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Generacion de animales transgénicos.
Regulacidon de la expresion genética
Transgenic animals generation. Regulation of gene expression

Dr. Brian M. Cavagnari®

RESUMEN

Los animales transgénicos son organismos con
un gen foraneo incorporado en su genoma cuyo
desarrollo fue uno delos avances biotecnolégicos
mads importantes. Los animales con genes anula-
dos (knockout) se desarrollaron hace ya veinte afios
y la creacién de animales transgénicos es practi-
camente rutinaria, pero gran parte del equipo de
salud todavia no comprende suimpacto enla in-
vestigacién biomédica y su capacidad de mejorar
lasalud humana. En este articulo se presentan las
formas mds relevantes de generacién de anima-
les transgénicos y se discute cémo un gen pue-
de ser activado o inactivado en un animal vivo.
Palabras clave: animales transgénicos, animales
knockout.

SUMMARY

Transgenicanimals are organisms witha foreign
gene incorporated into their genome, and their
development was one of the mostimportant ad-
vancesinbiotechnology. Although knockoutani-
mals have already been developed twenty years
ago and being transgenic mice generation qui-
te routine, many health care providers still do
not understand their impact on biomedical re-
search and their capability of improving human
health. In this article, [ present the most relevant
approaches to generate transgenic animals and
discuss how specific genes can be activated or
inactivated in a living animal.

Key words: transgenic animals, knockout animals.

INTRODUCCION

El impacto que los animales trans-
génicos y genoprivos o knockout han
tenido en las biociencias es innega-
ble, en particular para el estudio de la
funcién y la regulacion de los genes, y
para la simulacién de enfermedades
humanas, con la consiguiente buisque-
da de nuevas terapéuticas.

En la actualidad, su uso excede
ampliamente el de la investigacion
biomédica y el fruto de las investiga-
ciones que los tuvieron como centro
de atencion ya se reflejan en la pro-
duccién de proteinas recombinantes
de alto valor bioldgico en la leche de
animales transgénicos'?® y en su uso
como eventual fuente de 6rganos pa-
ra xenotrasplantes.'*

Sin embargo, muchos de los médi-
cos que seguramente recurrirdn a las
bondades de esta tecnologia contintian
considerando a la transgénesis como
producto de la ciencia ficcion.

El objetivo de este articulo es co-
mentar algunas de las técnicas més
comunmente utilizadas para la gene-
racién de animales transgénicos y ani-
males genoprivos o knockout, asi como
compartir el estado actual de algunas
técnicas de biologia molecular que
permiten, en un animal vivo, activar
e inactivar un gen especifico en el mo-
mento deseado.

Animales transgénicos

Los animales transgénicos son or-
ganismos manipulados genéticamen-
te para incorporar un gen foraneo en
su genoma.

Hoy en dia, la inserciéon de genes
foraneos en bacterias es practicamente
rutinaria. El procedimiento de aisla-
miento de los genes, asi como el de su
incorporacién a las bacterias, excede
el proposito de este texto. Tampoco se
desarrollara el tema de los vegetales
transgénicos, pero nos enfocaremos
en el desarrollo de animales transgé-
nicos, que son los de mayor relevan-
cia biomédica.

A través del tiempo se fueron desa-
rrollando varias técnicas para la crea-
cién de animales transgénicos.

Inyeccién pronuclear

Hace ya 30 afios, Gordon y cols.
describieron una técnica en la cual un
ADN (4cido desoxirribonucleico) fora-
neo se microinyectaba en el prontcleo
de un ovocito de ratén recientemente
fertilizado, que luego era transferido a
una hembra receptora.’

Bésicamente, primero se produ-
ce una construccion en donde el gen
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de interés se coloca bajo el control de un promo-
tor de quien dependerd la cronoespecificidad y
la histoespecificidad de la expresion del gen.® Si
se desea, se puede evaluar esta expresién tempo-
roespacial del gen mediante el uso de “genes re-
porteros” bajo el control del mismo promotor. Un
gen reportero es aquel que al expresarse, transfor-
ma al organismo que lo porta en facilmente iden-
tificable (por cambiar de color frente a un sustrato
en el medio, por presentar fluorescencia, etc.).

Una vez obtenida esta construccién con el gen
de interés (region codificante y region regulado-
ra), ésta se microinyecta en el prontcleo de un
ovocito fertilizado. E1 ADN extrafio se insertard al
azar, y generalmente en varias copias, en el ADN
del ovocito. Este ovocito fertilizado, que ya lleva
la nueva informacién genética, se transfiere a una
hembra receptora.

Si efectivamente el embrién se halla en el es-
tado de una célula, la integracién temprana del
transgén hard que el ratén que nazca exprese el
gen de interés en todas sus células sométicas y en
la linea germinal, de modo que puede heredarse
en la descendencia de estos animales transgénicos.

Si la insercién del transgén se produce luego de
la primera divisién celular, se obtendran animales
fundadores que presentan dos o mas poblaciones
celulares cuyas composiciones genéticas difieren
y que también pueden transmitir el transgén a su
descendencia, pero a una frecuencia menor.

La mayor complicacién de esta técnica de ge-
neracién de animales transgénicos es la de no po-
der determinar el sitio de insercién ni el niimero
de copias del transgén, ya que se producen al azar.
Algunos efectos posicionales pueden alterar la ex-
presion del transgén, pero, a su vez, la inserciéon
de este gen foraneo puede afectar posicionalmente
la expresion de algtin gen endégeno,” pues se sabe
que la posicion de un gen influye sobre su propia
actividad y la de los genes circundantes.

Esta técnica ha permitido crear no sélo ratones
transgénicos, sino también conejos,® ovejas,’ cer-
dos,'® cabras' y vacas'? transgénicas productoras
de proteinas de alto valor biolégico.

Recombinacién homoéloga
en células madre embrionarias

La recombinacién homodloga es un concepto
que resulta familiar para el médico generalista,
pues se trata del proceso que ocurre durante la pro-
fase I de la meiosis. Se basa en el hecho de que las
regiones con homologia en la secuencia de ADN
“se atraen” mutuamente, lo cual permite el inter-
cambio de material genético entre esas regiones."

Esta técnica emplea regiones de homologia en-
tre el ADN enddgeno (cromosémico) y el exégeno
(transgén), para insertar el gen de interés en un area
especifica del cromosoma. Asi, cuando se genera
una construccién en la cual el gen por insertar po-
see secuencias de homologia con el ADN endégeno,
estas secuencias “se encontraran” y se puede esco-
ger el sitio especifico de insercién del transgén.'*'>
De esta forma, no sélo se puede predecir el sitio en
donde terminard insertado el gen ex6geno, sino que
también se evita el inconveniente de la insercién al
azar (como sucede en la inyeccién de pronticleos)
y se puede prescindir del promotor en la construc-
cién, ya que se hace uso de las regiones reguladoras
(promotores, enhancers, etc.) enddgenas.

Es importante destacar que, en el proceso de
recombinacién homologa, el ADN es intercam-
biado (se inserta en el genoma el ADN foraneo y
se elimina el endégeno), a diferencia del proceso
de inyeccién de pronticleos, en donde el ADN re-
sulta afadido.

El proceso de recombinacion homoéloga tiene
una eficiencia baja que, a diferencia de la inyec-
cién pronuclear, no permite su empleo directo en
embriones, por lo cual debe realizarse en células
pluripotenciales: las células madre embrionarias."

Estas células se obtienen del macizo celular in-
terno de blastocistos y tienen la capacidad de per-
manecer en cultivos celulares sin perder su estado
indiferenciado. A su vez, mantienen la capacidad
de diferenciarse bajo los patrones normales de
control al ser reinsertadas en un embrién y con-
tribuyen asi a la formacion de todos los tejidos del
individuo, incluida la linea germinal.”"

En definitiva, el transgén es introducido por el
mecanismo de recombinaciéon homdloga, en un sitio
especifico y bajo la regulacién del promotor endoge-
no de las células en cultivo. Una vez seleccionadas
las células que incorporaron correctamente el gen
de interés, se las inyecta en un embrién huésped.

Las sefales responsables del desarrollo del em-
brién son recibidas tanto por las células propias del
embrién como por las células madre embrionarias
que llevan el transgén. Asi, se desarrollan animales
con dos tipos de tejido (el propio del huésped y el
transgénico proveniente de las células madre em-
brionarias). Estos animales fundadores, luego de
ser cruzados, pueden producir progenie con el ge-
notipo normal del huésped y con el genotipo trans-
génico, pudiéndose generar lineas estables con la
modificacion genética especifica.'s!”

Este método es el mas utilizado para la ge-
neracion de ratones genoprivos o, segtin la con-
cepcidn sajona, con genes “fuera de combate” o
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knockouts. Basicamente, se logran inactivar genes
especificos mediante la inserciéon de un transgén
que lleva informacién para la eliminacién de uno
o varios exones del gen que se desea anular. De
esta forma, se impide la produccién de la protei-
na de interés o se obtiene una proteina truncada
no funcional’ (Figura 1).

Con esta técnica se han obtenido cientos de
ratones knockout que han servido para analizar
la funcién de genes endégenos y que han per-
mitido simular enfermedades humanas para su
estudio.>'®2!

La principal complicacién de esta técnica es
que se limita practicamente al ratén, pues no re-
sulta sencillo obtener células madre embrionarias
de otras especies, evolutivamente mds cercanas al
ser humano, que conserven su totipotencialidad
en cultivo.??

Mutagénesis de células
somadticas y transferencia nuclear

La transferencia nuclear consiste en extraer el
material genético de un ovocito (enucleacién) pa-
ra luego introducir en él, el material genético de
una célula del animal por clonar. Asi es como se

obtuvo la oveja Dolly en 1997:* el nticleo de una
célula mamaria de oveja adulta se introdujo en un
ovocito enucleado, lo cual dio origen a una oveja
idéntica a la original (clonacién).

Para obtener animales transgénicos de especies
en las cuales no se han obtenido atin lineas esta-
bles de células madre embrionarias, se desarrollé
esta técnica que combina la introduccién del trans-
gén en una célula somatica del animal de interés,
con posterior transferencia del nticleo celular mo-
dificado (con el transgén) a un ovocito enucleado.”

De esta manera, primero se inserta el transgén
de interés en células somaticas (fibroblastos) del
animal por ser clonado. Estas células no son to-
tipotentes, pero ya no se requiere esta cualidad,
pues el ntcleo de estos fibroblastos transgénicos
sera transferido a un ovocito enucleado que ini-
ciard su desarrollo.

La transferencia nuclear asegura que la tota-
lidad de los animales obtenidos sea transgénica,
de modo que se obvia una generaciéon. Todos los
animales transmitirdn el transgén a la siguiente
generacion.

Con esta combinacién de técnicas se han obte-
nido ovejas,” cerdos® y vacas” transgénicas. Es-

FiGura 1. Recombinacién homologa para la generacién de knockouts

A PROMOTOR 1 2 S 4

B 1 Gen reportero 4
Recombinacién homdloga

C PROMOTOR 1 Gen reportero 4

A: Simplificacion del gen hipotético por anular, con cuatro exones (numerados del 1 al 4) y su promotor. Este gen forma parte

del genoma del animal.

B: Construccion que lleva un gen reportero (genes cuya expresion es facilmente detectable. Ej.: proteina fluorescente verde) y
regiones de homologia con el gen de interés (se muestran con “X”), que forman parte del plasmido.

C: Luego de la recombinacién homéloga, se eliminan los exones 2 y 3. En el genoma queda incorporado el gen reportero (que
permite identificar la recombinacion exitosa). El gen original ya no se expresard en el animal: se ha generado un knockout del gen

de interés.
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to posibilita tanto la expresion de transgenes que
permitan sintetizar proteinas de interés biomédi-
co en animales de granja, como la eliminacién de
genes endégenos (knockout) en animales filogené-
ticamente mds cercanos al ser humano.

Vectores retrovirales

Los primeros animales transgénicos se crearon
mediante la inyeccién del ADN del virus SV40 en
la cavidad de blastocistos de ratén.”

Los retrovirus siempre fueron candidatos para la
transgénesis viral debido a la capacidad de integrar
su material genético al de la célula huésped, luego
de la transcripcion inversa. Dentro de los retrovirus,
los lentivirus no requieren la division celular para
integrar su genoma, por lo que son vectores ideales
para infectar células que no estén en activa divisién.”
Los lentivirus seran entonces los vectores que lleven
incorporados el transgén de interés. Estos virus se-
ran luego inyectados en el espacio perivitelino entre
la zona peltcida y la membrana citoplasmaética del
embrién® o incubados directamente con los embrio-
nes libres de la zona pelticida,* de forma tal que el
transgén sea incorporado al genoma del embrion
por un mecanismo intrinseco al virus.

Con esta técnica se han creado ratas,” cerdos,’!
toros* y pollos® transgénicos.

Las desventajas de este sistema son que el tama-
no del transgén debe ser limitado (menor a 8 Kb),
que la integracién del genoma viral con el trans-
gén se produce en diferentes etapas del desarrollo
del embrion (por lo que el transgén no siempre in-
volucra a la linea germinal, en cuyo caso no exis-
te transferencia a la descendencia) y que, muchas
veces, se obtiene la integracién del transgén en
mas de un sitio diferente.”

En la Figura 2 se aprecia un esquema que resu-
me las técnicas mas comtinmente empleadas para
la generacion de animales transgénicos y animales
genoprivos o knockout.

Vale la pena destacar que otra forma de anular
la expresion de un gen determinado es actuando
sobre el ARN. La interferencia del ARN es un pro-
ceso celular que logra silenciar un gen por accién
a nivel postranscripcional. Tal interferencia se
lleva a cabo mediante pequefios ARN de interfe-
rencia (siRNA, por small interfering RNA) que son
sintetizados dentro de la célula blanco, gracias a
un vector de expresién introducido en ella. Estos
ARN de interferencia poseen secuencias comple-
mentarias al ARN mensajero endégeno (producto
del gen que deseo anular) por lo que, al encontrar-
se, el ARN mensajero sera degradado por la ma-
quinaria celular.

Ficura 2. Esquema simplificado de los métodos mds comiinmente empleados para la generacion de animales transgénicos y

knockouts
Construccion Microinyeccién en Transferencia del Primera Segunda
con el gen | elpronicleodeun | cigotoaunahembra 2| generacién: animal | generacion: animal
de interés ovocito fertilizado seudoprefiada fundador transgénico
Generacion del gen Inyeccién de la CME con Primera Segunda
knockout (ver Fig. 1)en el gen knockout en un > | generacién: animal > | generacién: animal
CME de ratén en cultivo embrion en desarrolllo fundador knockout
Lentivirus Incubacién El ARN del virus es Incorporacion Primera Segunda
como vector || con embriones transformado a ADN del ADN viral generacion: generacion:
del gen de libres de zona por la transcriptasa al genoma del animal animal
interés pelucida inversa viral huésped fundador transgénico
Recombinaciéon homéloga (ver Transferencia del Transferencia del Pri
Fig. 1) en fibroblastos del animal nucleo del fibroblasto . r%r:nera .
Izl ) 9 . cigoto a una hembra | generacion: animal
por clonar: generacién de una transgénico a un N L
. P . . seudoprenada transgénico
célula somatica con el transgén ovocito enucleado

1. Inyeccién de pronticleos.

2. Recombinacién homoéloga en células madre embrionarias (CME).

3. Lentivirus.

4. Recombinacién homoéloga en células somaticas mas transferencia nuclear.
Animal fundador: individuo que porta un transgén en su linea germinal y que se utiliza para obtener una linea transgénica pura
a través de cruzamientos.
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De esta forma se genera un knockdown del
ARN mensajero deseado, con la consiguiente abo-
licién de la expresion del gen.**

Sistema Cre/loxP y knockouts condicionales
Hasta el momento hemos repasado los mé-
todos que se utilizan para generar animales que
son transgénicos o knockout desde su nacimiento.
Definitivamente, seria mucho mas interesante
crear un animal que exprese toda su carga genéti-
ca habitual y, en un momento determinado, poder
transformarlo en knockout. Seria algo asi como “apa-
gar” el gen en un animal que hasta el momento se
desarroll6 normalmente. Esto se puede llevar a ca-
bo haciendo uso del sistema Cre/loxP (Figura 3).
Cre es una enzima que cataliza una recombi-

nacion especifica de sitio, de secuencias de ADN

situadas entre dos sitios loxP.** Los sitios loxP son se-
cuencias de 34 pb en donde se une la enzima Cre pa-
ra catalizar la recombinacion. Si ambos sitios loxP se
encuentran en la misma direccion, la enzima cataliza
la escisiéon del ADN que se encuentra entre ellos.”

FIGURA 3. Sistema de recombinacion Cre/loxP para la
generacion de ratones knockout

A| Promotor |—| Gen de interés |—

Bl Promotor H-' Gen de interés H—

lCre
¢ [roman }->—

Gen de interés

A. Esquema simplificado del gen que se desea eliminar.
Este gen forma parte del genoma del ratén y se expresa
normalmente.

B. Por recombinacién homéloga (ver Figura 1) se
introducen dos secuencias loxP (en gris) flanqueando uno
o mas exones del gen de interés. Si ambas secuencias se
orientan en igual sentido, el gen queda “marcado” para

su ulterior delecion. Como los sitios loxP se introducen

en intrones circundantes, el gen flanqueado se expresa
normalmente en el ratén.

C. Si los ratones portadores de la construccién anterior (B)
se cruzan con otros que expresan la recombinasa Cre, se
catalizara la escision del gen flanqueado, generandose un
raton knockout. Esta escision es irreversible.

La actividad enzimatica de Cre puede ser regulada
mediante la creaciéon de quimeras que respondan, por
ejemplo, al tamoxifeno. En este knockout condicional
inducible por tamoxifeno, el raton expresa normalmente el
gen “marcado” pero, al recibir tamoxifeno, el gen se escinde
y se genera un ratén knockout.

Por recombinacién homéloga, como se vio
previamente, se pueden colocar dos sitios loxP
flanqueando al gen que se quiere anular. De es-
ta forma, los ratones expresaran normalmente el
gen, pero éste queda “sentenciado” (flanqueado
por dos loxP) para un evento posterior: generar
el knockout.

En estos ratones “sentenciados” se puede re-
gular la expresion temporal de Cre mediante
quimeras que respondan, por ejemplo, al tamoxi-
feno,* pero su armado y utilizacién no se desarro-
llaran en el presente articulo.

En definitiva, se pueden obtener ratones que
expresen normalmente el gen en estudio y, en un
momento determinado, transformarlos en knoc-
kouts por expresion de Cre.

Cabe destacar que asi como se puede “apa-
gar” un gen, con produccién de un ratén geno-
privo (knockout), también se puede “encender”
un gen, con produccién de un ratén transgénico
en un momento determinado. Esto se puede lo-
grar mediante una estructura de tipo loxP-codén
de terminacion-loxP, colocada entre el promotor
y su region codificante.’” Mientras no se exprese
Cre, el codén de terminacién impediré la expre-
sion del gen. Pero cuando se exprese la enzima,
se escindird el codén de terminacién, lo cual per-
mitird la expresion del transgén.

Es importante mencionar que, como el proceso
de “encendido” o “apagado” de estos genes de-
pende de una escisiéon de material genético, am-
bos procesos son irreversibles.

Expresion inducible de transgenes:
sistema regulado por tetraciclina

Acabamos de ver como actualmente se puede
inducir la expresion de una proteina o anular di-
cha expresién “in vivo”, de forma irreversible, en
un mismo individuo. El paso siguiente seria obte-
ner un animal cuyos genes se puedan “encender”
y “apagar” cada vez que uno desee. Hoy en dia,
por increible que parezca, este “switch genético”
es también posible. El sistema més utilizado para
este fin es el regulado por tetraciclina (tet).?®

Normalmente, en E. coli existe un operén tet
(los genes bacterianos se organizan en operones)
que funciona de la siguiente manera: una protei-
na, el represor tet (tetR), se une a una secuencia
de ADN conocida como operador tet (tetO). Es-
ta union inhibe la transcripcién de los genes del
operon. La tetraciclina impide la unién de tetR a
tetO, por lo que favorece la transcripcién de los
genes del operdn. Sobre la base de esta estructura
bacteriana se ha disefiado una construccién para
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su empleo en animales transgénicos, que funcio-
na de una manera similar, con un promotor que
responde a tetraciclina o doxiciclina.* Existen dos
sistemas: TetOff y TetOn (Figura 4).

FIGURA 4. Sistemas regulados por tetraciclina. Expresion
inducible de genes

Sistema TetOff
A
transgén| —  Expresion del gen
l doxiciclina
B | |—| transgén| —— Sin expresién del gen

A. Sin doxiciclina. El activador transcripcional (.) se une

a la region reguladora (=) para que el gen se exprese
normalmente.

B. Con doxiciclina. El activador transcripcional no se une a
la region reguladora, por lo que el gen deja de expresarse. El
proceso es reversible y, al dejar de beber doxiciclina, el ratén
vuelve a expresar el gen normalmente.

Con el sistema TetOff existe una expresion permanente del
gen, el cual “se apaga” cuando el ratén bebe doxiciclina.

Sistema TetOn

A | |—| transgén | —> Sin expresion del gen
doxiciclina

B transgén| —  Expresion del gen

A. Sin doxiciclina. Mutaciones en el activador
transcripcional ( e) revierten su comportamiento habitual,
por lo que éste no se une a la regién reguladora (C—=) y el
gen no se expresa.

B. Con doxiciclina. El activador transcripcional mutante si
se une a la regién reguladora, por lo que el gen se expresa
normalmente. El proceso es reversible y, al dejar de beber
doxiciclina, el ratén deja de expresar el gen.

Con el sistema TetOn no existe una expresién basal del gen,
pero éste "se enciende" cuando el ratén bebe doxiciclina.

En el sistema TetOff, la expresion del transgén
se suprime cuando se le da a beber doxiciclina en
el agua a los ratones. El gen se expresa cuando
se elimina la doxiciclina. Por lo tanto, el gen est4
“encendido” en condiciones normales y “se apa-
ga” cuando los ratones beben doxiciclina.*

En el sistema TetOn (mutantes de la construc-
cién anterior), el gen en estudio esta “apagado”
en condiciones normales y “se enciende” cuando
los ratones beben doxiciclina.*!

De esta manera, actualmente estamos en con-
diciones de generar animales transgénicos o ani-
males genoprivos o knockout en donde se pueden
“prender” y “apagar” genes en el momento que
lo deseemos, lo cual abre enormes posibilidades
para el estudio de la funcién de varios genes y de
muchas enfermedades humanas.

CONCLUSION

Situaciones que pocos afos atrds parecian ex-
traidas de un libro de ciencia ficcién (como el uso
cotidiano de técnicas moleculares para hacer el
diagnostico de muchas enfermedades o la utiliza-
cién de productos obtenidos por biotecnologia pa-
ra el tratamiento de muchas de ellas), actualmente
son de uso cotidiano. No es de extrafiar entonces,
que en un tiempo cercano estemos utilizando co-
mo parte de nuestro quehacer médico habitual,
terapia génica para curar algunas enfermedades
o adaptando el uso de fadrmacos de acuerdo a la
genética de cada individuo.

Parte importante e innegable de esta “ciencia
ficciéon”, que ya forma parte de nuestra vida coti-
diana, son los animales transgénicos.

Muchos son los mitos y fantasias que se tejen
alrededor de los animales transgénicos y a cémo
el uso de los productos obtenidos en estos ani-
males podria afectar la salud humana. La tinica
manera de poder sacar conclusiones propias, ba-
sadas en la ciencia y no en la ficcién, es conocer
los mecanismos de generacién de estos animales
y las posibilidades que nos ofrecen.

Cuanto més conozca el médico los alcances de la
biotecnologia aplicada a la medicina, mejor podra
compartir sus conocimientos y asesorar a los pacien-
tes y sus familias sobre el uso y limitaciones de esta
ciencia que dia a dia ofrece mas oportunidades para
el estudio y tratamiento de las dolencias humanas.
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