen fueron generadas por Verne Chapman y colabora-
dores utilizando mutagénesis quimica (ver Capitulo VII). Fundamentalmente, los pacientes con
DMD vy los ratones mdx/mdx presentan una necrosis extensiva de las fibras musculares es-
queléticas, siendo este tejido muchas veces reemplazado por tejido fibrético y adipocitos. Sin
embargo, en los ratones mdx existe un alto grado de regeneracién muscular lo que permite a
los animales permanecer casi sin sintomas hasta el afio de vida. A pesar de esta diferencia, va-
rios laboratorios han usado esta mutacién como modelo de DMD y DMB, en especial para el
estudio de posibles terapias génicas. Recientemente (1996), se ha creado un modelo murino
que se acerca mas a la patologifa muscular presente en DMD, especialmente por la falta de
regeneracion muscular. Se trata de un doble mutante que porta mutaciones en los genes mdx
y Myod (gen que codifica para un factor de transcripcién miogénico).
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Existe otra distrofia muscular en humanos, en este caso autosémica, denominada distrofia
miotdnica (DM), la cual se caracteriza por disturbios neuromusculares que afectan el musculo
esquelético, el musculo liso en varios drganos y otros rasgos extra musculares. Luego de va-
rios afios de mapeos Yy clonaje posicional, en el afio 1992 se descubrié que el gen responsable
de DM codificaba para una quinasa de proteinas llamada DM 5. La causa del fenotipo mutan-
te en los humanos estd dada por la inestabilidad de un microsatélite de ADN (motivo tri-nu-
cledtido) presente en una region del gen no traducida a proteina. Recientemente se han crea-
do ratones KO para el gen Dm 15 y los mismos manifiestan una miopatia esquelética progresi-
va. Ademds de los modelos mencionados, existen por lo menos |0 mutaciones murinas que
inducen degeneracion de neuronas motoras, entre ellas, wobbler (wr, cromosoma | |), motor
neuron degeneration (mnd, cromosoma 8), wasted (wst, cromosoma 2) y progressive motor neu-
ropathy (bmn, cromosoma | 3).

9.2.1.6 Enfermedades de la piel y el pelo

En la mayorfa de las enfermedades no infecciosas que afectan la piel vy el pelo se desconoce
aun su fisiopatologia, y en este sentido, los modelos animales podrian proveer de buenos indi-
cios sobre las causas de dichas enfermedades. El objetivo Ultimo de la investigacion dermato-
|6gica es entender los fundamentos moleculares de estos procesos para disefiar nuevos mé-
todos de diagndstico, prevencidn vy terapia. En particular, las anomalias de la piel y el pelo son
rasgos anatémicos muy evidentes, por lo que los animales mutantes son descubiertos rdpida-
mente por los técnicos del animalario?. Como resultado, existen en la actualidad mds de 100
mutaciones en el ratdn que causan anormalidades morfoldgicas en la piel v el pelo, de las cua-
les sélo unas pocas tienen una base molecular definida.

Existen varias mutaciones que presentan defectos en el crecimiento del pelo de las cuales se
conocen las fallas bioquimicas especificas que las producen. Cuando esas fallas afectan a algu-
na citoquina de importancia en la biologia de la piel, el modelo toma aldn mas relevancia para
la biomedicina. Ejemplos de esto son las mutaciones tabby (Eda™), crinkled (Edaradd™) y down-
less (Edar®) las cuales carecen de células productoras del factor de crecimiento EGF (ephitelial
growth factor). Estos mutantes carecen de pelos en la piel de la cola y la zona posterior de las
orejas, ademas de la ausencia de algunas gldndulas dérmicas.

Los defectos evidentes en los ciclos del crecimiento del pelo son potencialmente Utiles para
el estudio del control molecular y bioquimico de los mismos, tanto en el hombre como en
los animales. Por otro lado, las enfermedades inflamatorias de la piel y los foliculos pilosos,
como las evidenciadas por las mutaciones flaky skin (fsn) vy alopecia areata (poligénica), nos
proveen de nuevas herramientas para poder identificar proteinas especificas de importancia
en el ciclo del pelo. La mutacidn waved | (wal), imitada por el ratén KO para el gen Tgfa
(transforming growth factor alpha), es un buen ejemplo de una mutacién que pudo ser asocia-

2 El primer informe de un ratén mutante sin pelo y con piel arrugada (llamado “ratdn rinoceronte”) data del
afio 1820 en la ciudad de Londres.
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da con un defecto especifico en el pelo. Los experimentos de mapeos genéticos y las cruzas
de prueba determinaron que los genes mutados en ambos tipos de ratones eran en realidad
un mismo locus (Tgfa*e").

Las mutaciones recesivas espontdneas hairless (hr) v hairless rhino (hr) son alélicas y fueron lo-
calizadas en el cromosoma 14. Los ratones homocigotas tienen un primer ciclo de crecimien-
to de pelo normal pero, alrededor del dia 10 de vida, empiezan a perder definitivamente el
pelo. El fenotipo de rhino es una manifestacion mas severa del fenotipo hairless. En el caso de
hr se trata de un defecto molecular causado por la insercién de un retrovirus (un provirus en-
ddgeno de la leucemia murina) en un intrén del gen hr (un factor de transcripcién de la fami-
lia zinc finger), lo que provoca un splicing aberrante del ARN mensajero. En el caso de rhino se
trata de una substitucion de 2 pb en el exdn 4 del gen, lo que resulta en un KO funcional del
gen hr. Junto con la mutacidn nude, la mutacidn haitless es la mutacién mds estudiada dentro
del grupo de mutaciones que causan pérdida del pelo o alopecia y ha sido indicada como
modelo de la enfermedad hereditaria humana alopecia universalis. Esta enfermedad dermato-
|6gica que afecta a mds de dos millones de personas sélo en los Estados Unidos fue asociada
a una mutacion en el gen homdlogo hairless. Existen muchas mutaciones que causan alopecia
parcial entre las que podemos mencionar la mutacién balding, en el cromosoma |8, que afec-
ta el gen Dsg3 (desmoglein 3) y la mutacidn espontdnea recesiva nackt (cromosomal3), un
alelo nulo del gen Ctsl (catepsina L). Esta Ultima presenta, ademds de una marcada deficiencia
de linfocitos T CD4*, alopecia parcial asociada a defectos en la diferenciacion de la epidermis
y la morfogénesis de los foliculos pilosos. Utilizando estos modelos murinos, se podria estu-
diar la efectividad de nuevos tratamientos, ain desconociendo los defectos bioquimicos exac-
tos en el ratén.

9.2.1.7 Enfermedades hematoldgicas e inmunodeficiencias

Los desdrdenes sanguineos forman parte de las enfermedades hereditarias humanas que pri-
mero se descubrieron, como ser la hemofilia ligada al X, las anemias por defectos en los ge-
nes de las globinas y algunas inmunodeficiencias. Para todas ellas existen modelos experimen-
tales en el ratdn, con grandes similitudes fenotipicas con la contraparte humana. Algunos de
estos modelos, transgénicos o espontaneos, se encuentran listados en la Tabla 9.5. Teniendo
en cuenta que los tejidos hematopoyéticos son de fcil acceso (aptos para aislar células pri-
mordiales) y sabiendo de la disponibilidad de lineas consanguineas (isogénicas) de ratones,
muchos laboratorios han redoblado sus esfuerzos en realizar trabajos en el drea de la terapia
génica.
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Nombre del gen Simbolo Modelos disponibles Enfermedad humana

Adenosine deaminase Ada Ratones KO Inmunodeficiencia
combinada severa (SCID)

CDA40 ligand Cd40! Ratones KO Inmunodeficiencia con
altos niveles de IgM

Coagulation factor VIII F8 Ratones KO Hemofilia A

Cytochrome b-245, Cybb Ratones KO Enfermedad crénica

beta polypeptide granulomatosa

Tumor necrosis factor Tnfrsfor Mutacién espontdnea Sindrome

receptor superfamily, lymphoproliferation Linfoproliferativo

member 6 y ratones KO Autoinmune

Hemoglobin alpha Hba Mutaciones inducidas Alfa Talasemia

gene cluster y ratones KO

Hemoglobin beta Hbb Mutaciones inducida Beta Talasemia

gene cluster y ratones KO

Hemoglobin beta Hbb Mutaciones inducidas Anemia Falciforme

gene cluster y ratones transgénicos

Lysosomal trafficking Lystos Mutacién espontdnea Sindrome Chediak-

regulator beige Higashi

Recombination Rag! Ratones KO Inmunodeficiencia

activating gene-| combinada severa (SCID)

Tabla 9.5 Enfermedades inmunoldgicas y hematoldgicas

Anemias

La anemia falciforme, enfermedad crdnica que afecta principalmente a individuos con antepa-
sados provenientes de Africa y de la cuenca del mediterrdneo, fue una de las primeras enfer-
medades en asociarse con un defecto molecular al comprobarse que su herencia estaba liga-
da a una mutacién en el gen de la B globina. Es interesante describir como se cred un mode-
lo murino para esta enfermedad. Durante el desarrollo del modelo, se encontrd que el ratén
transgénico que co-expresaba los genes humanos de la 7y globina y un gen mutado de la B
globina tenia el inconveniente de no desarrollar el fenotipo anémico porque la B globina en-
ddgena (murina) interferfa con la polimerizacién de las dos cadenas humanas. Este problema
fue resuelto introduciendo los transgenes vy B globina humanos en ratones que portan una
mutacién (inducida quimicamente) en el gen de la B globina murino. De esta manera, y con el
agregado de otros transgenes humanos responsables de la anemia falciforme, se cuenta
actualmente con varios modelos experimentales en el ratén, exhibiendo una gama de fenoti-
pos que abarca desde los mds suaves a los mds severos.
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Inmunodeficiencias

Los modelos murinos de inmunodeficiencia son variados y en general muestran una buena
correlacién con la enfermedad humana que se quiere estudiar. Ademads, estos modelos han
sido muy Utiles para los estudios de muchos procesos fundamentales de la respuesta inmune
como ser la adhesidn celular, la comunicacion entre linfocitos T vy B, la presentacion de las
moléculas del complejo mayor de histocompatibilidad (CMH), la transduccién de sefiales por
tirosina quinasa etc. En muchos casos, la identificacién de un gen mutado en una enfermedad
humana fue seguida de la creacion de un ratén KO para ese gen. La cantidad de ratones
transgénicos y KO generados a partir de genes relacionados al sistema inmune es enorme y
presentarlos excede el propdsito de este capitulo, por lo tanto sélo comentaremos algunas
mutaciones cldsicas.

Muchas mutaciones clasicas (espontdneas) sirvieron como punto de partida para el descubri-
miento de genes implicados en enfermedades humanas. Este es el caso de beige (bg), una
mutacidn espontdnea localizada en el cromosoma |3 del ratén que fue descripta en el afo
1963 como una alteracién del color del pelaje. Los animales homocigotas bg/bg poseen un
pelaje mas claro y una inmunodeficiencia homdloga al sindrome de Chédiak-Higashi (CSH) en
humanos. Fundamentalmente, ambos presentan una actividad reducida de las células NK
(asociada a defectos en el funcionamiento de los lisosomas), sangrados anormales e inmuno-
deficiencia. El gen responsable ya fue aislado por clonaje posicional en los ratones beige y se
llama Lyst (lysosomal trafficking regulator). Posteriormente, se comprobd que el gen homdlogo
LYST se encuentra mutado en los pacientes afectados de CHS.

Otra mutacion clasica del ratén de laboratorio con fenotipo inmunodeficiente es la muta-
cién nude (nu). La misma mutacién surgié en dos eventos aislados, la primera vez en 1966
en una colonia exocriada y la segunda en la linea AKR/J en 1976 (streaker), ambas son aléli-
cas y mapean en el cromosoma | |. También encontramos la misma mutacion en la rata: se
trata de las mutaciones Rowett nude (muN) y New Zealand nude (nznu). En el ratén, es una
de las mutaciones recesivas mds difundida comercialmente y se encuentra disponible en va-
rios fondos consanguineos y no consanguineos, siendo también conocidos como “ratones
atimicos”. Debido a la ausencia de rechazo de injertos, estos animales han sido de gran uti-
lidad en los transplantes de tumores xenogeneicos (especialmente de origen humano) y
alogeneicos. Los dos defectos mds notorios en los ratones homocigotas son la falla en el
crecimiento del pelo y la disgénesis del epitelio timico debido a una mutacién puntual en el
gen winged helix, una proteina de pegado (del inglés binding) al ADN, cuyos transcriptos se
expresan solamente en la piel y en el timo. Los ratones nu/nu poseen un timo rudimentario
que permanece pequefio y quistico durante toda la vida, lo que lleva a una reduccién seve-
ra en el nimero de células T funcionales por fallas en la maduraciéon. Su uso como modelo
de enfermedad humana estd muy limitado y sélo se encontraron semejanzas con un grupo
de enfermedades asociadas a defectos en el compartimento epitelial del timo (displasia
timica). La nueva nomenclatura para esta familia de factores de transcripcidn establece que
el nombre correcto del gen es Foxn!, por lo tanto la mutacién nude debe anotarse como
Foxn[m.
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La mutacién scid (severe combined immunodeficiency) es autosdmica recesiva y aparecio es-
pontaneamente en el afio 1980 en el Fox Chase Cancer Center de Filadelfia (Estados Uni-
dos) en una linea congénica de BALB/c. El locus scid pudo ser mapeado en el afo 1989 en
el cromosoma 16 y actualmente se ha identificado al gen responsable. Se trata de un gen
de reparacion del ADN llamado Prkdc (protein kinase, DNA activated, catalytic polypeptide)
cuya disfuncion produce la falta de recombinacion somdtica en los genes V(D)) de las inmu-
noglobulinas vy los receptores TCR de los linfocitos T, lo que bloquea la diferenciacion tem-
prana de los linfocitos B y T. Los ratones homocigotas scid/scid (ratones SCID), cuya apa-
riencia externa es normal, poseen niveles muy bajos, o directamente carecen de inmuno-
globulinas en suero. Los ganglios linfaticos, el bazo y el timo son anormalmente pequefios,
presentando este Ultimo una médula rudimentaria y ausencia de corteza. Todos estos drga-
nos carecen ademds de linfocitos y células plasmaticas. La ausencia de células T y B madu-
ras explica la incapacidad de estos animales de generar una respuesta inmune, tanto humo-
ral como celular. No obstante, la mutacién parece no afectar las lineas mieloides v eritroi-
des vy los ratones presentan niveles de actividad NK normales. Al igual que en otras
inmunodeficiencias, los animales afectados pueden recuperarse con transplantes de médula
dsea singeneica o con repoblacién celular. De estos ensayos surgié el modelo mas intere-
sante de esta mutacién: la repoblacién de los ratones SCID con células inmunes humanas.
A partir de células hematopoyéticas fetales de higado, timo y ganglio en un caso y de célu-
las de sangre periférica adulta en otro, en el afio 1988 se logrd reconstruir un sistema in-
munoldgico humano en el ratén, credndose el denominado ratén SCID-hu. Este modelo
presenta, entre otras caracteristicas, linfocitos humanos CD4+ y CD8+ e inclusive inmuno-
globulinas humanas (Ig G) en sangre periférica. El hecho de que estos ratones fueran muy
susceptibles a la infeccién por HIV-1 posibilité multiples estudios sobre SIDA experimental.
Otros campos de aplicacién de los ratones SCID son los transplantes de tumores humanos
(con un porcentaje de éxito superior al ratén nude) y los estudios referentes a la inmuno-
deficiencia combinada severa en nifios.

La mutacién xid (X linked immune deficiency) esta ligada al cromosoma X vy aparecié en la li-
nea CBA en 1972. Las hembras homocigotas y los machos hemicigotas se ven impedidos de
generar respuestas a antigenos timo-independientes como los lipopolisacaridos y el dextran.
Estos animales presentan también bajos niveles de inmunoglobulinas circulantes junto a un
ndmero de células B reducido a menos de la mitad de los valores normales. Como la funcion
T es normal, también lo son la citotoxicidad, el rechazo de injertos y la hipersensibilidad retar-
dada. El gen afectado se denomina Bruton agammaglobulinemia tyrosine kinase (Btk), una enzi-
ma esencial para el desarrollo de los linfocitos B, por lo tanto la nomenclatura correcta de la
mutacion es Btk Muchas de estas mutaciones con fenotipo inmunoldgico han sido puestas
juntas en un mismo fondo genético formando dobles y hasta triples mutantes. Algunos ejem-
plos son las lineas especiales desarrolladas por el Veterinary Resources Program de los Institutos
Nacionales de la Salud de los Estados Unidos (NIH). Ente ellas podemos citar los ratones
N:NIH-bg-xid, con defectos en células NK 'y linfocitos B; los ratones N:NIH-nu-xid, los cuales
carecen de linfocitos T v B; y el triple mutante N:NIH-bg-nu-xid (ratén BNX), que carece de
células NK; linfocitos T y B.
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Fenémenos autoinmunes y linfoproliferativos

Muchas enfermedades humanas, como la diabetes, el lupus, la artritis y la glomerulonefritis
poseen un componente autoinmune. Existen dos mutaciones espontdneas del ratén que han
sido esenciales en el descubrimiento del rol de la apoptosis en el mantenimiento de la auto-
tolerancia dentro del sistema inmune. Estas son las mutaciones lymphoproliferation (Ipr) y gene-
ralized lymphadenopathy (gld). Son dos mutaciones autosdmicas recesivas surgidas indepen-
dientemente en las lineas MRL/Mp y C3H/He], respectivamente, y ambas coinciden en su fe-
notipo semejante a procesos autoinmunes en humanos. En su corta vida, estos ratones
desarrollan agrandamiento masivo de ganglios linféticos, esplenomegalia pronunciada, desarro-
llo de glomerulonefritis por complejos inmunes, poliarteritis degenerativa y lesiones articulares
que se asemejan a la artritis reumatoidea. A nivel seroldgico, en los animales Ipr/lpr se detec-
ta un nivel de 7y globulinas cinco veces mayor al normal con presencia de anticuerpos antinu-
cleares. La causa molecular de la mutacion Ipr es un defecto en el gen Fas, ahora llamado
Tnfrsf6 (tumor necrosis factor receptor superfamily, member 6), gen que codifica para un antige-
no perteneciente a la familia de los receptores de TNF (del inglés tumor necrosis factor), me-
diador de la apoptosis. Recientemente se identificaron mutaciones en el gen homdlogo hu-
mano FAS en pacientes con sindrome linfoproliferativo autoinmune. Por otro lado, se com-
probd que la mutacion gld involucra al gen Fasl, que codifica para el ligando del antigeno Fas.
Como sucede con muchas enfermedades hereditarias y mutaciones murinas, los genes modi-
ficadores (segln el fondo genético) juegan un papel muy importante en el desarrollo de los
fenotipos descriptos.

El grupo de ratones NZM (New Zealand mixed) ha sido propuesto como modelo de Lupus
Eritematoso Sistémico (LES), enfermedad autoimmune que cursa con produccidn de auto-an-
ticuerpos contra el ADN de doble cadena y depdsito de complejos inmunes en tejidos blan-
co como el rifidn, la piel, y el cerebro. Se sabe que la genética de esta enfermedad es com-
pleja y que ademds los factores ambientales influyen en su induccién y agravamiento. Los ra-
tones NZM fueron derivados de cruzas entre las lineas consanguineas NZB y NZW, las Iineas
progenitoras del modelo clasico de LES que usaba hembras (NZB x NZW)FI. Estas Iineas re-
combinantes consanguineas son llamadas en su conjunto lineas NZM v fueron usadas para lo-
calizar varios loci de susceptibilidad al desarrollo de LES.

9.2.1.8 Enfermedades metabdlicas

En la Tabla 9.6 se describen mutaciones en varios genes murinos que sirven como modelo
experimental en enfermedades metabdlicas y hormonales. Entre ellos, hay tres modelos
(HexA, Hprt y Uox) que ilustran muy bien el hecho de que el ratén y el hombre, si bien son
muy parecidos para muchas vias metabdlicas, presentan a veces diferencias importantes.
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Nombre del gen Simbolo Modelos disponibles Enfermedad humana

Apolipoprotein B Apob Ratones transgénicos y KO | Hipolipoproteinemia

Apopolipoprotein E Apoe Ratones transgénicos y KO | Hiperlipoproteinemia
tipo lll

Cystic Fibrosis Cftr Ratones KO Fibrosis Quistica

transmembrane

conductance regulator

homolog
Ferrochelatase FechmPes Mutacién inducida Porfiria Eritropoyética
ferrochelatase deficiency,
mutation |
Hexokinase A Hexa Ratones KO Enfermedad de Tay-Sachs
Hexokinase B Hexb Ratones KO Enfermedad de Sandhoff
Hypoxanthine guanine Hprt Ratones KO Sindrome de Lesch-Nyhan

phophorbosyl transferase

Tabla 9.6 Enfermedades metabdlicas y hormonales

Desoérdenes en el metabolismo de la purina

Los nucledtidos puricos (purinas) son reciclados a partir de las bases puricas por la accion de dos
enzimas: APRT (adenine phosphoribosy! transferase) y HPRT (hypoxantine guanine phosphoribosy!
transferase). Ante la ausencia de APRT la adenina es convertida en un producto insoluble que se
deposita en los rifiones formando cdlculos v, a la larga, generando deficiencia renal. La deficiencia
de HPRT en humanos causa el sindrome de Lesch-Nyhan, una enfermedad ligada al cromosoma
X caracterizada por retardo mental y automutilacién compulsiva. Recientemente, se crearon ra-
tones KO para estos genes. El ratén KO del gen Aprt exhibe un fenotipo idéntico al de la defi-
ciencia humana pero, contrariamente, los ratones KO para el gen Hprt no ostentan ninguna pato-
logfa. Existen dos explicaciones para este fendmeno: una es que en el ratdn, a diferencia del hom-
bre, el gen Aprt es mds importante que el Hprt para el reciclado de las purinas, la otra explicacién
es que el dcido Urico no se acumulana gracias a la actividad de la enzima urato oxidasa (UOX),
enzima no funcional en los humanos. Coincidiendo con esta teorfa, los ratones KO para el gen
Uox presentan nefropatias que se asemejan al desorden humano.

Fibrosis Quistica (FQ)

La fibrosis quistica es la enfermedad hereditaria letal mds comun entre la gente de raza cau-
cdsica y se caracteriza por un transporte defectuoso de los iones de cloro a través de las
membranas y por una produccidn excesiva de moco por parte de las células epiteliales. A pe-
sar de que la causa de mortalidad de los pacientes con FQ es, fundamentalmente, la presen-
cia de infecciones pulmonares, otras afecciones como las obstrucciones pulmonares, la infla-
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macion del pancreas, del conducto biliar y los vasos deferentes son también parte de la sinto-
matologia. El gen responsable de esta enfermedad (CFTR, cystic fibrosis transmembrane conduc-
tance regulator) se aislé en 1989 y desde ese momento han sido descriptas una gran cantidad
de mutaciones en los pacientes afectados. El primer modelo de FQ fue creado apenas tres
afios después de la identificacion del gen humano. Hoy en dfa existen || modelos diferentes
en el ratdn, algunos con la disrupcion total del gen (alelos nulos) y otros con cambios especi-
ficos que imitan las mutaciones halladas en la clinica humana. En algunos casos, los ratones
mantienen bajos niveles del ARNm normal para el gen Cftr, concomitantemente con las for-
mas mutadas. Las variaciones fenotipicas descriptas debido a los distintos fondos genéticos, las
diferentes mutaciones del gen Cftr v las influencias ambientales serdn muy importantes a la
hora de definir las bases de la enfermedad. Los ratones homocigotas nulos (KO) para el gen
Cftr tienen una alta mortalidad neonatal como resultado de obstrucciones intestinales, sinto-
ma que ocurre sélo en una minorfa de los pacientes con FQ. Aparentemente, los defectos in-
testinales hacen que estos ratones vivan poco tiempo y por lo tanto la enfermedad pulmonar
no llega a manifestarse (seguramente debido a la presencia de genes modificadores). Por otro
lado, una variante de ratdn transgénico en el cual se permite una expresion residual del gen
Cftr ha permitido alargar la vida de los ratones y lograr un modelo experimental que se acerca
mas al humano, incluida la enfermedad pulmonar.

Arteriosclerosis

Las enfermedades cardiovasculares que genera la arteriosclerosis son una de las principales
causa de muerte en todo el mundo. La patogénesis de la arteriosclerosis es compleja e incluye
una combinacién de factores ambientales y genéticos. Entre los primeros se encuentran la dieta
y el nivel de lipidos en la sangre. La hipercolesterolemia familiar fue una de las primeras enfer-
medades genéticas relacionadas al metabolismo del colesterol y comprende mutaciones en el
receptor de la lipoproteina de baja densidad (LDLR). Otro factor de riesgo para la arterioscle-
rosis es la hiperlipoproteinemia tipo lll asociada a diferentes formas alélicas del gen APOE. Entre
los modelos murinos de esta enfermedad encontramos los ratones KO para los genes Apoe y
Ldlr. El primero desarrolla hipercolesterolemia vy lesiones arteriosclerdticas a temprana edad, in-
clusive si se los alimenta con dietas de bajo contenido graso; los ratones Ldlr —/— presentan un
fenotipo similar pero bastante mds atenuado. Estos dos modelos murinos son muy Utiles para el
estudio de los mecanismos del desarrollo de las lesiones arteriosclerdticas y también para el en-
sayo de posibles terapias génicas. De todas formas, se sugirié que la arteriosclerosis en el ratén
estarfa afectada por otros genes involucrados en el metabolismo de los lipidos.

9.2.2 Modelos murinos de enfermedades hereditarias complejas (multigénicas)

9.2.2.1 Céncer

A principios del siglo XX, cuando se comenzd a experimentar con las primeras lineas consan-
guineas de ratones, se demostrd claramente que la susceptibilidad a ciertos tipos de céncer se
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comportaba como un rasgo hereditario y que tenfa una gran influencia de parte del fondo ge-
nético de los ratones estudiados. Posteriormente se descubrid que, efectivamente, la suscep-
tibilidad al cdncer era también un rasgo hereditario en los humanos y que existian “canceres
familiares” en los cuales los individuos afectados desarrollaban un espectro definido de tumo-
res. Hoy sabemos que muchos de esos cédnceres familiares estan representados por mutacio-
nes germinales en genes supresores de tumores, genes de reparacién del ADN y oncoge-
nes, muchas veces acompafiado por fendmenos de inestabilidad gendémica. Es importante
aclarar que el cancer familiar es sdlo una parte minima de los casos de cancer en humanos,
siendo la mayoria espontdneos o no hereditarios. En este Ultimo caso las causas genéticas son
muy diversas, incluyendo interacciones complejas entre muchos genes, vy los fendmenos de
carcinogénesis se presentan en pasos multiples. Existe un abanico enorme de modelos muri-
nos para el estudio experimental del cancer, abarcando distintas lineas consanguineas, muta-
ciones espontdneas, ratones transgénicos y KO. Las ventajas mds importantes que ofrecen es-
tos modelos, en contraposicion a las lineas celulares tumorales (humanas), son (i) la posibili-
dad de estudiar el efecto de las mutaciones que predisponen al cancer en un fondo genético
uniforme v (i) la posibilidad de llevar a cabo todo tipo de estudios basicos y ensayos terapéu-
ticos in vivo.

La tecnologia transgénica ha sido de particular importancia para el estudio de la expresion de on-
cogenes en animales, especialmente para evaluar aquellos procesos que no pueden ser aborda-
dos desde los cultivos celulares, como ser el espectro de tejidos susceptible a la actividad trans-
formante del oncogén o sus efectos sobre el crecimiento v la diferenciacién de tejidos. Por ejem-
plo, cuando se usan diferentes promotores para dirigir la expresién de los oncogenes Myc o
Hras| en diversos tejidos, en la mayorifa de los casos el resultado es el crecimiento tumoral. Sin
embargo, muchos tejidos que expresan el oncogén nunca desarrollan tumores. Diversos labora-
torios han demostrado que la expresion alterada del oncogén Myc predispone fuertemente a las
células a la transformacion maligna. Cuando Myc es ligado al promotor del virus de tumor mama-
rio murino (MMTYV) causa céncer de mama, pero cuando es unido a la regién estimuladora (en-
hancer) de la cadena pesada de inmunoglobulinas, la malignidad observada es de origen linfoide.
Por lo tanto, la regulacién alterada del Myc aumenta notablemente la posibilidad de crecimiento
tumoral sin ser necesaria la mutacién del gen. Muchos de los ratones transgénicos que portan on-
cogenes han sido centro de grandes controversias en la comunidad cientffica. Este es el caso del
OncoMouse™ (o ratén TG.AC, que porta el gen v-Ha-ras), quien fuera la primera patente autori-
zada sobre un animal transgénico dada a la Universidad de Harvard en 1988. La licencia sobre su
comercializacién fue otorgada a la empresa DuPont pero, a partir del afo 2000, los Institutos Na-
cionales de la Salud de Estados Unidos (NIH) lograron un acuerdo para que puedan acceder a
estos ratones (sin pagar los derechos de autor) todos los investigadores que trabajan en organis-
mos académicos sin fines de lucro.

Otra posibilidad es la creacion de ratones nulos para genes supresores de tumores como
Trp53 (p53), Nfl y Rb. En el dltimo caso, la delecidén de las dos copias del gen no lleva a la
aparicidon de retinoblastomas (como ocurre en los humanos). Esto sélo sucede si se anula
otro gen llamado Rbl! (p107); lo que demuestra una vez mas las diferencias entre los meca-
nismos oncogénicos entre ratones y humanos. Una alternativa interesante a los ratones KO
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para genes supresores de tumores es el uso de las técnicas de knock in para introducir formas
mutantes de estos genes, como ha sido realizado con una serie de alelos del gen supresor de
tumores Brcal. Como los ratones homocigotas KO (Brcal—/—) mueren in utero (entre los dias
embrionarios 9 y 14), la utilizacién del sistema Cre/loxP fue esencial para crear un modelo es-
pecifico de tumorigenesis mamaria.

Finalmente, la introduccion de genes virales en ratones transgénicos es un modelo ideal para
el estudio del poder oncogénico de estos virus. Quizés el ejemplo mds notable sea el experi-
mento en el cual se introdujeron en un ratén genes del HTLV-I (del inglés human T-lympho-
trophic virus) cuyas infecciones son asociadas con leucemias de células T. Cuando el gen tat
del HTLV-1 fue introducido en el ratén, su poder oncogénico quedd demostrado por la for-
macion de mutltiples tumores mesenquimatosos.

En la Tabla 9.7 podemos observar las mutaciones vy los ratones transgénicos mds importantes
para el estudio del cdncer familiar.

Nombre del gen Simbolo Modelos disponibles Enfermedad humana
Adenomatosis Apcn Mutacién inducida Poliposis familiar
polyposis coli multiple intestinal neoplasia
y ratones KO
Breast cancer | Breal Ratones KO Cancer de mama tipo |
(incluido condicionales)
MutL (E. coli) homolog | [Mih! Ratones KO Cancer del colon no
relacionado con poliposis
(HNPCC) tipo 2
MutS (E. coli) homolog 2 | Msh2 Ratones KO Cancer del colon no
relacionado con poliposis
(HNPCC) tipo |
Neurofibromatosis Nfl Ratones KO Neurofibromatosis tipol
Retinoblastoma | Rb! Ratones KO Retinoblastoma familiar
Transformation-related Trp53 Ratones transgénicos y KO | Sindrome de Li-Fraumeni
protein 53 (incluido condicionales)
Wilm's tumor homolog Wtl Ratones KO Tumor de Wilm;
Sindrome de Denys-Drash

Tabla 9.7 Cancer hereditario
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Cancer colorectal

En el afio 1993 se publicaron una serie de articulos que revolucionaron la vision que se tenia so-
bre el cancer hereditario. Estos estudios demostraron, por primera vez, que los genes de repara-
cién del ADN (aislados originalmente de levaduras) jugaban un papel crucial en el cdncer de co-
lon familiar. Brevemente, la predisposicion genética a desarrollar este tipo de cdncer resulta de
mutaciones germinales en los genes de reparacién del ADN. Por ejemplo, los individuos hetero-
cigotas para una mutacion en el gen MSH2 (MutS homolog 2— homdlogo del gen de la levadura
MutS) desarrollan cancer de colon familiar no relacionado con poliposis tipo |. Se ha comproba-
do que este tipo de mutaciones provoca inestabilidad gendmica generalizada y que la misma
puede medirse por la presencia de cambios en el tamafio de los microsatélites de ADN (ver Ca-
pitulo VI), fendmeno denominado “inestabilidad de los microsatélites’— MSI (microsatellite insta-
bility). De la misma forma, otras mutaciones de genes de reparacion del ADN, el MLH | (MutL
homolog |—homdlogo del gen de la levadura Mutl) y el PMS2 (postmeiotic segregation increased
2), son responsables del cancer de colon familiar no-poliposo tipo 2 v 3, respectivamente. Efecti-
vamente, los ratones deficientes para los genes Msh2 y PmsZ son viables y fértiles, pero, a partir
de los dos meses de vida, empiezan a desarrollar linfomas y sarcomas que muestran MSI como
indicio de que existen fallas en el sistema de reparacién del ADN.

Otro ejemplo de cancer intestinal hereditario es la adenomatosis poliposa del colon, en el cual el
gen mutado es un gen supresor de tumores denominado APC (adenomatous polyposis coli). En el
ratdn, existe una mutacion, que fue inducida quimicamente con ENU, que afecta al gen homdlo-
go murino Apc. Se trata de la mutacidén dominante multiple intestinal neoplasia (Min), ahora Apc™,
cuyos portadores desarrollan adenomas y adenocarcinomas intestinales. También se han desarro-
llado ratones KO para el gen Apc, algunos muy interesantes por ser viables al estado homocigota,
como la mutacion Apc™!43T, Bl nimero de adenomas intestinales depende enormemente de un
gen modificador denominado Mom/| (modifier of Min) presente en varias lineas consanguineas.
Todas las lineas con alto nimero de tumores (por ejemplo C57BL/6)) expresan bajos niveles del
alelo resistente. Una mutacion de marco del gen Pla2g2a (phospholipase A2, group IIA) es el alelo
responsable de la resistencia, ahora Pla2g2a"°m'". También se identificé un alelo del mismo gen
que confiere susceptibilidad (Pla2g2a"em'=).

Sindrome de Li-Fraumeni

Esta rara enfermedad, del tipo autosdmica recesiva, es uno de los canceres familiares mejor
estudiados. Los pacientes afectados desarrollan una serie de tumores, entre los que se en-
cuentran carcinomas de mama y de cerebro, osteosarcomas y leucemias, entre otros. La mu-
tacién germinal asociada a este sindrome afecta al gen supresor de tumores TRP53 (cromoso-
mal7q), mds conocido como p53. Este gen supresor de tumores es ademds uno de los genes
mads afectados en las formas esporddicas (no familiares) de muchos tipos de cancer, halléndo-
se mutaciones espontdneas en la mitad de todos los tumores primarios. Como en el caso de
los pacientes afectados por el sindrome de Li-Fraumeni, los ratones heterocigotas para un ale-
lo nulo del gen Trp53 (cromosomal |) desarrollan tumores, pero con un perfodo de latencia
mucho més largo que los ratones homocigotas. Es interesante resaltar que, dependiendo del
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fondo genético de la linea, se desarrollan distintos tipos de tumores. Esta caracteristica es muy
util para poder aislar posibles genes modificadores de la incidencia tumoral.

9.2.2.2 Obesidad y diabetes

La mutacidn espontdnea obese (ob, cromosoma 6) fue descripta en The Jackson Laboratory en
el afio 1949 en la linea C57BL/6. La identificacion del gen responsable, Lep (leptin), una hor-
mona que regula el control del peso, fue lograda hace algunos afios y es un ejemplo cldsico
de clonaje posicional. La presencia del gen mutado produce una marcada obesidad asociada
con hiperfagia e hiperinsulinemia. La ganancia de peso en los ratones Lep®®/Lep® puede alcan-
zar dos a tres veces los valores de un ratén normal y muchas de las perturbaciones inmunold-
gicas presentes podrian ser secundarias al desbalance metabdlico de estos animales. Las ano-
malias observadas son una reduccién en la masa de los drganos linféticos y una disminucién
en el nimero de linfocitos y monocitos circulantes con respecto a los valores normales. La in-
munidad mediada por células T se ve comprometida con la edad, lo que se refleja en la difi-
cultad de generar respuestas de hipersensibilidad retardada y en rechazar aloinjertos.

Los estudios sobre obesidad en los ratones ob fueron complementados con estudios similares
en otra mutacion cldsica del ratén de laboratorio que imita el fenotipo de los ratones obesos:
la mutacion diabetes (db) en el cromosoma 4. Existen varias mutaciones independientes de
esta mutacidn, aparecidas espontdneamente en The Jackson Laboratory y en el Institut Pasteur
en Paris. Finalmente se descubrié que se trataba del gen que codificaba para el receptor de la
leptina (Lepr®). Vale la pena mencionar que estas dos mutaciones son otro ejemplo del efec-
to del fondo genético sobre el fenotipo. Ambas mutaciones causan obesidad y diabetes leve
en fondo C57BL/6) pero la diabetes es muy severa cuando el fondo es C57BLKS/). Las muta-
ciones obese y diabetes son modelos de la diabetes tipo Il (no dependiente de insulina).
Otros modelos de obesidad y diabetes tipo Il lo constituyen las lineas consanguineas KK (algu-
nas sublineas portan el gen de obesidad yellow, AY), PBB y NZO.

La diabetes mellitus dependiente de la insulina (diabetes tipo 1), cuya sigla en inglés es IDDM,
se desarrolla en un escenario en el cual el ambiente y los factores genéticos juegan un papel
preponderante. En esta afeccion autoinmune, el sistema inmune del individuo infiltra el pan-
creas y destruye las células productoras de la insulina (célula B de los islotes de Langerhans).
Existe una linea consanguinea de ratones llamada NOD (non obese diabetes) que desarrolla
en forma espontdnea una patologia muy similar a la diabetes tipo | humana. Uno de los loci
involucrados en esta susceptibilidad es el locus Idd/, ubicado en el CMH. Por intermedio del
uso de cruzas experimentales con lineas resistentes a la diabetes (como C57BL/6 y NON), se
pudo identificar otros loci de susceptibilidad a la diabetes (no ligados al CMH), llamados Idd2-
Idd15. Para que se desarrollen los sintomas diabéticos, deben estar presentes varios alelos
susceptibles de los loci mencionados, ya que estos alelos se comportan en forma aditiva. Ac-
tualmente, gracias al desarrollo de lineas congénicas portando regiones cromosémicas de line-
as susceptibles, se estd trabajando en la identificacién de los genes de susceptibilidad. Para
mas informacién sobre modelos de diabetes tipo |, consultar el Type | Diabetes Repository
(http//www.jax.org/t 1 dr/).
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9.3 Otros roedores utilizados como modelo experimental

Si bien las mutaciones del ratén de laboratorio son las mas utilizadas como modelo de enfer-
medades humanas, consideramos importante mencionar brevemente otros roedores usados
como modelo en medicina experimental.

La rata es utilizada como animal de experimentacion en la investigacion biomédica especial-
mente en cuatro dreas: inmunogenética de transplantes, enfermedades cardiovasculares, com-
portamiento vy carcinogénesis. En este Ultimo caso, existen dos lineas consanguineas de rata
que han sido muy importantes en los estudios genéticos en cancer mamario. Las lineas WKY
(Wistar Kyoto) y COP (Copenhague) son resistentes al desarrollo de neoplasias mamarias
luego de la administracién experimental del carcindgeno quimico DMBA (7-12 Dimetil Ben-
zantraceno). Contrariamente, la linea WF (Wistar Furth) es suscpetible al DMBA y desarrolla
carcinoma de mama. Utilizando retrocruzas entre estas lineas consanguineas, se pudo identifi-
car varios loci de resistencia y susceptibilidad al cancer de mama inducido por DMBA. Otro
modelo genético de rata usado en cdncer experimental es la rata Eker. Este modelo presenta
un carcinoma renal hereditario que estd ligado a una mutacién dominante en el gen TscZ (tu-
berous sclerosis 2) y es por lo tanto un modelo importante de cédncer hereditario.

El descubrimiento de mutaciones espontdneas con patologfas similares a enfermedades hu-
manas es también una situacidn frecuente en los animalarios que crfan ratas. Se han descripto
por lo menos 100 mutaciones espontdneas entre las cuales existen varias con fenotipos ho-
mdlogos a las mutaciones murinas. La rata nude constituye un ejemplo de rata inmunodefi-
ciente que goza de una popularidad medianamente extendida. La primera mutacidn recesiva,
Rowett nude (mu), aparecié en forma espontdnea en el Rowett Research Institute, Aberdeen, Es-
cocia, en 1953. Afos mds tarde, en Victoria University, Wellington, Nueva Zelandia, ocurrid, en
forma independiente, la mutacién mu™ (o muM). Ambas mutaciones son alélicas y afectan el
gen homdlogo de la mutacién nude del ratdn (factor de transcripcidn Foxnl). El fenotipo tam-
bién es similar, con defectos en el crecimiento del pelo y ausencia de timo; esto Ultimo es la
causa de la falta de linfocitos T maduros vy la consiguiente inmunodeficiencia. Actualmente, la
mutacién mu se encuentra en varias lineas congénicas, entre ellas CBH-mu; DA-mu; F344-mu;
LEW-mu; LOU-mu; y WAG-mu. Dentro de los modelos inmunoldgicos, existen varios mode-
los de autoinmunidad en la rata que se encuentran disponibles en el NIH Autoimmune Rat
Model Repository and Development Center (http://www.ors.od.nih.gov/dirs/vrp/ratcenter/f pro-

ject.html).

La realizaciéon de ratas KO por medio de mutagénesis dirigida no es posible ain debido a que,
como se vio, las técnicas de cultivos de células ES son, por el momento, sdlo factibles en el
ratén. En cambio, la técnica de microinyeccion directa de ADN en el prondcleo de huevos
fertilizados es también utilizada en la rata y ha permitido el desarrollo de lineas transgénicas
que son usadas en diversas dreas de la biomedicina experimental. Gracias a la disponibilidad
de lineas consanguineas, mutantes, y en menor medida, transgénicas, las ratas de laboratorio
representan también una fuente interesante de modelos de enfermedades humanas, en parti-
cular las conocidas como enfermedades complejas o multigénicas (ver Rat Resource and Rese-
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arch Center http://www.radil.missouri.edu/rrrc/). Las ratas han contribuido histéricamente al
entendimiento de tres de estas enfermedades (en forma asociada): la obesidad, la diabetes y
la hipertensidn.

9.3.1 La rata como modelo de diabetes dependiente de insulina
(diabetes tipo I).

La linea BB (Bio-Breeding) fue desarrollada a partir de una colonia de ratas Wistar que presentaba
diabetes mellitus espontdnea en los laboratorios Bio-Breeding, Ontario, Canada (1974). A partir de
este grupo de ratas exocriadas se desarrollaron dos lineas consanguineas, una propensa a la dia-
betes (BBDP, diabetes-prone) vy la otra resistente (BBDR, diabetes-resistant). La linea diabética pre-
senta sintomas de diabetes dependiente de insulina y cetosis entre los 60 y 120 dias de edad, con
fendmenos autoinmunes que destruyen las células B del pancreas. En forma paralela, estas ratas
muestran linfopenia, tiroiditis linfocitica y, en algunos casos, Ulceras géstricas y falla renal. La diabe-
tes autoinmune presente en la linea BBDP es un rasgo poligénico v hasta el momento se han
identificado algunos loci ligados al CMH v otros fuera del mismo.

La linea consanguinea LETL (Long Evans Tokushima Lean) fue desarrollada en Japdn a partir de
ratas exocriadas Long Evans y alcanzé las 20 generaciones de endocria en 1989. Estas ratas
comienzan a mostrar sintomas de diabetes (con niveles muy elevados de glucemia) a las 15
semanas de vida v, si no se les administra insulina, mueren en muy corto plazo (alrededor de
30 dfas). Por lo tanto, son un buen modelo de diabetes tipo |, con la ventaja sobre otras Iine-
as de rata (como la BBDP), de no presentar linfopenia asociada. Los mismos investigadores
desarrollaron una sublinea de LETL con alta tendencia a presentar diabetes, denominada Ko-
meda Diabetes Prone (KDP). El 100% de las ratas pertenecientes a esta sublinea desarrolla in-
sulitis (reaccién inflamatoria alrededor de la células B del pancreas) en forma espontdnea an-
tes de los 220 dias de edad. La linea LETO (Long Evans Tokushima Otsuka) fue desarrollada
paralelamente a partir del mismo grupo parental (Long Evans) para ser utilizada como control
(ratas no diabéticas).

9.3.2 La rata como modelo de obesidad y diabetes tipo Il

En la rata, las dos mutaciones recesivas mds populares que causan obesidad asociada con dia-
betes son fatty (fa) y corpulent (cp), esta dltima luego conocida como fd¥, ya que se descubrié
que era un alelo de fa. Ambas son espontdneas, aparecieron en grupos de ratas exocriadas, y
fueron introducidas en fondos consanguineos por retrocruza. La mutacién fa fue descubierta
por LM. Zuckery T.F. Zucker a principios de la década de 1960 y fue mantenida en un grupo
de ratas exocriadas bautizadas como ratas Zucker. La linea consanguinea ZDF fue establecida
en 1985 a partir de esas ratas Zucker fatty (fa/fa). La obesidad comienza a manifestarse a las
tres a cinco semanas de vida y cursa con hipertrofia e hiperplasia de adipocitos, hiperlipemia,
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hipercolesterolemia e hiperinsulinemia. Las ratas corpulentas, o ratas Koletsky (fa“/fa"), apare-
cieron a fines de 1960 en el laboratorio del Dr. Simon Koletsky en Estados Unidos. La muta-
cién fa* tiene un fenotipo variable segin el fondo genético en la que se encuentre. Por ejem-
plo, la linea congénica LA-fa* no desarrolla diabetes, pero si obesidad; la linea congénica
SHR/N-fa“ (con hipertensién espontdnea) es un buen modelo para el estudio de las compli-
caciones de la obesidad asociada con diabetes tipo Il. Hoy en dia se sabe que las mutaciones
fa vy fa“ son alelos nulos (knock-out naturales) del gen Lepr (leptin receptor); el mismo gen (ho-
modlogo) que se encuentra afectado en la mutacidon murina diabetes (Lepr®). Estas ratas son
fundamentalmente un modelo de la obesidad genética (en particular, la obesidad hipertrdfica
temprana) y en segundo lugar de la diabetes tipo Il (al igual que las mutaciones murinas ob y
db). Este tipo de diabetes asociado a obesidad e hipertensién constituye mds del 80% de los
casos de diabetes en los humanos.

La linea consanguinea OLETF (Otsuka Long Evans Tokushima Fatty) constituye otro modelo de
diabetes tipo Il asociada a obesidad en la rata de laboratorio. Esta linea fue desarrollada por
cruzas con seleccidn a partir de un grupo de ratas exocriadas Long-Evans por Kazuya Kawano
y colaboradores (1992) y se mantiene actualmente en el Tokushima Research Institute, Otsuka
Pharmaceutical, Tokushima, Japdn (http:/ratmap.ims.u-tokyo.ac.jp/). Los principales rasgos fe-
notipicos de la linea son hiperinsulinemia, hiperglucemia, resistencia a la insulina, hipertriglice-
mia y obesidad moderada. Estos sintomas se presentan en forma tardia y principalmente en
machos, con una incidencia del 100% a las 25 semanas de vida. Una vez mds, la diabetes en
esta Iinea es un cardcter poligénico y ya se han identificado varios loci (QTL's) implicados en
el desarrollo de la enfermedad.

9.3.3 La rata como modelo de hipertension y obesidad

La linea consanguinea de ratas SHR (spontaneous hypertensive rat) es sin dudas la mds popular
como modelo de hipertensién espontdnea y enfermedad cardiovascular. La linea SHR fue
desarrollada en la década de 1960 en Japdn (Kyoto University) a partir de un grupo de ratas
exocriadas Wistar, aplicando seleccidn para animales de alta presion (presion sistélica mayor
a 150 mm Hg.). En forma similar a lo que se observa en los humanos, los machos de la Iinea
SHR desarrollan la enfermedad en forma mds severa y prematura y por lo tanto son el mode-
lo de eleccién. Ademads de ser utilizada como modelo experimental, la linea SHR ha sido utili-
zada por mds de 30 afios para probar nuevos medicamentos que bajen la presion sanguinea.
La linea WKY es cominmente usada como control normal (presion normal) de SHR, aunque
su uso estd cuestionado por las diferencias genéticas entre estas lineas. La linea consanguinea
SHRSP (SHR stroke prone) fue desarrollada como una sublinea de la linea SHR con presién
sanguinea muy afta (mds de 250 mm Hg.) y tendencia a los accidentes cerebro vasculares. Las
ratas SHRSP viven apenas un afio, mientras que los animales de la linea SHR viven dos afios y
las ratas WKY llegan a los tres afios de vida. Si bien estas lineas consanguineas de rata son
modelos extendidos para la hipertensién, las mismas tienen algunas diferencias con la enfer-
medad en los humanos. Por ejemplo, la arteriosclerosis es muy comun entre los pacientes hi-
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pertensos pero no se observa en estas lineas de ratas; ademads, la edad relativa de aparicién
de la hipertensién es mucho mds temprana en las ratas SHR.

La linea SHROB es un interesante modelo de hipertension espontédnea asociada a obesidad.
La linea es el resultado de la cruza de hembras obesas (ratas Koletsky mutantes fa“/fa®), con
ratas hipertensas de la linea SHR. Estas ratas presentan hipertensién, hiperlipemia, hiperinsuli-
nemia y fallas renales; por estos sintomas, son un buen modelo de la afeccién humana conoci-
da como sindrome X (o sindrome metabdlico). En forma paralela, se realizé la retrocruza de
ratas Koletsky con ratas SHR/N, seguido de endocria con seleccién para la mutacion fa< lo
que generd la nueva linea consanguinea SHHF (parcialmente congénica). Estas ratas son mo-
delo de hipertension, obesidad, diabetes tipo Il (en los machos obesos) y falla cardiaca con-
gestiva. La gran ventaja de esta linea es que el desarrollo de la afeccién cardiaca procede en
forma lenta, acercandose mas a lo que se observa en las personas. Las lineas consanguineas
ZDF, SHROB y SHHF son comercializada por Chatles River Laboratories.

Otro modelo de hipertensién no asociado a obesidad lo constituyen las ratas Dahl SS (salt-sen-
sitive) v SR (salt-resistant), seleccionadas por L. K. Dahl a partir de ratas Sprague-Dawley en Broo-
khaven National Laboratories, New York, Estados Unidos. En las ratas SR (normotensas), el eleva-
do consumo de sal (dietas con 8% de CINa) durante 3-4 semanas no provoca cambios significa-
tivos en la presion arterial; en cambio, las ratas sensibles a la sal (SS) muestran un incremento
significativo de la presidn arterial con lesiones renales y vasculares asociadas, lo que les provoca
la muerte dentro de las ocho semanas de empezada la dieta. No obstante, las ratas SS manteni-
das con dietas bajas en sal (0,3% CINa) sobreviven por mucho mdés tiempo, aunque evidencian
hipertensién. Se sospecha que una de las causas de esta diferencia estarfa localizada en los rifio-
nes, ya que las ratas SS tienen menos glomérulos (alrededor de 15%) que las ratas SR.

Finalmente, un ejemplo de rata transgénica usado en estudios de hipertensidn es la linea que
sobre expresa el gen RenZ (renin 2), aunque su valor como modelo de la hipertensién huma-
na se ve limitado por el hecho de ser un fenotipo monogénico, y no poligénico como en los
humanos.

9.3.4 La rata como modelo de Epilepsia

En la década de 1980, el investigador japonés Tadao Serikawa vy sus colaboradores propusie-
ron a la rata SER (spontaneously epileptic rat) como un posible modelo de epilepsia humana.
Esta linea de ratas es homocigota para dos mutaciones recesivas llamadas zitter (zi) y tremor
(tm), lo que causa (ademds de vibrisas enruladas) convulsiones epileptiformes (tremor) que
ocurren en forma espontdnea a partir de los dos meses de edad. Los hallazgos patoldgicos
evidenciaron una encefalopatia espongiforme (debido a la presencia de vacuolas en el sistema
nervioso central) e hipomielinizacién. Por medio de estudios de ligamiento genético, se pudo
determinar que las mutaciones tm vy zi se localizaban en el cromosoma 10 y 3 de la rata, res-
pectivamente.
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Recientemente, el mismo laboratorio identificé a la mutacién zi como una delecién de 8 pb
en el sitio de splicing del gen attractin (Atm), un gen involucrado en la interaccion entre células
inmunes y el control de la homeostasis de la energia corporal. El mismo gen se encuentra
afectado en la mutacién espontdnea (recesiva) del ratdn llamada mahogany (Atm™) y en la
mutacién recesiva del hdmster Sirio black tremor (bt). Siendo que este gen también interviene
en ciertos proceso de la pigmentacién del pelo en los animales de color agutf, cuando la mu-
tacién zi es introducida en ratas aguti, se obtiene un oscurecimiento del pelaje, como ya fuera
descripto en los ratones mg/mg. Experimentos de rescate de fenotipo por medio de ratas
transgénicas demostraron que la forma de membrana del gen attractin complementa los fe-
notipos neuroldgicos y de pigmentacidn, y no asf la forma secretada.

9.3.5 El hamster como modelo experimental

Si bien tienen muy baja distribucidn, o a veces nula, se han descripto alrededor de 50 muta-
ciones en el hamster Sirio (Mesocricetus auratus), la mayorfa con efecto sobre el pelaje. Entre
ellas, se destacan piebald (s), cardiomyopathy (cm), Lethal grey (Lg), hairless (hr), anophtalmic
white (Wh), y seizure (sz). La mutacidn recesiva cm se encuentra mantenida en homocigosis
en la Iinea consanguinea BIO14.6 (conocidos como hamsters CM) vy es muy usada en cardio-
logla experimental, ya que su fenotipo se asemeja a ciertas formas de cardiomiopatias huma-
nas con falla cardiaca progresiva. Recientemente, se supo que los hdmster CM portan una
mutacién nula en el gen § sarcoglicano (del inglés sarcoglycan). Ademds de las mutaciones
mencionadas, el hdmster Sirio es usado como modelo de enfermedades infecciosas, trombo-
sis, amiloidosis y caries dentales.

Por su lado, el hdmster Chino (Cricetulus griseus), originalmente criado para ser usado en es-
tudios del protozoo Leishmania donovani, ha sido propuesto como modelo de diabetes tipo
|, debido a su predisposicidén genética; lo que se ve favorecido por la existencia de lineas
consanguineas no diabéticas. Ademas, el bajo nimero de cromosomas (I | pares de cromo-
somas grandes y bien distinguibles) ha impulsado el uso del hdmster Chino en ensayos de
genotoxicidad, particularmente frente a radiacion, contaminantes ambientales y drogas tera-
péuticas.

9.4 El valor y las limitaciones de las mutaciones como modelo
de enfermedades humanas

Cuantos mds modelos homdlogos son identificados, mds obvia se hace la existencia de dife-
rencias en la severidad de la enfermedad entre los humanos y el ratéon. Por ejemplo, la severi-
dad de la distrofia muscular que afecta a miles de nifios contrasta con la relativa suavidad de
los sintomas en el ratdn. Para explicar estas discrepancias podemos mencionar que las dife-
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rencias observadas entre el ratén y el hombre no deberfan sorprendernos tanto, ya que las
variaciones de severidad intra-especie son relativamente comunes. Un buen ejemplo de esto
lo constituye la mutacidn ferroquelatasa deficiente Fech™'?*, inducida por mutagénesis quimica
(ENU) en la linea BALB/c. Se trata, ademas, de un excelente modelo de la porfiria eritropo-
yética humana. Esta mutacién fue localizada en el cromosoma |8 e identificada como una
mutacién puntual en el gen que codifica para la enzima ferroquelatasa, cuya funcién es inser-
tar una molécula de hierro dentro de la molécula hemo. Cuando la mutacion se encuentra en
fondo genético BALB/c, los ratones homocigotas Fech™'Ps/Fech™?® muestran ictericia, son
sensibles a la luz y desarrollan una cirrosis muy severa (a veces fatal). Sin embargo, cuando la
misma mutacion se encuentra en otro fondo genético (por ej.. C57BL/6)), exhibe un fenotipo
mucho menos severo. Ejemplos como estos son muy comunes entre los ratones, llegando al
extremo de que algunos alelos mutantes pueden ser dominantes en una linea particular y re-
cesivo en otra.

Mas alld del rol de estas interacciones no epistéticas en la expresividad de un determinado fe-
notipo, es muy probable que la naturaleza misma de la mutacion, considerada en términos
moleculares, sea también un factor muy importante. En el hombre, por ejemplo, se han iden-
tificado por lo menos 230 mutaciones puntuales en el gen CFTR. Muchas de esas mutaciones
producen el cldsico sindrome de fibrosis quistica mientras que otras han sido identificadas ac-
cidentalmente y producen sélo azoospermia. De hecho, es ldgico pensar que cuando una
mutacién ocurre en un gen particular, la severidad del fenotipo depende de cuanto permane-
ce de la actividad enzimdtica. Un alelo nulo puede generar un sindrome muy severo (inclusive
letal) mientras que tan sélo un minimo de porcentaje de actividad enzimatica puede ser sufi-
ciente para la supervivencia del individuo. Ademds, una mutacién que resulte en una proteina
anormal (mutaciones de sentido errdneo) puede tener un efecto dominante debido a que el
producto anormal en cuestidn interactia con el producto del gen normal produciendo una
protefina anormal (efecto dominante negativo).

Ademds de los puntos mencionados, R. P. Erickson sugirié otros tres mecanismos para expli-
car las discrepancias entre los sindromes humanos y murinos para desérdenes genéticos ho-
mdlogos: (i) variaciones en las vias metabdlicas (bioquimicas) entre el ratén y el hombre, (ii)
variaciones en los procesos del desarrollo y (i) tiempo absoluto versus tiempo fisioldgico
para el desarrollo de un proceso patoldgico. Es muy probable que las razones que hacen que
una mutacién murina sea diferente de su contraparte humana sean numerosas y todavia no
sepamos mucho sobre ellas.

Las criticas de muchos cientificos hacia los modelos animales que no han respondido a sus
expectativas se deben, en general, a la idea de que el modelo debe imitar exactamente los
procesos de la enfermedad en estudio, sea humana o animal. En realidad, éste es sélo uno de
los criterios a tener en cuenta para determinar el valor de un modelo experimental. Las fallas
de un modelo animal a la hora de cumplir con los requisitos para ser modelo de una determi-
nada enfermedad pueden clasificarse en tres categorfas: (i) el sistema animal en cuestion esta
descripto en forma incompleta o inadecuada, (i) la enfermedad que se desea estudiar esta
descripta en forma incompleta o mal definida y (iii), la existencia de respuestas bioldgicas es-
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pecificas de la especie (a la que pertenece el modelo animal), diferentes de las del humano o
animal portador de la enfermedad. Hay que tener en cuenta, que la falta de correlacion entre
una nueva patologia en los ratones y alguna enfermedad de importancia clinica en el hombre
puede resultar en el abandono prematuro de esta mutacién como modelo experimental. Un
ejemplo de esto Ultimo es lo que sucedié con la mutacién ichthyosis (ic) descripta en 1950
(con similitudes con la ictiosis y la psoriasis humanas), la misma fue valorada recientemente al
conocerse mds detalles de la patologia molecular.

Como conclusién podemos decir que la coleccidn de mutaciones acumuladas en las décadas
pasadas representa una fuente valiosa de modelos animales para el estudio de los desdrdenes
genéticos humanos. En el futuro préximo, este ndmero se vera aumentado por la gran canti-
dad de técnicas disponibles para el disefio de alteraciones en el genoma murino vy los proyec-

tos conjuntos de mutagénesis quimica por ENU (ver Capitulo VII).
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