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La transgénesis en animales de granja ha experimentado una importante
evolucion desde sus inicios en la década de los anos 80. La eficiencia de las
técnicas ha aumentado considerablemente y, a las primeras experiencias
llevadas a cabo mediante microinyeccion pronuclear en el cigoto, le han seguido
otras metodologias como la transferencia nuclear de células somaticas, que ha
tenido particular importancia en estas especies domésticas. Ademas, en los
ultimos afios, se han desarrollado herramientas de ediciéon del genoma que
permiten una alta especificidad en la modificacion genética. Entre las numerosas
aplicaciones de los animales transgénicos, se encuentra la produccion de
proteinas de uso terapéutico humano. También, cabe destacar las
investigaciones con objeto de generar animales modificados genéticamente para
ser utilizados como modelos de enfermedades humanas, o bien destinados a
proporcionar 6rganos para xenotrasplante. Ademas, en el ambito estricto de la
Produccion Animal se estid explorando la utilizacion de la transgénesis para
incrementar la resistencia de los animales a enfermedades o mejorar la cantidad
y calidad de sus productos.
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La Biotecnologia Animal agrupa un conjunto de tecnologias que aplican la
potencialidad de las células y organismos animales, mediante su modificacion
selectiva y programada, a la obtencién de productos, bienes y servicios. Uno de
los aspectos centrales de esta disciplina esta constituido por las técnicas de
transgénesis. En sentido amplio, el término transgénesis hace referencia a los
procedimientos que permiten alterar el genoma, de forma permanente,
mediante adicidn, delecion o modificacion de genes especificos.

Los primeros animales transgénicos se generaron en el afio 1980, cuando
Jon Gordon y colaboradores demostraron que un DNA ex6geno podia ser
introducido en el genoma del raton mediante la microinyeccion directa de una
solucién de DNA en el cigoto (Gordon et al., 1980). Posteriormente, estos autores
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probaron que el DNA introducido se transmitia a la descendencia y, un afio méas
tarde, Palmiter et al. (1982) conseguian modificar el fenotipo de los animales,

expresando el gen de la hormona del crecimiento y obteniendo ratones con tasas
de crecimiento muy superiores a las normales. Estas publicaciones no soélo
atrajeron gran interés internacional, sino que motivaron el inicio de
investigaciones similares en especies de interés ganadero. De este modo, en
1985, se publicaba el primer trabajo sobre conejos, ovejas y cerdos transgénicos,
que tenian insertado en su genoma el gen humano de la hormona de crecimiento
(Hammeretal., 1985).

Un animal transgénico presenta una modificacion genética heredable.
Para conseguir este objetivo, el transgén debe ser transferido al embrion, de
forma directa (microinyeccion), o a través de los gametos. Es lo que
denominaremos transgénesis en embriones. De modo alternativo, el DNA puede
ser introducido en células somaticas en cultivo que, posteriormente,
contribuiran al desarrollo del nuevo animal.

Transgénesis en embriones
La primera técnica utilizada para la generacion de animales transgénicos
(microinyeccion pronuclear, Fig. 1) implica la inyeccién directa del transgén en
uno de los prontcleos del cigoto que, seguidamente, es transferido a una hembra
receptora “pseudogestante”. Una de sus principales limitaciones es la baja
eficiencia, que desciende por debajo del 5% T .
cuando setrata de animales de granja.

T e

Figura 1. Microinyeccion pronuclear.
Imagen cortesia del Dr. Johannes
Wilbertz (Instituto Karolinska, Suecia) a
través de la International Society for
Transgenic Technologies (ISTT).

Por este motivo, se acogié con gran interés la utilizacién de nuevas
herramientas para la transferencia génica en embriones, como el empleo de
genomas virales modificados, convertidos en vectores portadores del transgén.
Entre estos vectores destacan los lentivirus, que pueden inyectarse en el espacio
perivitelino del cigoto, o bien en el oocito para después realizar fecundacion in
vitro. Con este tipo de vectores se han generado, entre otros, cerdos, pollos y
vacas transgénicos con elevada eficiencia (Park, 2007).

Existen otras alternativas para la transgénesis en embriones en animales
de granja, como son la transferencia génica mediada por espermatozoides
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combinada con la inyeccién intracitoplasmatica del esperma (SMGT-ICSI) o la

utilizacion de transposones (Ivics et al., 2014).

Los transposones (Sleeping Beauty, piggyBac, etc.) son secuencias de
DNA capaces de moverse a lo largo del genoma, caracteristica que se aprovecha
para utilizarlos como vectores, preparando construcciones “transposéon +
transgén”, que se microinyectan en los embriones, al tiempo que se suministra la
transposasa (Fig. 2).
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Figura 2. Transgénesis mediada por transposones. Esquema de
lainyeccion de la construccion “transposon+transgén”y del vector
de expresidon para la transposasa en el cigoto (izda.). Cerdo
transgénico que expresa la proteina fluorescente Venus, generado
con el transposon Sleeping Beauty (dcha.) (Ivics et al., 2014).

Los procedimientos descritos presentan las siguientes limitaciones:

« No es posible generar animales en los que se ha inactivado un gen de forma
especifica (knock-out 0 KO): el DNA s6lo puede ser anadido.

« No existe control sobre el nimero de copias que se integran ni sobre el lugar de
integracion del transgén, por lo que no hay garantia de que el animal
transgénico fundador y su descendencia expresen unos niveles adecuados del
gen. Ademas, las integraciones multiples al azar tienen la desventaja de
incrementar la probabilidad de efectos secundarios no deseados, causados
porlaactivacion de oncogenes o por mutagénesis insercional.

« Pueden originarse animales mosaico si el transgén no se incorpora durante la
primera division celular. Este fenomeno es mas frecuente en animales de
granja.

Estas limitaciones impulsaron el desarrollo de tecnologias basadas en la
utilizacion de células parala generacion de animales transgénicos.
Transgénesis en células somaticas y Transferencia Nuclear

Coincidiendo con el desarrollo de la tecnologia de microinyeccion
pronuclear, Evans y Kaufman (1981) establecieron el cultivo de células troncales
o células madre embrionarias (células stem, ES), a partir de la masa celular
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interna de blastocistos murinos. Las caracteristicas tnicas de estas células
(capacidad de auto-renovacion y pluripotencialidad), junto con la posibilidad de
manipular su genoma de manera especifica utilizando el mecanismo de
recombinacion homologa o gene targeting, han revolucionado el estudio de la
funcién génica (Capecchi, 2005), dando lugar, alo largo de los tltimos 25 afos, a
la aparicion de multitud de modelos animales murinos.

Sin embargo, en animales de granja, los numerosos intentos de derivar
células ES han resultado infructuosos y, aunque algunos autores han descrito la
generacion de animales quiméricos a partir de células con caracteristicas “ES-
like”, en ningin caso se ha observado la contribucién de estas células a la linea
germinal. En los altimos afnos, los intereses han estado dirigidos a la derivacion
de células pluripotentes inducibles (iPS), que ya es una realidad en todas las
especies ganaderas, aunque todavia no se ha confirmado el beneficio de la
utilizacion de estas células en transgénesis.

Al no disponer de células ES, el desarrollo de la tecnologia de
transferencia nuclear a partir de células somaticas en cultivo -SCNT- (Campbell
et al., 1996), abri6 nuevas posibilidades para la transgénesis en animales de
granja, ademas de poner de manifiesto el potencial de la reprogramacion
nuclear. Esta técnica implica la reconstruccion de un embrién, mediante
transferencia del ntcleo de una célula donante a un oocito receptor en el que el
material genético nuclear ha sido eliminado. El cigoto generado es activado para
que se inicie el desarrollo embrionario y, tras ser cultivado in vitro o in vivo, es
transferido a una hembra receptora sincronizada hormonalmente, encargada de
llevarla gestacion a término.

De este modo, desde el nacimiento en 1997 de Dolly (Fig. 3), clonada a
partir de una célula de glandula mamaria de una oveja adulta (Wilmut et al.,
1997), la tecnologia SCNT ha permitido la clonacién no s6lo en todas las especies
de animales domésticos, sino también en otras como hurones o camellos. La
eficiencia global de la técnica varia mucho entre
especies (por ejemplo, es del 8-10% en oveja),
existiendo numerosos factores criticos, como la
maduracion de los oocitos in vitro, el método de
enucleacion, el procedimiento de activacion, el
tipo celular reprogramado, el estado epigenético
del niicleo donante o la problematica asociada ala
gestacion.

Figura 3. Oveja Dolly, primer mamifero
clonado a partir de una célula adulta, junto con
su primer cordero, Bonnie. Imagen cortesia del
Instituto Roslin (Edimburgo, Reino Unido).
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Como se ha mencionado, la SCNT abri6 una nueva ruta para la generacion
de animales de granja transgénicos, ya que las células donantes del nicleo
podian ser modificadas genéticamente antes de ser utilizadas en transferencia
nuclear (Fig. 4). La prueba de esta hipotesis vino dada por la generacion de
ovejas transgénicas a partir de fibroblastos fetales que expresaban el factor de
coagulacion IX humano (Schnieke et al., 1997).
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Figura 4. Esquema de la obtencién de animales transgénicos
clonados mediante la técnica SCNT (adaptado de Rogers et al.,
2008).

La transgénesis en células somaticas via SCNT presenta importantes
ventajas, entrelas que se incluyen las siguientes:

+ La estructura y la expresion del transgén en las células donantes del nticleo
pueden ser analizadas por técnicas moleculares antes de realizar la
transferencia nuclear. De esta manera, se asegura que el 100% de los animales
producidos son transgénicos, y que cada célula del animal clonado contiene el
transgén, evitando el mosaicismo, y asegurando la transmisién a la linea
germinal.

« Se pueden realizar modificaciones genéticas precisas mediante gene
targeting en las células que van a ser utilizadas en SCNT.

+ Se pueden llevar a cabo modificaciones genéticas secuenciales, realizando
SCNT con las células modificadas y aislando nuevos fibroblastos fetales
susceptibles de modificacion.

« Sepuede predeterminar el sexo del animal clonado, utilizando como donantes
de nucleo células procedentes de un macho o de una hembra y, ademas, el
transgén puede introducirse en células con una dotacién genética de interés.
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« Se pueden generar rebafios de animales transgénicos (clonados) sin
necesidad de recurrir a la cria convencional, a partir de un animal fundador,

con el consiguiente ahorro en tiempo y dinero.

Ediciondel genoma

En los ultimos anos, el campo de la transgénesis ha experimentado una
auténtica revoluciéon a consecuencia de la apariciéon de las herramientas de
edicion del genoma. Estas herramientas comprenden las ZFNs (Zinc Finger
Nucleases), TALENs (Transcription Activator-like Effector Nucleases) y, mas
recientemente, el sistema CRISPR/Cas9 (Clustered Regularly Interspaced
Short Palindromic Repeats/Cas9) (Gaj et al., 2013).

Las nucleasas ZFNs y TALENs presentan un dominio de uniéon al DNA
(del tipo dedos de zinc en el caso de las ZFN, o bien, del tipo efector TAL en
TALENSs) que debe ser disefiado para reconocer secuencias especificas del gen a
modificar, mientras que con el sistema CRIPSR/Cas9, la union de la nucleasa
Cas9 a la secuencia diana esta dirigida por un RNA guia complementario. En
todos los casos se genera un corte de la doble cadena de DNA en la secuencia de
interés que, al ser reparado por la maquinaria de la célula, da lugar a la
modificacién genética deseada, ya sea mediante uniéon no homologa
(produciéndose deleciones), o por recombinacion homologa (gene targeting).
Estas herramientas pueden utilizarse tanto en la transgénesis en embriones
como en células sométicas en combinacion con transferencia nuclear (Fig. 5),y
estdn permitiendo la generacion eficiente de animales de granja con
modificaciones precisas (Lilico et al., 2013; Niet al., 2014).
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Figura 5. Técnicas de ediciéon del genoma en la generacion de
animales de granja transgénicos (modificado de Hauschild-

Quinternetal., 2013).
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Principales aplicaciones de la transgénesis en animales
Estudio delafuncién génica

Los animales transgénicos son una herramienta muy tutil para investigar
en qué tipos celulares y en qué momento del desarrollo se expresan diferentes
genes. Asi mismo, la inactivaciéon de genes en ratones knockout ha permitido
estudiar la funcion de dichos genes en el organismo. De igual forma, los animales
modificados genéticamente pueden ser utilizados para obtener modelos de
enfermedades humanas, en los que poder analizar, de forma mas directa y
efectiva, los mecanismos moleculares de la enfermedad y el efecto de nuevas
terapias.

El ratén es un buen modelo animal puesto que el 99% de los genes
humanos tiene homologia con los murinos, y la organizacién de ambos genomas
estd altamente relacionada. Sin embargo, la anatomia, fisiologia y ciclo de vida
del ratén difieren significativamente de los humanos, por lo que los modelos
murinos no siempre reproducen el fenotipo de la enfermedad humana. Como
ejemplo, se puede citar la fibrosis quistica, enfermedad autos6mica recesiva para
la que no existe un tratamiento curativo. En este caso, a pesar de existir diversos
modelos en ratén con mutaciones precisas en el gen CFTR, responsable de la
fibrosis quistica, en ninguno de ellos se observa la forma pulmonar o pancreatica
de la enfermedad, responsable de la elevada mortalidad en la especia humana.
Por este motivo, se ha impulsado el desarrollo de modelos de la enfermedad en
otras especies animales, como oveja, cerdo o hurén.

Las enfermedades neurodegenerativas son también objeto de gran
interés. Por ejemplo, Jacobsen et al. (2010) han generado un modelo de la
enfermedad de Hungtington en oveja con el que se espera poder profundizar en
el estudio de esta enfermedad. Otro modelo, en el que hay puestas muchas
expectativas en relacion con el desarrollo de nuevas terapias, es el establecido en
cerdos miniatura para la enfermedad de Alzheimery que esta comercializado por
laempresa PixieGene.

Un campo de investigacion en el que también se estdn empleando
animales transgénicos como modelo es el de las enfermedades metabdlicas. De
este modo, se han utilizado cerdos y conejos transgénicos para el estudio de la
arterioesclerosis (Al-Mashhadi et al., 2013) y otros desérdenes del metabolismo
lipidico. También se ha generado un modelo para el estudio de la homeostasis de
la glucosa y la secrecion de insulina: se trata de cerdos transgénicos en los que se
ha alterado la funcion de la incretina GIP (polipéptido inhibidor gastrico)
(Renner et al., 2010). Recientemente, se ha publicado la obtencion de cerdos
miniatura modificados genéticamente para el estudio de trastornos de los ritmos
circadianos (Liuetal., 2013).
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Obtencion de productos de alto valor afiadido

A diferencia de lo que ocurre en ratones, las particulares caracteristicas
productivas de los animales de granja, implican que la inversion a realizar para
generar un animal transgénico debe tener como contrapartida un elevado
beneficio. Por esta razon, la obtencion de proteinas recombinantes de interés
farmacéutico ha sido la principal aplicacién de los animales de granja
transgénicos. Los costes de produccion de biomoléculas en bacterias no son
elevados, pero las proteinas que requieren modificaciones post-traduccionales
(glicosilaciones, principalmente) deben ser sintetizadas en sistemas celulares de
mamiferos para obtener biomoléculas activas. Sin embargo, estos sistemas son
extremadamente caros, lo que desperto, desde el primer momento, el interés por
utilizar los animales de granja transgénicos como “biorreactores”, ya que se
estima que, aplicando el concepto de biopharming, los costes de produccion
podrianreducirse ala octava parte (Dyck et al., 2003).

Entre las numerosas proteinas humanas expresadas en la glandula
mamaria de animales de granja transgénicos se pueden citar desde la -
antitripsina en oveja (primer ejemplo en 1991), a la albiimina sérica humana en
vacas (Moghaddassi et al., 2014), entre otros. En la actualidad, dos
medicamentos producidos en la leche de animales transgénicos cuentan ya con
autorizacion para su comercializacién: ATryn® (obtenido en cabras transgé-
nicas, y utilizado para el tratamiento de tromboembolias en pacientes con
deficiencia hereditaria de antitrombina) (Fig. 6) y Ruconest™ (producido en
conejos transgénicos, y que se emplea para el tratamiento del angioedema
hereditario).

Figura 6. Cabras transgénicas
clonadas en 1998, que
producen antitrombina
humana en la leche (foto
tomada de Blashetal., 2012).
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Ademas de en la leche, las proteinas recombinantes pueden ser
producidas en una gran variedad de fluidos biologicos tales como la sangre,

orina, saliva, fluido seminal o el suero. El otro método de produccion a gran
escala es el huevo. Los avances en transgénesis aviar, derivados del empleo de
vectores lentivirales, han permitido la obtencién de aves transgénicas que
sintetizan en el oviducto proteinas de interés farmacéutico, como el interferén-3,
que seincorporan ala clara del huevo (Kwonetal., 2010).

Al hablar de transgénesis y productos de alto valor afiadido, no se puede
olvidar la modificacion genética de animales de granja con el fin de obtener una
fuente alternativa de 6rganos que puedan utilizarse en trasplantes humanos
(xenotrasplantes). La investigacion se ha centrado, principalmente, en el cerdo,
ya que su anatomia y fisiologia es compatible con la humana, y presenta ciclos
reproductivos cortos y camadas numerosas. Los mayores obstaculos para el éxito
de los xenotrasplantes son de tipo inmunolégico: la reaccion hiperaguda de
rechazo (HAR), minutos después del trasplante, y el rechazo vascular agudo
(AVR), en los dias siguientes. La HAR es desencadenada por la presencia del
disacarido galactosa-a (1,3) galactosa. La sintesis de este epitopo en la superficie
celular esta catalizada por la enzima a (1,3) galactosil transferasa, la cual esta
presente en todos los mamiferos y monos del nuevo mundo, y ausente en la
especie humana y monos del viejo mundo. Por este motivo, se han realizado
numerosos estudios para conseguir la inactivacion de este gen, obteniéndose
animales en los que los dos alelos estan inactivados (Fig. 7). Sin embargo, y
aunque bioprotesis derivadas de estos animales estén dando resultados
satisfactorios, todavia existen problemas inmunolo6gicos por resolver para poder
trasplantar experimentalmente 6rganos de los cerdos GalT-KO (Bottino et al.,
2014). En combinacién con las investigaciones descritas, se estdin abordando
estrategias para controlar el AVR.

Figura 7. Primer cerdito heterocigotico (izda.) y cerdos
homocigoticos (dcha.) a 1,3 gal-KO (Lai et al.,, 2002 y PPL
Therapeutics).
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Mejora dela producciéon animal

El primer caracter que fue manipulado en animales de granja
transgénicos fue la produccién carnica, mediante transferencia del gen de la
hormona del crecimiento -GH-, con la intencion de producir cerdos con mejores
indices de crecimiento y con una canal mas magra. Estos incrementos fueron
modestos si se considera los obtenidos en acuicultura transgénica, uno de cuyos
productos, el salmon AquAdvantage® (Fig. 8), se encuentra en espera para su
comercializacion. Durante los tltimos afios, el interés se ha centrado en obtener
canales de composicion mas “cardiosaludable” para el consumidor (Tang et al.,
2014), mediante la expresion de desaturasas de acidos grasos procedentes de
espinacas o de nematodos.

Figura 8. Salmoén AquAdvantage® comparado con un ejemplar
no transgénico de su misma edad (Aquabounty Technologies).

Sin duda, la aplicacion de mayor relevancia ha sido la manipulacion de la
composicion de la leche, con el fin de mejorar sus propiedades nutricionales o
tecnologicas. Uno de los objetivos ha sido la obtencién de leche hipoalergénica,
con bajo contenido en lactosa o en -lactoglobulina. Con el fin de incrementar el
rendimiento quesero, también se han obtenido vacas transgénicas que
sobreexpresan en la leche copias adicionales de las proteinas lacteas - y k-
caseina, originando un incremento del 13% en el contenido proteico de la leche
(Laibley Wells, 2006).

“Humanizar” la leche bovina o caprina también puede suponer beneficios
importantes para la salud humana. Un ejemplo es la expresion de lactoferrina
humana (hLF) en laleche de vaca (Yang et al., 2008). Se ha demostrado que esta
proteina tiene propiedades antibacterianas, antivirales e inmunomoduladoras
entre otras y, por consiguiente, existe una demanda creciente para su utilizacion
como nutracedtico. Otro ejemplo, en el que se tienen puestas grandes
expectativas, es la produccion de lisozima humana en la leche de cabras
transgénicas, leche que podria utilizarse para paliar las diarreas infantiles en los
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paises en vias de desarrollo, debido a las propiedades antibacterianas de esta
proteina. Magay colaboradores desarrollaron una estirpe de cabras transgénicas

que producen niveles adecuados de lisozima en la leche y, posteriormente, han
demostrado que su administracion a lechones tiene un efecto beneficioso frente
alas diarreas producidas por E. coli (Cooperet al., 2013).

La generacion de animales resistentes a enfermedades es otra de las areas
de aplicacion de gran interés en Producciéon Animal, tanto por el beneficio parala
Sanidad y Bienestar Animal, como por su impacto econémico sobre la
produccion, o sus repercusiones sobre la salud humana y sobre el medio
ambiente (reduccion del uso de antibi6ticos). Entre las estrategias que se han
abordado se encuentran tanto la introducciéon de genes que incrementan la
resistencia a enfermedades olainmunidad innata, como la inactivacion de genes
asociados a susceptibilidad a enfermedades. Por ejemplo, la generacion de
ovejas, cabras yvacas en las que se hainactivado o silenciado el gen de la proteina
pridénica PRNP ha abierto la puerta parala creacion de animales no susceptibles a
las encefalopatias espongiformes. Ademés, en vacas transgénicas se ha
demostrado la eficacia de la expresion de genes de proteinas anti-bacterianas en
la glandula mamaria, como la lisostafina
(Fig. 9), efectiva frente a mastitis causadas
por S. aureus (Wall et al., 2005).

Figura 9. Vaca transgénica que
produce lisostafina en la leche (Wall et
al.,2005).

Otro modelo de interés, por su repercusion medioambiental, es el
EnviroPig™ (Golovan et al., 2001). Se trata de cerdos transgenicos que expresan
una fitasa bacteriana en la glandula salivar, lo que les permite metabolizar los
fitatos del pienso. Estos animales utilizan eficientemente el fosforo de la dieta, lo
que se traduce en mejores indices de crecimiento y en purines menos
contaminantes, ya que excretan hasta un 75% menos de fosfato. Esto supone una
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reduccidn significativa de la contaminacién procedente de la industria porcina 'y
suimpacto medioambiental

Finalmente, aunque sin implicar transgénesis, el uso de la tecnologia
SCNT puede permitir la clonaciéon de individuos élite con el fin de utilizarlos
como sementales, asi como la clonacion de genotipos de interés o de animales
con valor sentimental. La transferencia nuclear también puede ser una
herramienta que ayude a la conservacién de razas o especies, como ha
demostrado la clonacion del Gnico ejemplar existente de la raza Enderby Island
en Nueva Zelanda, o los intentos de clonacién del toro salvaje asiatico “gaur”
(Bos gaurus) odel bucardo, subespecie extinta de cabra pirenaica.

Conclusiones

Como se ha expuesto, la capacidad de modificar el genoma de los animales
de manera precisa es fundamental para el desarrollo de una gran variedad de
aplicaciones en Biomedicina y en Produccion Animal. Aunque las tecnologias
parala obtencion de animales de granja transgénicos han ido perfeccionandose a
través de los anos, el control espacio-temporal preciso de la expresion de
transgenes continda siendo un aspecto a mejorar. Por otro lado, la aplicacion de
la tecnologia de gene targeting para la generacion de animales transgénicos no
esta exenta de dificultades, debidas principalmente a la senescencia replicativa
de las células somaticas y la menor frecuencia de recombinacién homoéloga en
estas células, en comparaciéon con las células ES. Para contrarrestar estas
limitaciones, las lineas de iPS obtenidas en las especies ganaderas constituyen
una opcion prometedora, y las nuevas técnicas de edicion del genoma, que estan
dando ya sus frutos en estos animales, se perfilan como las herramientas de
eleccion en el &mbito de la transgénesis animal; tanto es asi que la revista Nature
Methods las ha considerado, recientemente, como una de las metodologias mas
relevantes dela iltima década.

Es previsible que la revolucion genomica observada desde la
secuenciacion del genoma humano, en combinaciéon con el uso de estas
metodologias (sobre todo del sistema CRISPR/Cas9), permitira generar en los
proximos anos nuevos modelos de gran relevancia en animales de granja, asi
como conseguir avances biomédicos relacionados con lo que algunos autores ya
denominan la microcirugia de los genes.
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