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RESUMEN

Los animales transgénicos tienen secuencias de DNA foraneo que han sido incorporadas al
genoma de las células de la linea germinal, por lo que se heredan y se expresan en la
progenie. La sustitucion génica dirigida permite estudiar la expresion genética, desarrollar
modelos de enfermedades humanas, producir animales especiales y proteinas terapéuticas.
En este trabajo 1) se describieron los procedimientos que se han estandarizado para el
cuidado y manejo de la linea transgénica murina A202, 2) se optimizé el metodo de
amplificacion por la reaccion de polimerizacion en cadena (PCR) y 3) se ejemplificaron
algunas de las caracteristicas principales de los ratones transgénicos como modelos de
enfermedad humana y describimos los métodos rutinarios que empleamos para analizarlos.
La linea murina A202 porta el gen del antigeno T de SV40 (un oncogen inmortalizante) en
estado heterocigotico, acoplado al “enhancer” de metalotioneina murina I que asegura su
transcripcion en el higado. Para mantener la linea murina se cruzaron ratones transgenicos
F1 (derivados de cruzas de animales transgénicos heterocigotos con animales no
transgénicos), con ratones no transgénicos de la cepa Balb/c. Los ratones transgénicos se
identificaron con un par de oligonucledtidos de 21 bases que limitan un tramo de 728
pares de bases en la secuencia del gen del antigeno T de SV40 que se genera solamente
cuando se usa como molde el DNA genomico de los animales transgénicos. De los
animales transgenicos se ha obtenido una nueva linea de hepatocitos que se esta
analizando para determinar su potencial en ensayos de toxicidad in vitro También se
presentan los datos generales de una enfermedad neurologica que se observo
inesperadamente en nuestra colonia transgénica; estos animales desarrollaron atrofia
progresiva en las extremidades posteriores asi como disminucion del peso corporal. Dicha
atrofia es aparente a las seis semanas de edad y se ha presentado en animales de
generaciones subsecuentes. Con este trabajo se han sentado las bases para continuar el

estudio de la linea A202 y otras lineas transgénicas murinas.
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INTRODUCCION

Los animales transgénicos contienen secuencias de DNA nuevas o foraneas que se
introducen en el genoma del huevo, se heredan, se expresan en la progenie y permiten
desarrollar modelos para estudiar la expresion genética en ciertos tejidos.

También es posible introducir varios genes foraneos en un mismo animal a través
de la cruza de animales que porten diferentes transgenes, esto permite conocer qué pasa
cuando coexistan y se expresen simultaneamente varios genes en la progenie.

Para la produccion de animales transgénicos primeramente se aparean machos y
hembras. Las hembras quedan prefiadas y al sacrificarlas se abren las trompas de Falopio y
se obtienen huevos en los que todavia no se han fusionado los dos pronucleos. Estos
huevos se sujetan con una pipeta de succion (se usa un microscopio de contraste de fase
invertido) y se microinyectan con una pipeta que se introduce cerca del pronucleo
masculino y esta calibrado de modo que con el toque de un boton inyecta los vehiculos de
clonacion que portan genes foraneos (Watson et al. 1992).

Los huevos microinyectados se dejan incubar todo el dia y a la mafiana siguiente se
reimplantan en una madre adoptiva seudoembarazada que se puso a copular al mismo
tiempo que la madre real, pero con un raton vasectomizado (no las impregna), de este
modo inducen los cambios hormonales que preparan a las hembras seudoembarazadas
sincronicamente con las que si se embarazaron. La incubacion después de la
microinyeccion tiene por objeto identificar a los embriones dafiados irreversiblemente que
no siguen progresando a 4, 8, 16 células y, al dia siguiente de tenerlos en la incubadora se
ve cuales crecieron y solo ésos se reimplantan. Después de reimplantar los embriones
viables se esperan los 20 dias restantes de gestacion para que nazcan los animales
resultantes (Watson et al. 1992; Capecchi, 1994; Boyd et al. 1993).

Los animales transgénicos permiten desarrollar modelos para estudiar la expresion

genética en ciertos tejidos. Por ejemplo, ver qué pasa cuando se expresa un gen normal de
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la misma especie o de otra especie. Los “superratones”, que tienen el doble de tamaiio que
los normales se construyeron como animales transgénicos que expresan el gen de la
hormona de crecimiento humana en el higado (Palmiter et al. 1982). En este caso se vio
que pasaba al expresarse un gen humano en el higado de otra especie animal, 6rgano en el
que normalmente se expresa dicho gen.

Mucha informacién sobre el papel de los genes in vivo deriva de animales
transgénicos que sobreexpresan tales genes. Este tipo de experimentos depende de la
naturaleza de los productos polipeptidicos codificados por los genes, asi como de la
especificidad e intensidad de la expresion. Los transgenes usualmente son disefiados para
lograr la sobreexpresion en cierto tipo celular de un 6rgano; generalmente son quiméricos
y estan formados por una mezcla de secuencias estructurales y funcionales heterologas que
regulan el lugar, el momento y el nivel de la actividad transcripcional del transgén
(Merlino et al. 1994).

Se puede poner el transgén de interés acoplado a un gen reportero con el que se
puede ver la expresion del reportero sin necesidad de ver la del transgén. Se puede poner
otro gen que permite la seleccion cuando uno esta disefiando el vehiculo; antes de ponerlo
en los animales lo puede uno probar en células en cultivo y usarlo para seleccionar las
células por cotransformacion. La cotransformacion por seleccion previa con un gen que da
resistencia a un antibidtico es un mecanismo muy simple para aumentar la frecuencia del
transgén que a uno le interesa ver seleccionado (Watson et al. 1992).

Otro aspecto importante para el que se emplean animales transgénicos es la
generacion de modelos de enfermedades humanas mediante la técnica de “knock out”. Por
recombinacion homologa de los vehiculos de clonacion en los que los transgenes estan
flanqueados por secuencias que se recombinan en sitios cromosomicos especificos, se
pueden producir animales heterocigotos para el transgén (alelo mutado) que se introduce
deliberadamente en el huevo. Luego pueden cruzarse los heterocigotos transgénicos para
obtener homocigotos. Existen ya varios modelos de enfermedades en lineas de animales
que portan transgenes defectuosos que han sustituido a los normales.

También se pueden usar animales transgénicos para producir proteinas especificas

o terapéuticas (como el factor VIII de la coagulacion y algunas hormonas) que deben
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sufrir modificaciones postraduccionales imposibles de duplicar en sistemas bacterianos.
Para producir algunos de estos animales se dirige la expresion de los transgenes a la
glandula mamaria, de modo que las proteinas terapéuticas de interés sean secretadas en la
leche, de la cual pueden aislarse en su forma madura y activa (Watson et al. 1992)

Si se cuenta con oligonucledtidos iniciadores que permitan generar productos de
amplificacion del transgen, la identificacion mediante la reaccion de polimerizacion en
cadena (PCR) ademas de ser técnicamente mas simple, es mas sensible que el Southern
blot (Mullis y Faloona 1987).

Una técnica poderosa, sencilla y rapida para amplificar segmentos del genoma es la
reaccion de polimerizacion en cadena (PCR)(Shizhong, 1990).

La PCR aprovecha ciertas caracteristicas de la replicacion del DNA. La DNA
polimerasa usa cadenas sencillas de DNA como molde para la sintesis de nuevas cadenas
complementarias. Este molde de DNA de cadena sencilla se puede producir por simple
calentamiento del DNA de cadena doble para iniciar la sintesis. Por lo tanto, el punto de
inicio (primer) de la sintesis de DNA se puede especificar suministrando un
oligonucleétido que fortalece el molde en ese punto. Esta es la primera caracteristica
importante de la PCR, la DNA polimerasa puede sintetizar una region especifica de DNA.

Las dos cadenas de DNA pueden servir como moldes para la sintesis, estan
provistas de un oligonucledtido (primers) cada una. Para la PCR, los primers son
escogidos para flanquear la region del DNA que se amplifica para que la nueva cadena de
DNA se sintetice, empezando en cada primer y extendiéndose mas alla de la posicion del
primer de la cadena opuesta. Por lo tanto, el nuevo primer une sitios que son generados en
cada cadena nueva de DNA sintetizada. La mezcla de reaccion se calienta para separar la
cadena original de la nueva, las cuales estan disponibles para futuros ciclos de
hibridizacion, la sintesis de DNA y la separacion de las cadenas. El resultado neto de la
PCR es que al final de » ciclos, la reaccion contiene tedricamente un maximo de 2"
cadenas dobles de moléculas de DNA que son copias de la secuencia de DNA entre los
primers. Esta es la segunda caracteristica importante de la PCR, la amplificacién de una

region especifica
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Actualmente se identifican a los animales transgénicos de la linea A202 mediante
PCR empleando como iniciadores a una pareja de oligonucleotidos iniciadores que limitan
una secuencia de 728 pares de bases (pb) del antigeno T de SV40 (Bernstein et al. 1994).
Estos oligonucleotidos fueron disefiados para determinar el RNA mensajero (mRNA) del
antigeno T de SV40 en lineas celulares que expresan el transgen; los productos de
amplificacion se sintetizaron a partir del mRNA por transciptasa reversa acoplada a la
PCR (RT-PCR). Se encontré que los mismos oligonucleotidos funcionan con DNA
genomico como molde y podemos discriminar al producto de amplificacion del transgen
por ser mas largo (728 pb) que el del mRNA (436 pb), el cual pierde un intron durante su
maduracion.

La técnica histologica es el conjunto de operaciones (fijacion, cortes y
coloraciones) destinadas a demostrar la disposicion estructural de los tejidos.

La fijacion tiene como principales finalidades evitar la putrefaccion y la autolisis, va
que son la causa de las rapidas modificaciones que experimentan las células al morir.

Para evitar esto es preciso someter a los tejidos a la accion de sustancias que
detengan, o reduzcan al minimo, estas alteraciones. Esto se consigue con reactivos que
solidifiquen, por coagulacion o precipitacion, las sustancias proteicas celulares; al mismo
tiempo, esta accion endurece los tejidos, dandoles una consistencia adecuada para su
tratamiento posterior.

El método de los cortes consiste en una serie de maniobras destinadas a conseguir
secciones delgadas de los organos y tejidos. La mayoria de los tejidos pueden estudiarse
suficientemente gracias a este método en adicion a los métodos de fijacion y coloracion,
usando las variantes mas utiles segun el detalle estructural que se desee resaltar.

Los tejidos poseen una diferenciacion optica dificil de hecho, las imagenes que dan
las preparaciones coloreadas son mas faciles de interpretar que las imagenes dadas por las
preparaciones incoloras. Estos dos argumentos nos revelan la importancia que tienen en la
técnica histologica las coloraciones, para el estudio morfologico de células y tejidos
(Estrada, 1982).
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Se examinaron histologicamente los siguientes organos de ratones distroficos:
Higado, médula espinal, cerebro, rifion, corazon, adrenal, timo, diafragma, bazo, musculo

estriado (gastrocnemio medial, sartorio y recto anterior).
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ANTECEDENTES

1. Linea murina A202

Desde fines de 1995 es mantenida en el CINVESTAV una colonia de la linea murina
transgénica A202. Estos ratones transgénicos sobreexpresan un oncogen viral
inmortalizante (el antigeno T del virus S$V40) en el higado.

La construccion 202 SVe+21-MGH contiene la region temprana del virus SV40
(sin el promotor viral) y el gen de la hormona de crecimiento humana (hGH), ambos
regulados por el promotor de la metalotioneina 1 (MT1) (Palmiter et al., 1985).

Esta construccion fue digerida con endonucleasa Sma [ para eliminar mas de la
mitad de la region 5’ (exones IV y V e intrones C y D) del gen de la hormona del
crecimiento humana (Paul et al., 1988). Con la construccion obtenida, llamada A202, se
produjeron animales transgénicos que constituyeron la linea llamada por eso A202 a partir
de ratones CD2F1 obtenidos de cruzas de animales de la cepa DBA con la cepa Balb/c
(Dieter Paul, comunicacion personal). Estos animales portan en estado heterocigoto el
oncogen viral inmortalizante que codifica el antigeno T de SV40. Esta nueva linea murina
fue producida para que el oncogen fuese expresado en el higado y para tratar de obtener
lineas de hepatocitos que mantengan sus caracteristicas diferenciadas en cultivo. Los
animales heterocigotos transgénicos de la linea A202 empiezan a desarrollar tumores
principalmente hepaticos a los 3-7 meses y la muerte sobreviene precozmente, antes del

afio de edad (Paul et al. 1988).

2. Identificacion por Southern blot

Los ratones transgénicos deben ser identificados habitualmente mediante la técnica de
Southern blot, en la que se emplea DNA genomico aislado de un fragmento de la cola de
ratones de al menos tres semanas. El DNA purificado se corta con una endonucleasa de

restriccion, los fragmentos se separan por electroforesis en geles de agarosa, se transfieren
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a membranas de nylon y se hibridan con una sonda radiactiva de secuencia complementaria
a la del transgen. Los fragmentos de DNA transgenico que hibridan con la sonda
radiactiva dan una sefial que consiste en una banda de tamafio caracteristico. Los ratones
fundadores de lineas transgénicas usualmente son heterocigotos porque el transgén se
incorpora solamente en uno de los dos cromosomas de una pareja de homologos. Los
heterocigotos pueden cruzarse entre si para obtener homocigotos que, si son viables y
fértiles, tienen la ventaja de no requerir ser identificados en cada generacion.

Si el transgén en estado homocigotico provoca infertilidad o inviabilidad de los
embriones, la linea transgénica puede mantenerse solamente en estado homocigotico y hay
que identificar todos los individuos en las camadas de las generaciones filiales (F1),
resultantes de cruzar transgenicos heterocigotos con animales no transgénicos. Deben
seleccionarse los F1 transgénicos de cada cruza y apartarse para el mantenimiento de la
linea o la produccion de lotes de animales para experimentacion.

Si se cuenta con oligonucleotidos iniciadores que permitan generar productos de
amplificacion del transgén, la identificacion mediante la reaccion en cadena de la
polimerasa (PCR) ademas de ser técnicamente mas simple, es mas sensible que el Southern

blot (Mullis y Faloona 1987).

3. Sindrome distrofico en la linea A202
A fines de 1995 inesperadamente se observo en el laboratorio del Dr. Lopez Revilla que
tres ratones transgénicos, miembros de la tercera generacion de la linea A202 desarrollaron
paralisis y atrofia de las extremidades posteriores. Esta paralisis parecia seguir una via
ascendente ya que algunos ratones mostraban afectadas, también, las extremidades
anteriores.

Este fenotipo “distrofico”, que parece constituir un nuevo modelo de enfermedad
neurolégica debida a la expresion del transgen, ha aparecido con penetrancia incompleta

en las generaciones subsecuentes.
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OBJETIVOS

GENERAL

Estandarizar los procedimientos necesarios para el mantenimiento de la linea transgénica
A202, que nos permitan realizar investigaciones futuras con la misma y con otras lineas de

ratones transgeénicos

PARTICULARES

1. Estandarizar los procedimientos necesarios para el manejo de la linea A202
(Apareamientos, cruzas T N, cruzas T T, destete, separacion, marcaje, y registros)
2. Identificar los ratones transgénicos de la linea A202 mediante la reaccion de

polimerizacion en cadena (PCR)
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MATERIALES Y METODOS

A. Mantenimiento de la linea transgénica A202

1. Linea murina A202
El macho transgénico fundador de la colonia mexicana (79.7) nacié el 17 de marzo de
1994 en Hanover. fue traido a México en abril de 1994 y sacrificado el 2 de diciembre de
1994, a los nueve meses de edad.

Para mantener la colonia transgénica cruzamos los ratones Fl transgénicos

identificados por PCR con ratones de la cepa Balb/c del bioterio del CINVESTAV

2. Marcaje

Para identificar y manipular a los ratones se enumeraron de la siguiente manera
pintandolos de amarillo con acido picrico en diferentes zonas del cuerpo: 1) sin marca, 2)
lomo, 3) cabeza, 4) extremidad posterior derecha, 5) extremidad posterior izquierda, 6)

extremidad anterior derecha y 7) extremidad anterior izquierda.

B. Cultivo de hepatocitos
Linea fetal
Con ratones transgénicos de la colonia alemana (A202) se establecio una linea de
hepatocitos fetales inmortalizados que expresan el antigeno T de SV40, y se multiplican en
el medio MX83, quimicamente definido y deficiente en arginina. Estos hepatocitos en
cultivo expresan proteinas especificas de higado (e.g., albumina, a-fetoproteina y
tirosinaminotransferasa).

Esta linea de hepatocitos fetales se mantiene en el laboratorio del Dr. Tomas

Mendoza en el Departamento de Farmacologia y Toxicologia del CINVESTAV.
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Linea adulta
A partir de un raton transgénico adulto hembra nacido en México (designado con la clave
940101) fue establecida una linea de hepatocitos adultos cultivados en medio MX83 en el
laboratorio del Dr. Tomas Mendoza, se trataba de una hembra blanca de la primera
camada obtenida al cruzar el macho fundador 79.7 con una hembra Balb/c. Nacio el 23 de
mayo de 1994 y al ser sacrificada el 20 de abril de 1995 (a los 11 meses de edad) tenia
aspecto normal, excepto por dos areas alopécicas en el cuello y en la parte distal del
abdomen, de 1.5 cm® y 0.5%0.8 cm respectivamente.

La hembra fue anestesiada para disecar el l6bulo izquierdo del higado, el derecho
fue perfundido a través de la vena porta con una solucion de colagenasa. El tejido
perfundido se desgarré y quedaron grumos, por lo que el cultivo primario fue mas bien un

explante.

C. Mantenimiento de la colonia transgénica

1. Apareamientos
Las hembras transgénicas fueron apareadas con una edad de cuatro a seis semanas con
machos Balb/c maduros, es decir de al menos seis semanas de edad: Cada macho fue

apareado con cuatro hembras Balb/c.

2. Cruzas TxN
Para mantener la colonia murina A202 se cruzaron animales transgénicos (T)

(heterocigotos F1) con ratones Balb/c normales (N), estas cruzas se denominaron TxN.

3. Cruzas IxT
También se cruzaron machos transgénicos (T) con hembras transgénicas (T) para la

obtencion de individuos transgénicos homocigotos, este tipo se identifico como TxT.
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4. Destete, separacion y marcaje

Las crias fueron sexadas y destetadas a los 21 dias de edad, se colococaron separadamente
los machos de las hembras en jaulas diferentes para la identificacion individual de cada
raton, estos seron marcados utilizando el sistema de muescas (apéndice 8) y la tincion de

diferentes zonas del cuerpo con acido picrico.

5. Registros
Los datos de los animales se registraron en tarjetas que fueron colocadas en cada jaula
dentro de un sobre de plastico transparente: 1) camadas destetadas y sexadas, 2) machos
transgénicos adultos, 3) hembras transgénicas adultas, 4) hembras no transgénicas adultas
y 5) camadas para identificar animales transgénicos (Apéndices 1-5).

Después del destete y la separacion por sexo de los animales de cada camada, en
cada jaula colocamos una tarjeta por cada raton transgenico identificado.

Registramos el curso temporal de la ganacia de peso (g) dos veces por semana de

cada uno de los ratones en forma tabular para cada camada (Apéndice 6).

D. Caracterizacion macroscopica

1. Curvas ponderales
Después del destete, se pesaron los ratones dos veces por semana (lunes y viernes), y con

estos datos se elaboraron las curvas ponderales.

2. Estudio del esqueleto
Radiografias. Se tomaron radiografias laterales y ventrodorsales de animales completos
con una intensidad de los rayos X de 50 Kv y un tiempo de exposicion de 1/60 seg esto se
realizo en la unidad de radiologia de la FES Cuautitlan UNAM.

Preparaciones tefiidas. Con los mismos ratones se realizo la tincion de huesos y
cartilagos con rojo de alizarina y azul alciano (McLeod, 1980), de la siguiente manera: a
los ratones recién sacrificados se les reseco la piel, grasa subcutanea y visceras y se fijaron

con etanol al 95% por cinco dias. Después se colocaron 2 dias en acetona para eliminar la



Manejo de ratones transgénicos ! 20

grasa y rigidizar el cuerpo y se incubaron 3 dias a 37°C en la solucion de tincion (rojo de
alizarina al 0.1% en etanol al 95% y azul alciano al 0.3% en etanol al 70%) (Apéndice 9) y
luego se lavaron con agua destilada. Se aclararon las preparaciones primero con KOH al
1% por 12-48 horas y después en las siguientes soluciones sucesivas de glicerol/KOH al
1%: (vol/vol): 1:4, 1:1 y 4:1; el tiempo total de inmersion en estas soluciones fue de 2
semanas. Los cuerpos tefiidos y aclarados fueron almacenados a temperatura ambiente en

glicerol.

3. Necropsias
Se observaron, se describieron los hallazgos y se tomaron muestras de los organos
afectados en una forma especial (Apéndice 7).

Se disecaron y se pesaron cuidadosamente cinco de los musculos principales
(gastrocnemio lateral, gastrocnemio medial, soleo, sartorio y recto anterior) de las

extremidades posteriores de ratones distroficos y Balb/c.

E. Caracterizacion microscopica

Técnicas histologicas
Se fijaron las muestras en formaldehido al 10% amortiguado con fosfatos; las muestras se
incluyeron en parafina para obtener cortes de 7-8 um que fueron tefiidos con

hematoxilina-eosina.

F. Obtencion del DNA

1. Dela cola
Se cortaron con tijeras 1 ¢cm de la cola a 63 ratones de la cuarta generacion que se
colocaron en tubos Eppendorf de 1.5 ml; se le adiciono a cada tubo 550 ul de regulador
de lisis (Tris-HCI 50 mM pH8) y 40 pl de RNasa (20 pg/ml), y se incubaron 1 h a 37°C
Posteriormente se le agregaron 40 pl de proteinasa K (10 mg/ml), se agito con el vortex y
se incubaron los tubos a 56°C toda la noche en agitacion.

Se dejaron enfriar las muestras a temperatura ambiente y se agrego un volumen de

fenol equilibrado, se mezclaron los tubos por inversion suave durante 10 min, se
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centrifugaron 5 min a 15,000 rpm, se colocaron las fases acuosas en tubos Eppendorf de
1.5 ml, se repitio la extraccion fenolica 2 veces; se precipito la fase acuosa con 0.2
volumen de acetato de amoniol0 M y 2 volimenes de etanol absoluto frio

Las muestras se centrifugaron por 5 min a 15,000 rpm, se decanto el sobrenadante
y se invirtieron los tubos Eppendorf sobre papel para eliminar el alcohol; se agregd 1 ml de
etanol al 70% frio, se mezclaron suavemente por inversion y se centrifugaron por 5 min a
15,600%g, se repitio el lavado con etanol. Finalmente se elimino el etanol invirtiendo los
tubos Eppendorf sobre papel durante 30 min, se disolvio cada pastilla de DNA con 50 pl
TE, y se guardaron las muestras de DNA a -20°C.

Para cuantificar el DNA se hicieron diluciones 1:40 de las muestras. Se agregaron
4 ul de DNA de cada raton a tubos Eppendorf de 0.5 ml con 156 ul TE. Se tomaron
lecturas del DNA a 260 y 280 nm (la lectura fué aproximadamente 1.75). Se calculo la

concentracion del DNA en unidades de Ag (50 pg/ml).

2. De la oreja

Se hizo la identificacion de ratones transgénicos de la quinta y sexta generacion con
fragmentos de orejas, que se digirieron con regulador de lisis (Tris-HCI 50 mM pHS),
adicionandole proteinasa K. Estas mezclas se incubaron por 15 min a 55°C, se mezclaron
con el vortex, se reincubaron a 55°C por 15 min , se llevaron a un volumen de 200 pl y se

hirvieron. Se usé 1 pl de cada muestra para las mezclas de PCR.

Amplificacion del DNA por PCR

1. “Primers”
Los dos oligonucleotidos (21-mers) empleados para la identificacion del transgen por PCR

fueron disefiados originalmente por Bernstein 2t al. (1994) y sintetizados en el

Departamento de Genética del CINVESTAV-IPN. Tienen un producto de 728 pares de
bases, el cual incluye una parte del exon 1, todo el intron 1 y una parte del exon 2 del
antigeno T de SV40 (Fiers et al.,1978), se prepararon a una concentracion final de 50

ng/ul con agua estéril y se almacenaron » ~20°C
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SECUENCIA DEL ANTIGENO T
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AMPLIFICADA POR PCR (728 pb: 4361-5089)

EXON 2 (2691-4571)-INTRON 1 (4572-4897)-EXON 1 (4898-5163)

tcctttgtgg
AMMMACTTA

1 GGAGGAGTAG

GAGCAMAMACA

AAACTCCTTG

tgtaaatagc
GCAATTCTGA
AATGTTGAGA
GGTTTICCTC
TCTAAMATAC
TATTTACCTT

aaagcaagca
AGGAAMGTCC
GTCAGCAGTA
ATTAAAGGCA

Figura 1 Secuencia del antigeno T amplificada por PCR.

agagttectat

GGAATATTCC

Oligémeros: “sense”, 21-mero (4361-4381); “antisense”, 21-mero ( 5069-5089)

Segmento que abarca las secuencias exon 2-intron 1-exon 1 del gen del antigeno T de SV40. en
mayisculas se sefiala el segmento amplificado por PCR (728 pb: 4361-5089).

2. Precauciones

Como la reaccion de polimerizacion en cadena permite identificar desde la presencia de

una sola molécula de DNA, deben tomarse precauciones para prevenir la contaminacion de

las mezclas de reaccion con trazas de DNA que podrian servir de molde Estas

precauciones que se siguen son esenciales cuando se amplifican secuencias blanco

presentes en concentraciones bajas (Sambrook et al., 1989):

1

. Se montan las reacciones en una campana de flujo laminar

2. Se mantienen exclusivamente para PCR campana, microcentrifuga y se usan

[FF)

guantes, material y pipetas desechables

Se preparan los reactivos con puntas de pipetas desechables
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4. Se autoclavean los amortiguadores y las puntas de pipetas antes de usarlos

L

. Se usan guantes nuevos al empezar a trabajar en el area de PCR

. Se cambian los guantes con frecuencia

-~ o

Se prepara un juego de reactivos propios almacenados en alicuotas pequeiias, en
una seccion especial de un congelador. No se usan estos reactivos para otros
propositos. Se preparan con cristaleria y material de plastico nuevos y pipetas
no expuestas a otros DNA usados en el laboratorio. Después de usar los
reactivos, se descartan los sobrantes y no se vuelven a almacenar
8. Para reducir la posibilidad de contaminacion de guantes y pipetas, antes de abrir
los tubos con reactivos de PCR, se centrifugan brevemente (10 seg) en la
microcentrifuga de la campana
9. Es mejor aiadir todos los componentes de la reaccion al tubo antes del DNA
molde. Una vez afiadido el DNA molde, se tapa el tubo y se mezcla el contenido
golpeando suavemente un lado con un dedo enguantado
10. Al anadir el DNA molde a una mezcla de reaccion, se evita la formacion de
aerosoles que puedan contaminar otras reacciones. Se mantienen bien cerradas
las tapas de todos los tubos que no estén en uso inmediato. Se cambian los
guantes después de manejar tubos con DNA molde
Se incluye siempre un control positivo (reaccion con pequefia cantidad de secuencia
blanco apropiada). Esta se prepara en una area diferente del laboratorio, para prevenir la
entrada de soluciones concentradas de DNA blanco al area exclusiva de PCR. Se incluye
también un control negativo que contiene todos los componentes de la reaccion excepto el
DNA molde. Este control se prepara después de todas las reacciones (Sambrook et al ,
1989).

3. Mezcla de reaccion

A continuacion se especifican los componentes para una mezcla de reaccion.

a. Oligonucleotidos (21 meros)
1) Sentido: AATATTCCTCTGATGAGAAAG
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2) Antisentido: TACTAAACACAGCATGACTCA. Se ajustan las soluciones madre a 50
ng/pl con agua estéril y se almacenan a -20°C. De cada oligonucleotido tomamos 1 pl por

mezcla de reaccion.

b. Desoxirribonucleosidos trifosfato

4dNTPs 2mM c/u (USB Cat. No. US77170).

C. MgCI;
MgCl; 30 mM.

d. Amortiguador.
Amortiguador 10x para PCR que contiene Tris-HCI 100 mM pH 8.4, KCI 500 mM.

e. Taqg DNA polimerasa
Taq polimerasa 5 U/pl

Jf DNA problema: 1 pl
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Tabla 1. Componentes para una mezcla de PCR (50 pl)

Componente pl
Amortiguador PCR 10x 5
MgCl 30 mM 5
Mezcla dNTPs (2 mM) 1.25
Oligo 1 (50 ng/pl) 1
Oligo 2 (50 ng/pl) 1
Taq polimerasa (5 U/ul) 0.25
H,O bidestilada estéril 35:5
Mezclar (pipeteo suave, no vortex)
DNA problema 1

g Ciclos de incubacion
La incubacion en el termociclador Perkin-Elmer (Gene Amp PCR system 2400) fue

programada para 32 ciclos de amplificacion (como se describe en la tabla 2).

Tabla 2. Ciclos de incubacion de la PCR

No. ciclos Tiempo Temperatura
1 3min 94° C (desnaturalizacion inicial)
30 30seg 94° C (desnaturalizacion)
30seg 53° C (apareamiento)
I min 72° C (polimerizacion)
1 10 min _72° C (alargamiento final)

4. Analisis de los productos de amplificacion
Se analizaron los productos de amplificacion por electroforesis en geles de agarosa al 2%-
TAE (Tris-acetato/EDTA) (Tris base, Acido acético glacial y EDTA pH 8.0).

Se sellaron las orillas de la placa de corrida con masking-tape, se colocé el peine y
se prepararon 350 ml de TAE 1P. Para formar el gel, pesamos 0.8 g de agarosa en un
matraz Erlenmeyer de 250 ml, le afiadimos 40 ml de TAE y 1 @1 de EtBr (10 mg/ml). Se
fundio la mezcla a intensidad maxima por 1 min en el horno de microondas y se dejo
enfriar hasta unos 60°C. Se vacio en la placa de corrida, se esperd a que gelificara para
quitar el peine y se colocé el gel en el aparato de electroforesis submarina (BRL, modelo
H5). A las muestras de DNA se le aiiadieron 0.1 volumen de regulador de muestras (RM)
109 (Tris-HCl 0.49M pH 6.8, SDS 10%, Glicerol 50%, -mercaptoetanhol, azul de
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bromofenol 0.2% y H,0) y se colocaron 15 il en los pozos del lado del catodo (-, negro).
Se fijo la placa al soporte con masking tape, se le afiadio TAE 1x a los reservorios de los
lados hasta cubrir la superficie del gel, se coloco la tapa para conectar los electrodos e
inici6 la electroforesis a 80 V por 2 h.

El marcador de pesos moleculares fue el la escalera de DNA de 100 pb
(GibcoBRL, 15628-019), que contiene 15 fragmentos de 100-1500 pares de bases (pb)
con incrementos en el tamafio de 100 pb, un fragmento adicional de 2072 pb y
concentraciones mayores de los fragmentos de 600, 1500 y 2072 pb.

Se us6 como control positivo de la PCR una mezcla con pSVA202 (1.36 ng/ul, no
restringido), este plasmido porta el gen del antigeno T de SV40 acoplado al enhancer de

metalotioneina I murina y como control negativo una mezcla sin DNA.

5. Registro digital de imagenes
Después de la corrida, las bandas fluorescentes de DNA que aparecieron en los geles de
agarosa fueron registradas digitalmente en un equipo Eagle Eye (Stratagene) que consta

de una camara de video adaptada a una computadora con software apropiado.
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RESULTADOS

A. Produccién e identificacion de ratones transgénicos

1. Produccion

27

De las 27 cruzas TxN se obtuvieron 228 animales con un promedio de 8.5

animales por camada que nos han permitido mantener la linea de ratones transgénicos. De

las ocho cruzas TxT se obtuvieron 55 animales con un promedio de 6.1 animales por

camada. Algunos de ellos podrian ser homocigotos para el transgén (Tabla 3).

Tabla 3. Tamaiio de las camadas en cruzas TxN y TxT

Cruzas Tamaiio Cruzas Tamaiio
Generacion  TxN  Progenie camadas TXT  Progenie camadas
1 5 45 9.0 - -- --
2 6 49 8.2 -- -- -
3 2 18 9.0 3 19 6.3
4 7 58 83 1 5 5.0
5 4 35 88 3 27 9.0
6 3 23 ) 1 4 4
Total/Media 27 228 85 8 55 6.1
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2. Identificaciéon

a. Optimizacién de Ia PCR
Concentracion de magnesio
Para optimizar la PCR, se hicieron mezclas de 100 pl con diferentes concentraciones de
MgCl; (1.5 a 6.9 mM) y con una concentracion del plasmido de. 10 ng/ul, se encontré que

la amplificacion fue maxima con MgCl, 3 mM.

250 -

200 ~

Pixeles

150 ~

50 -

MgCl, (mM)

Figura 2. Efecto de la concentracion de MgCl; sobre la amplificacién por PCR.

En los carriles 2 a 7 observamos diferentes concentraciones de MgCl.. (2.1, 3, 3.9, 5.1, 6, ¥ 6.9 mM
respectivamente). en la grafica vemos que el producto de amplificacion (medido en pixeles en un equipo
Eagle Eve) es maximo con MgCl: 3 mM.

Concentracion de DNA
Para optimizar la concentracion de DNA en la PCR, se hicieron diluciones de 100 pl con
diferentes concentraciones del transgen (de 0.0136 a 30 pg) y se obtuvo una sefial clara y
nitida en la concentracion de 10 pg (Fig.3, carril 2 )

Una mezcla de reaccion de 50 pl fue suficiente para obtener buenas sefiales del

producto de amplificacion en ambos casos
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Figura 3. Efecto de la concentracion del transgén sobre la amplificacion por PCR.

En los carriles 1 a 8 observamos diferentes concentraciones del transgén (30, 10, 3.3, 1.1, 0.37, 0.123,
0.0411 v 0.0136 pg). la concentracion maxima fue de 10 pg (carril 2).

b. Identificacion de los ratones transgénicos con la PCR optimizada
Se identificaron ratones de nuestra linea transgénica con la técnica de PCR, en donde el

transgén rinde un producto de 728 pb.

600 | 728 bp

Figura 4. Identificacion de los ratones transgénicos por PCR.

Gel de identificacion de los animales transgénicos, el transgén rinde un producto de 728 pb. en el carril 1
observamos los marcadores de peso molecular con multiplos de 100 pb. las bandas indicadoras estin mas
concentradas en 600. 1500 v 2072 pb, en los carriles 3.4. 9 v 10 observamos DNA de ratones transgénicos
ven los carriles 2. 5. 6. 7 v 8 DNA de ratones no transgenicos.
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B. Caracterizacion de los ratones transgénicos

1. Sindrome distréfico

Tres ratones transgénicos de la tercera generacion desarrollaron paralisis y atrofia de las
extremidades posteriores. Este fenotipo distrofico, que podria constituir un nuevo modelo
de enfermedad neurologica debida a la expresion del transgén, ha aparecido con
penetrancia incompleta en las cuatro generaciones subsecuentes.

La paralisis y atrofia muscular se iniciaron y fueron mas notables en las
extremidades posteriores. Fueron progresivas y aparecieron entre el primero y el segundo
mes de vida. En los casos mas graves hubo hiperflexion de la rodilla trasera y llegaron a
afectarse las extremidades anteriores.

La cola de los ratones distroficos era hipertonica y sinuosa, con continuos
movimientos ondulatorios lentos y tremores. En los machos distroficos se observo

prolapso del pene, que se encontraba flaccido.

Tabla 4. Sindrome distrofico

Atrofia y paralisis progresivas
Hiperflexion de la rodilla posterior
Pérdida de peso

Movimiento rapido de la cola
Pene flaccido y prolapsado

2. Frecuencias y pedigrees

Animales transgénicos y distroficos

En las 50 cruzas realizadas en seis generaciones se obtuvieron 35 camadas con un total de
283 animales: 151 machos (53.3%), 132 hembras (46.6%), 102 transgénicos (36%) y once
distroficos (3.9%) (Tabla 5 y Fig 5).
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Tabla 5. Machos y hembras, transgénicos y distréficos, en las 35 camadas de las
primeras seis generaciones

Generacion Camadas  Animales M H Transgénicos  Distroficos
1 5 45 15 30 12 0
2 6 49 35 14 11 0
3 5 37 22 15 9 3
4 8 63 29 34 25 2
5 7 62 36 26 32 4
6 4 27 14 13 14 3
Totales 35 283 151 132 103 12
(100%)  (53.3%) (46.6%) (36.3%) (4.2%)

IT 95020

II1

1

o 28 3 |
96020 960202
V 962501 962403

1 962407 962402 4

Figura 5. Genealogia de ratones transgénicos y distroéficos.

Pedigree de las primeras cinco generaciones de ratones de la linea A202. Circulos vacios hembras Balb/c;
circulos llenos grises, hembras transgénicas; circulos llenos rojos, hembras transgénicas distroficas;
cuadros llenos grises, machos transgénicos, cuadros llenos rojos, machos transgénicos distroficos.



Led
(]

Manejo de ratones transgénicos

3. Alteraciones macroscépicas
Esqueleto. Como los animales distroficos mas afectados tenian hiperflexion rigida de las
rodillas posteriores, se investigo si una malformacion osea era la causa del problema.

Las radiografias y las preparaciones de los esqueletos completos tefiidos con azul
alciano y rojo de alizarina de los ratones afectados mostraron huesos bien desarrollados en
todas las extremidades. Por estas observaciones se concluyé que no hubo malformacion

osea que provocara secundariamente la atrofia o la hiperflexion de la rodilla posterior.

Figura 6. Radiografias del esqueleto de los ratones distroficos.
Radiografias de un raton normal v de un raton distrofico. (A) Raton Balb/c. adulto normal de 60 dias de
edad. (B) Raton transgenico distrofico 960326, sacrificado a los 38 dias de edad.
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Figura 7. Preparaciones tenidas del esqueleto de un raton normal ¥ un distrotico.
Los esqueletos de los animales presentados en las radiografias de la Fig. 6 fueron disecados v tefiidos con

azul alciano v rojo de alizarina. (A) Ratén Balb/c. adulto normal de 60 dias de edad. (B) Raton
transgénico distrofico 960326, sacrificado a los 58 dias de edad.

Mhusculos. Los musculos gastrocnemio lateral, gastrocnemio medial, sdleo, sartorio v
recto anterior de los ratones distroficos adultos (85-93 dias de edad) pesaron unas 7 veces
menos que los de un raton no distrofico de edad comparable. El soleo parecio ser el

musculo relativamente mas atrofiado.
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Figura 8. Peso de cinco misculos principales de los miembros posteriores de un raton Balb/c y tres
ratones distréficos.

Las barras vacias representan los pesos de los misculos del raton Balb/c; las llenas el promedio de los
ratones distroficos 962402, 962407 y 96250, Clave de los musculos: (GL) gastrocnemio lateral, (GM)
gastrocnemio medial, (So) soleo, (Sa) sartorio, (RA) recto anterior,

4. Curvas de crecimiento

Se pesaron a los ratones distroficos para seguir el curso de su crecimiento y se
compararon con ratones de la cepa Balb/c y ratones transgénicos no distroficos.

En animales de la cepa Balb/c (no transgénicos) se observo que los machos tienen
un promedio de 42.4 g y las hembras 37.2 g (Fig.9 A), en animales transgénicos no
distroficos, los machos tienen un promedio de 40 g y las hembras de 28 g (Fig. 9 B) y en
animales transgénicos distroficos, los machos tienen un promedio de 13 g y las hembras de

12.2 g (Fig. 9 C), todos a los 90 dias de edad.
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Figura 9. Crecimiento de ratones transgénicos y distroficos.

Pesamos a los ratones distroficos para seguir el curso de su crecimiento y los comparamos con ratones de
la cepa Balb/c y ratones transgénicos no distroficos.(A) animales no transgénicos, (B) animales
transgénicos no distroficos y (C) animales transgénicos distroficos.

S. Alteraciones microscopicas

Sistema nervioso

En la médula y encéfalo hubo proliferacion anormal de células de la sustancia blanca con
aspecto glial, predominantemente astrocitico que reemplazaba la arquitectura normal.
Dichas células eran grandes de nucleos lobulados, hipercromaticos, con pleomorfismo

acentuado y mitosis anormales. Infiltraban la sustancia gris y parecian comprimir las

neuronas, algunas de las cuales presentaban degeneracion eosinofila.



Figura 10. . Fotomicrografias del sistema nervioso central de un raton “distrofico”.

(A)médula espinal. (B) encéfalo. En las dos se observa proliferacion anormal de células de aspecto glial
predominantemente astrocitico. Esta proliferacion comprime las neuronas, algunas de las cuales presentan

degeneracion eosinofila (x 40).
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Otros organos

En el higado se observo transformacion anaplasica difusa de los hepatocitos, con celulas
aumentadas de tamaro, de nuacleos irregulares, pleomorficos, cromatina granular con
inclusiones citoplasmicas y numerosas mitosis tripolares. El citoplasma era eosinéfilo o
con degeneracion vacuolar y algunas células tenian francos cambios de muerte. Las células

sinusoidales y de los conductos no mostraron alteraciones.
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Figura 11. Fotomicrografia del higado de un ratén “distrofico™

Numerosos hepatocitos aumentados de tamaiio con nicleos pleomorficos. cromatina granular y numerosas
mitosis tripolares. El citoplasma era eosindfilo o con degeneracion vacuolar (x 40).
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DISCUSION

El trabajo descrito aqui indica que los ratones trangénicos que portan el plasmido A202
presentan en adultos una distrofia progresiva de sus extremidades que culmina con la
muerte del animal en el lapso de unos meses. Aparentemente, los efectos del antigeno T de
SV40 requeridos para inmortalizar y asi obtener lineas celulares de hepatocitos, provocan
ademas, una severa afectacién neuroldgica en la progenie de ratones establecida aqui en
México a partir del macho fundador aleman.

La produccion de neoplasias gliales y del sindrome neurologico en los ratones de
nuestra colonia A202 podria deberse a que el fondo genético de los animales Balb/c que
empleamos en México para mantener la linea transgénica es diferente del de los animales
que se siguen usando en la colonia original. Otra posibilidad es que aqui haya ocurrido una
mutacion en el macho fundador o en uno de sus primeros descendientes antes de que
apareciera la distrofia.

Los nueve animales distroficos fueron transgénicos.

Solamente uno de los animales distroficos (951102), producto de una cruza TxN,
ha sido con seguridad heterocigoto para el transgén. Los ocho distroficos restantes
provinieron de cruzas T=T, uno, varios, o todos estos animales distroficos pueden haber
sido homocigotos para el transgén (Fig. 5).

La caracteristica mas importante en estos ratones distroficos es el desarrollo de una
paralisis de las extremidades posteriores, efecto que no ha sido reportado en ningun otro
trabajo con ratones transgénicos que portan el antigeno T de SV40.

Por la presencia de ciertos signos (cola turgente y con tremores, prolapso del pene,
etc.) siempre consideramos que esta atrofia tenia un origen nervioso; inicialmente
investigamos si se trataba de un proceso desmielinizante, los estudios histopatologicos
mostraron que la atrofia no era causada por esto, sino por una extensa proliferacion de
células gliales, principalmente astrocitos. Esta proliferacion puede explicar la atrofia
progresiva por compresion de las neuronas motoras de la médula espinal.

Estos animales son un modelo adecuado para estudiar el control de la expresion

genética, ya que en la misma camada encontramos animales no transgénicos, transgénicos
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que posteriormente desarrollan carcinogenesis hepatica y animales transgénicos
distroficos, nuestro siguiente estudio se enfocara en los mecanismos moleculares

implicados en la expresion de cada uno de estos fenotipos.
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CONCLUSIONES

1. Se estandarizaron los procedimientos para el manejo de la colonia (apareamientos,
cruzas T N, cruzas T T, destete, separacion, marcaje, y registros), lo cual nos permitié
seguir manteniendo la linea transgénica murina A202.

2. La técnica de polimerizacion en cadena optimizada fue util para la identificacion de
transgénicos.

3. La paralisis y la atrofia muscular caracteristicas del sindrome neurologico fueron mas
notables en las extremidades posteriores y se presentan solo en algunos animales

transgénicos.
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1. TARJETA DE CAMADA DESTETADA/SEXADA

MACHOS/ HEMBRAS
Nimero: Fecha destete:
Camada: Generacion:
Madre: Padre:

2. TARJETA DE MACHO TRANSGENICO ADULTO

Linea/Cepa Padre Generacion

Clave: Madre Fecha de nacimiento
Camada

Animal

3. TARJETA DE HEMBRA TRANSGENICA ADULTA

43

Clave: Linea/Cepa Padre: Fecha de nacimiento | Generacion
Camada Madre:

Animal

Fecha de cruza | Fecha del parto | Fecha de destete | Fecha de muerte Comentarios




4. TARJETA DE HEMBRA NO TRANSGENICA ADULTA
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Clave: Linea/Cepa Padre: Fecha de nacimiento | Generacion
Camada Madre:

Animal

Fecha de cruza | Fecha del parto | Fecha de destete | Fecha de muerte Comentarios
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5. REGISTRO DE CAMADAS PARA IDENTIFICAR TRANSGENICOS

Linea transg A202 Madre Padre
Fechas: Cruza

Nacimiento.

Camada Generacion

Destete Cola

M/No. H/No.

Color

Clave DNA

(Transgénico?

Observaciones

S/N

S/N

S/N

S/N

S/N

S/IN

S/N

S/IN

S/N

S/N
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6. CURSO TEMPORAL DEL PESO (GRAMOS) DE UNA CAMADA DE

RATONES
Hoja No. Camada: Controles
Afio/mes/dia | MMH | M/H | M/H|MH | MH MH MH| MH|MH| MH)| MH| MH
No. No._ | No. No._ | No. No._ | No. No. No. No. No._ | No.
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7. REPORTE DE NECROPSIA
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Clave del animal:

Fecha:

Linea/Cepa:
Sexo: M H

Camada:

No. de necropsia:

Edad:

Causa de muerte:

No.Histologia:

Persona que hizo la
necropsia:

Peso:

Diagnéstico presuntivo:

No. Foto:

Observaciones iniciales:

ORGANO

Normal

Anormal

Destino

Observaciones

PIEL/PELO

TEJ. SUBC./MAMA

NODULOS LINF.

MUSC. ESQUEL.

VIAS NASALES

CAVIDAD ORAL

TIROIDES

PULMONES

CORAZON

TIMO

ESTOMAGO

INTESTINO DELG.

CIEGO/COLON

PANCREAS

HIGADO

BAZO

RINON/ADRENAL

OVARIOS/TESTIC

UTERO

VEJIGA URINARIA

PROSTATA

GLS. SEMINALES

CRANEO

COLUMNA VERT.

CEREBRO

HIPOFISIS

MEDULA ESPINAL

OTROS TEJIDOS

Otros detalles, incluyendo diagramas, en el reverso de esta hoja.
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8. MARCAS DE SACABOCADO EN LAS OREJAS
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9. TINCION DE LOS ESQUELETOS
La solucion de trabajo debe prepararse al momento:
a. Azul alciano 8GS (Sigma) al 0.3% en etanol al 70%, 1 vol.
b. Rojo alizarin S (Sigma) al 0.1% en etanol al 95%, 1 vol.
c. Acido acético, 1 vol.
d. Etanol al 70%, 17 vol.
Se pueden preparar soluciones madre filtradas de los colorantes (McLeod, Teratology
22:299-301, 1980).
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