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RESUMEN

La introduccién de ADN fordnco en los primeros estadios de desarrollo embrionario del ratén
con vistas a obtener animales transgénicos, permite crear nuevos modelos animales para el estudio
de enfermedades humanas. Con la finalidad de crear un modelo de portador sano del virus de la
hepatitis B (VHB), fueron microinyectados embriones unicelulares murinos con un plasmidio
recombinante que contenia el genoma ¢ompleto del VHB excepto el gen codificante para las
proteinas del core viral, bajo ¢l control del promotor propio del VHB.

Se obtuvieron ratones transgénicos que presentaban integracién y expresion del material genético
viral. La expresién del gen del antigeno de superficie del VHB (HBsAg) fue cuantificada y se
confirmd la segregacidn del transgen a la generacion filial F1.

Se concluye que cstos ratones transgénicos pueden representar un modelo de portador
asintomdtico de¢ la hepatitis B.

ABSTRACT

The insertion of foreign DNA into early mouse embryos allows the tagging of specific models for
human diseases. In an effort to generate a model for the chronic carrier state of the hepatitis B
virus (HBV) infection, fertilized one-cell eggs were microinjected with a recombinant plasmid that
contains the complete HBV genome except for the core gene, under the control of the normal
(HBV) promoter.

Transgenic mice integrated in their chromosomes the desired gene, as demostrated by Southern
and Dot blot hybridization techniques.

Expression of the HBV surface antigen (HBsAg) and segregation of the transgene in the first filial
gencration (I'1) was confirmed.

The HIBV transgenic mice may represent a model of the healthy carrier state in HBV infection.

INTRODUCCION

Entre las enfermedades infecciosas de mayor incidencia cn Cuba, se encuentra
la hepatitis viral del tipo B. El agente causante de esta enfermedad es un virus
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circular conformado parcialmente por ADN de doble cadena. Después de la
infeccion de los hepatocitos, la estructura viral es convertida a una molécula circular
covalente, la cual es transcrita a dos grandes especies de ARN mensajero de 2,1 y 3,5
kilobases (kb) de talla respectivamente. A partir de estos transcritos son sintetizados las
principales proteinas virales (Tiollais et al., 1985).

La infeccién causada por VHB puede conducir a diferentes cuadros clinicos: hepatitis
fulminante, aguda o cronica; carcinoma hepatocelular, cirrosis hepdtica y portador sano
o asintomético de la enfermedad.

Recientemente han sido establecidos modelos que permiten la replicacién y expresion
del VHB en células transfectadas por ADN viral obtenido por ingenieria genética
(Surreau et al., 1986; Sells et al., 1987; Tsurimoto et al., 1987). Estos sistemas posibilitan
la profundizacién en el conocimiento de los aspectos genéticos y moleculares de la
replicacion del VHB y de la sintesis de las proteinas virales, mas no permiten ¢l estudio
en conjunto de la enfermedad o de alguna de sus manifestaciones.

La carencia de modelos animales para el estudio de la infeccion causada por el VHB
ha constituido un escollo para la mejor comprensién de los mecanismos de accion del
virus,

En este sentido, varios grupos de investigadores han optado por la estrategia de generar
ratones transgénicos portadores del genoma viral completo del VHB (Burk et al., 1988;
Arakiet al., 1989) o con deleciones que lo hacen no infectivo (Chisari ef al., 1985; Babinet
et al., 1985).

Los ratones transgénicos portadores del ADN viral introducido, expresan en diferentes
6rganos y tejidos y con intensidad variable el gen del antigeno de superficie del VHB, sin
que se manifiesten sintomas clinicos ni lesiones hepiticas caracteristicas de la infecci6n
causada por dicho virus.

Se han llevado a cabo estudios para comparar el antigeno de superficie expresado en
los ratones transgénicos con el antigeno circulante en pacientes infectados, asi como en
portadores asintométicos del VHB, sin encontrarse diferencias ecnire ambos antigenos.

En este trabajo se reporta la obtencion y caracterizacion de ratones transgénicos que
expresan el gen del HBsAg.

MATERIALES Y METODOS

Las enzimas de restriccidn y modificacion empleadas, asf como los oligonucledtidos sintctizados son
un producto de Enzibiot (La Habana, Cuba)
Construccion genética

El plasmidio pUcHBYV (figura 1) fue disefado segin se ha descrito (Babinet er al., 1985).

Generacion de los animales transgénicos

Varios cientos de copias del plasmidio pUcHBV linelizado mediante digestién con la enzima Hind I1I
fueron microinyectados en embriones unicelulares de ratonas B6D2F1, aparcadas con machos OF-1
(Cenpalab, La Habana), acorde con la metodologia cominmente usada (Hogan er al., 1986) con algunas
modificaciones (Castro y Aguilar, 1989a y b).

Extraccion de ADN de los ratones

El ADN genémico fue extraido a partir de fragmentos de cola (1-2 ¢em) de los ratones (Hogan et al,,
1986).
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Integraciéon del ADN microinyectado

Con el objetivo de analizar la presencia e integracién del ADN microinyectado en el genoma de los
ratones fundadores (Fo) y sus progenies (F1), se utilizaron las técnicas de hibridacién por Southern
(Southern, 1975); Dot (Kafatos ef al., 1979) o la de Reaccién en cadena de la polimerasa (PCR) (Saiki
et al., 1985).

Southern blot: Muestras de 10 pg de ADN de cola de ratén fueron digeridas con la enzima EcoRI y
aplicadas a un gel de agarosa al 0,8% en tampdn TBE; el tiempo de corrida fue de 2 horas a 80 volts. El
ADN digerido fue transferido a filtro de nitro celul%sa e hibridado con ¢l fragmento S (678 pares de
bases) del genoma del VHB, marcado con alfa dATP~ (300 Ci/fmmol, Amershan, UK) por extensién en
M 13 (Collins y Hunsaker, 1985).

Dot bif?(j[ Muestras de 8 y 10 g de ADN de cola de ratdn fueron aplicadas cn membrana de nylon
(Hybond ™™ N, Amershan, UK). Como sonda de hibridacién se utiliz6 la misma que se ha descrito para
¢l Southern blot.

PCR: Se amplificé el fragmento comprendido entre los nucle6tidos + 155 y +256 segiin Saiki et al.
(1985). Se empled 1 pg de ADN gendmico, la amplificacién se realiz6 en 25 ciclossglilizando las
condiciones descritas por Estrada et al. (1988), con la adicién de 50 wCi de alfa dATP™" (Amershan,
UK).

Cuantificacion de la expresion del gen de HBsAg

La cuantificacién de la expresién del gen del HBsAg en el suero de los ratones se llevé a cabo
empleando un sistema RIA comercial (AUK-3 Sorin Biomedica, Italia).
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FIG. 1. Mapa del genoma del VHB (1a). [l drea sombreada corresponde al fragmento Bgl IT de 445
pares de bases (pb) que codifica, para el antigeno del core, el cual ha sido escindido; el resto del genoma
viral fue insertado en los sitios BamI1\Bgl IT del plasmido pUc-19 (1b).
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RESULTADOS Y DISCUSION

Un total de 301 embriones fucron microinyectados en varios grupos de experimentos.
Doce ratones transgénicos portadores del gen codificante para el HBsAg fueron detectados
por Dot. Southemn blot y/o P.C.R. (figuras 2 y 3). La eficiencia de generacién de animales
transgénicos con respecto a los embriones microinyectados fue del 4%. Esto coincide con lo

reportado por otros autores (Brinster et al., 1985; Hogan et al., 1986; De Pamphillis ef al.,
1988).
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FIG. 2. Andlisis por Southern blot de la integracién de secuencias de VHB en ADN de colas de ratones
FO; Linea 1: ADN de ratén (control negativo); Lincas 2y 3: 0,2y 1 pg del plasmidio pUcHBYV Hind 111
correspondiente a 10 y 50 copias por genoma respectivamente. Lineas 4-8: ADN de los ratones FO
CB-88, CB-21, CB-45, CB-46 y CB-47 respectivamente. Digestion EcoRI.

FIG. 3. PCR dec un fragmento de ADN de 100 pb del ratén transgénico CB-45 (linca 3): la linea 1
corresponde al control de células de CHO transfectadas con el genoma viral (Pérez et al., 1988). Linea
2: control negativo.
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El anélisis por Southem del ADN de los ratones Tg[0HBs]CB-21, Tg[0HBs]CB-45 y
Tg|OHBs]CB-88 (c¢n lo adelante CB-21, CB-45 y CB-88 respectivamente), arrojé que la
informacién microinyectada (plasmido pUcHBV) se encontraba integrada ¢n ¢l genoma
celular, pues no se detectd la presencia del plasmidio libre.

Al hibridar los ADN digeridos con EcoRI, con el fragmento S del gen del HBsAg
preparado segin lo descrito en Materiales y Métodos, aparece una banda de 2,4 kb que
coincide con el fragmento EcoRI del plasmidio pUcHBYV, portador del gen del HBsAg.
En el ratén CB-88 sc detecté ademas de la banda ya descrita, otra de aproximadamente
6 kb que pudiera contener secuencias gendmicas del hospedero y que evidencian la
integracion del plasmidio pUcHBYV en dos sitios cromosomales diferentes.  Este
fenémeno ha sido reportado por otros autores (Lacy et al., 1983; Swifl et al., 1984).

El andlisis del nimero de copias por genoma del plasmidio integrado se realizd
incluyendo en los Southerns, cantidades conocidas del plasmidio pUcHBV equivalentes
a 10 y 50 copias por genoma respectivamente. Como se aprecia en la tabla 1, el nimero
de copias de pUcHBV por genoma varié desde 25 copias por genoma haploide (ratén
CB-21) hasta 400 copias por genoma haploide en el caso del ratén CB-104,

Varios de los ratones transgénicos fundadores fueron analizados en estudios de
cuantificacion del HBsAg en el suero (tabla 1), mediante ensayo inmunorradiométrico
directo no competitivo de tipo sandwich. Los animales CB-21 y CB-104, expresan niveles
de trazas (3 ng) y més de 2 000 ng de HBsAg por mililitro de suero respectivamente.

Tabla 1

CUANTIFICACION DE LA EXPRESION DEL GEN DEL HBsAg EN EL SUERO
DE RATONES TRANSGENICOS

Ratén Copias por genoma haploide® HBsAg (ngiml)
Tg[OHBs] CB-21 25 30
Tg[0HBs] CB45 25 0
Tg[0HBs] CB-88 50 ND
Tg[0HBs] CB-104 400 2000
Tg[OHBs] CB-117 100 0
Tg[0OHBs] CB-142 200 0

* El nimero de copias del gen del HBsAg por genoma haploide se determiné mediante hibridacién por
Dat, empleando como estdndar cantidades conocidas del plasmidio pUcHBYV. Para la cuantificacién
de los niveles de HBsAg en ¢l suero de los ratones, se extrajo sangre del plexo retro-orbital, y
determinada la presencia de antigeno mediante radioinmunoensayo especifico (AUK-3. Sorin,
Biomedica. ltalia).

ND: no determinado,

Estos resultados coinciden con los reportados por Babinet (Babinct ef al., 1985),
utilizando una construccién genética similar. Por otra parte Chisari ef al. (1985), reporta
la obtencidn solo de niveles trazas de HBsAg en el suero de ratones transgénicos. Como
posible explicacién a tan bajos niveles de expresion del HBsAg, los autores proponen la
ausencia de sccuencias regulatorias fucrtes en ratén, dentro del genoma del VHB.

La obtencion de altos niveles de HBsAg en el suero de ratones transgénicos reportada
en este y otros trabajos (Babinet et al., 1985), contradicen dicha afirmacion.
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Para conocer los patrones de transmision del transgen a las generaciones filiales, se
aparearon los animales fundadores FO que expresaban ¢l gen de HBsAg con contrapartes
no transgénicas (ratones de la linea OF-1). En la figura 4 se muestra el anélisis por
Dot blot de la progenie F1 obtenida a partir de la ratona fundadora Tg[OHBs]CB-104. De
las cuatro crias obtenidas se¢ comprobé que dos (50 %), habian integrado el gen del
HBsAg, lo que evidencia que el nuevo carécter es transmitido de forma mendeliana.

3
-

FIG. 4. Diagrama representativo de la transmisién del gen del HBsAg a la primera generacién filial F1.
Las sepales obtenidas en la hibridacién por Dof corresponden a 8 y 10 pg de ADN respectivamente.

En la actualidad se llevan a cabo estudios de caracterizacion del HBsAg secretado, asi
como de especificidad tisular en la expresion del HBsAg, con vistas a evaluar a los ratones
transgénicos que expresan dicho gen como modelo de portadores asintométicos del VHB.
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