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Resumen: Desde el nacimiento de la
ingenieria genética, grandes avances a nivel
cientifico se han generado, dentro de ellos
destaca la transgénesis, que en los ultimos
50 afios ha cambiado de manera radical los
beneficios generados por algunas especies
animales hacia la humanidad. El objetivo
es dar a conocer el papel de la tecnologia
transgénica, las técnicas que lo componen,
asi como su aplicaciéon y desarrollo a través
del tiempo aunado a la produccion animal. A
través de un amplio numero de herramientas
biotecnoldgicas como la microinyeccién
pronuclear, transferencia nuclear y mediada
por células madre, se ha modificado el ADN
de especies como ratones, cerdos, vacas, ovejas
y conejos con genes exdgenos, generando un
avance en areas como la produccion animal,
salud humana y ambiental. Asi, ciertas
especies animales se han consolidado como
modelo de estudio de enfermedades humanas,
en la produccion de proteinas de importancia
clinica, como donantes de 6rganos en pacientes
con enfermedades organicas terminales, y en
el marco de la produccién animal en el estudio
de la clonaciéon de animales de alto valor
genético, en la produccion de animales libres
de enfermedades y la producciéon de menos
residuos contaminantes. Como conclusion, a
pesar de los grandes avances en la generacion
de animales transgénicos, es necesario centrar
los esfuerzos en la sofisticacion de los procesos
técnicos asociados, con la finalidad de
disminuir el costo de producciéon y aumentar
la eficiencia, para de este modo aportar
productos animales para una poblacion
humana creciente que requiere una calidad de

vida mejor.
Palabras clave: animales transgénicos,
ingenierfa genética, producciéon animal,

vectores genéticos.
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INTRODUCCION

Antes del desarrollo la biologia molecular,
la manipulacion delas caracteristicas genéticas
en los animales se realizaba mediante
la selecciéon de los rasgos hereditarios a
transmitirse a su progenie (Van Eenennaam,
2017). No obstante, en 1953, después del
descubrimiento de la estructura del éacido
desoxirribonucleico (ADN) nacié laingenieria
genética. Un campo que busca desarrollar
técnicas de manipulacion del ADN con efecto
en ciencia, medicina, produccién y economia
y a través de la identificacion, reproduccion,
modificaciéon y transferencia de material
genético en células, tejidos y organismos
(Lanigan et al., 2020).

La  transgénesis animal, mediante
la implantacion de genes funcionales
procedentes organismos exogenos,

permite modificar la expresiéon génica
en determinados procesos celulares 'y
fisiologicos. Esto ha impactado en el estudio
de los mecanismos genéticos de desarrollo,
organogénesis, envejecimiento, enfermedades
(humanas y animales), desarrollo de proteinas
recombinantes, inclusion de resistencia a
enfermedades y caracteristicas productivas
valiosas en mejoramiento animal (Gama Sosa
etal., 2010).

El primer abordaje a la transgénesis se
realizé sobre 1970, a través de la transferencia
de genes mediante un retrovirus como vector,
luego en 1982 se reportaron las primeras
microinyecciones de ADN en ratones para
generar proteinas y hormonas de crecimiento
transgénicas (Bihon Asfaw & Assefa, 2019).
Para 1997, mediante la transferencia nuclear
se origind la oveja Dolly (el primer animal
clonado) y en el 2022, se report6 el primer
xenotrasplante de corazén proveniente de un
cerdo a un humano (Reardon, 2022).

Las técnicas transgénicas poseen una
expresion limitada del gen de interés en la
progenie y un elevado costo. Kind & Schnieke
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(2008), reportan que un cerdo transgénico
cuesta cerca de $20 000 USD y un bovino $250
000 USD. Esto mantiene a los roedores como
el modelo predominante en la transgénesis por
su bajo costo, su corto intervalo generacional y
su cercania genética con los humanos (Uzoeto
et al, 2019). Existe un interés permanente
por incrementar la eficiencia, y promover el
su consciente de la transgénesis. El objetivo
de la presente revision es dar a conocer el
papel de la tecnologia transgénica, las técnicas
que lo componen, asi como su aplicacién
y desarrollo a través del tiempo aunado a la
produccion animal.

ASPECTOS GENERALES DE LA
TRANSGENESIS

Latransgénesis, es una parte dela Ingenieria
genética que busca modificar organismos
a través de la inserciéon y manipulacién de
fragmentos de ADN (Ménoret et al., 2017).
Estas fracciones de ADN o “transgenes” de
organismos exdgenos en un genoma tienen
la finalidad de expresar uno o varios genes en
particular, con caracteristicas de interés, para
que se mantengan estables en un organismo
receptor , convirtiéndolo en un organismo
transgénico portador de ADN exdgeno, u
organismo modificado genéticamente (OMG)
(Asaye et al., 2014)

Para generar un individuo transgénico
se deben de tener en cuenta varios aspectos
como: a) la elecciéon del gen candidato de
importancia econdmica o sanitaria, b) la
clonacién el gen de interés, c) la determinacién
del constructo transgénico efectivo para
transferir el gen, d) la insercion del transgén,
y e) la determinacién de la presencia y de la
expresion del transgén (Niemann et al., 2011)

MODELOS ANIMALES PARA LA
TRANSGENESIS

El ratéon ha sido el modelo animal por
excelencia, debido a su similitud genética
con el humano, ya que el 80 % de sus genes
poseen la misma funcién y por los bajos
costo de mantenimiento y cortos intervalos
generacionales (Rajoriya et al, 2013). Esto
ha hecho que los principales avances se
realizaran en este modelo (Pusta et al.,
2010). Su relevancia ha permitido extrapolar
varias técnicas a otras especies (comercial e
investigacion), por ejemplo: peces resistentes a
enfermedades (Dunham et al., 2002), anfibios
transgénicos (transposones) (Sinzelle et al.,
2006), y huevos de gallinas con eritropoyetina
humana (Kwon et al., 2018). En la Cuadro 1 se
abordan los principales estudios asociados a la
transgénesis en diferentes modelos animales a
lo largo de los afios.

CONSTRUCCION DE UN TRANSGEN

Una construccion o constructo de
ADN, es un segmento de ADN disenado
artificialmente, acoplado a un vector que es
incorporado en un tejido o célula diana (Polites
et al, 2014). La transfeccion es el proceso
por el que se introducen acidos nucleicos en
células foraneas. Los protocolos y las técnicas
varian, e incluyen la transfeccion por lipidos,
métodos quimicos y fisicos (electroporacion)
(Kim & Eberwine, 2010).

El constructo contiene el inserto / transgén
(clonado naturalmente o sintético) y pueden
ser pequenos (pocos de miles de pares de
bases (kpb), o de tamafo superior. Las
funciones de un constructo son a) expresar
genes o proteinas de tipo salvaje, b) inhibir
la expresion génica, y/o c) expresar proteinas
mutantes. Los constructos de ADN son
importantes en técnicas de secuenciacion de
ADN, expresion de proteinas y estudios de
ARN (Carter & Shieh, 2010b).

Otra parte esencial en un transgén son los
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Aio Implementacion Referencia

Primer ratén quimera producido a través de la combinacion de dos

1961 embriones en el estadio temprano de desarrollo Tarkovski (1961)
1974 Primer ratén transgénico producido a través de un vector retroviral Jaenisch & Mintz (1974)
1980 Primera transferencia génica en raton a través de microinyeccion Gordon et al. (1980)
pronuclear
1987 Produccion del activador de plasmlr}o.geno humano en leche de ratonas Gordon et al. (1987)
transgénicas
1991 Generacion de ovinos transgénicos por _la fuswn del gen promotor de Wright et al. (1991)
b-lactoglobulina a antitripsina humana
1994 Expresion de un 1ph1b1dor del cpmplemento }}umano en cerdos para Fodor et al. (1994)
evitar rechazo hiperagudo de 6rganos
1997 Primera oveja clonada a partir de la transferencia nuclear de una célula Wilmut et al. (1997)
adulta
Expresion de fitasas salivales en cerdos transgénicos para la reduccion
2001 de la excrecion del 75 % del fosforo fecal Golovan et al. (2001)
2003 Primer reporte de produccion de. 1nterferon,hgman0 a-2b mediante Rapp et al. (2003)
huevos de gallinas transgénicas
2003 Bovinos transgénicos produc:tores de altos niveles de beta y kappa Brophy et al. (2003)
caseina en leche
2005 Inyeccién 1ntrac1top1flsp1at1ca de esperrpatozmdes para generar ratones Kaneko et al. (2005)
transgénicos por recombinasas bacterianas
2007 Produccién de ganado transgénico libre de proteina priénica Richt et al. (2007)such as
PrP(BSE
2011 Generacion de gatos trapsgenlcos. con factores.de r.estrn.:cwn antivirales Wongsrikeao et al. (2011)
contra el virus de la inmunodeficiencia felina
2015 Primera oveja con un gen de mlos;[:;;na knock-out a través de CRISPR- Crispo et al. (2015)
Uso de lentivirales para la expresion de un transgén del factor IX en
2017 hepatocitos de caninos afectados por hemofilia B Cantore et al. (2015)
2020 Patogénesis del SARS-COV-2 en ratones transgénicos que expresan la Jiang et al. (2020)

enzima convertidora de angiotensina 2

Cuadro 1. Cronologia del desarrollo e implementacion transgénica en diferentes especies animales.
Universidad Cooperativa de Colombia-Sede Ibagué, Grupo de investigacion IMPRONTA, Ibagué,
Colombia. 2022.

Regulador de secuencia Marco abierto de lectura Terminacién
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Inicio Fin
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Figura 1. Estructura general de un vector transgénico. Universidad Cooperativa de Colombia-Sede Ibagué,
Grupo de investigacion IMPRONTA, Ibagué, Colombia. 2022.

Estructura general del transgén con secuencias intrénicas posteriormente eliminadas.




Xenotransplante
w neuronal
Porcino-primate
(vadory et al., 2015)

Xenotransplante de islotes
pancreaticos
Porcino-primate

(Van der Windt et al., 2009)

Xenotransplante renal
Primate-humano
(Auchincloss & Sachs,

1998)

Xenotransplante
cardiaco
Porcino-humano
(Reardon, 2022)

Aumento de la
produccién de

carne y acidos %](/ Anticuerpos policlonales
grasos Y /, \\l humanos
poliinsaturados (Kind & Schnieke, 2008)

(Niemann et al.,
2019) Altos niveles de k y
b-caseina en leche
(Laible & Wells, 2006)

Figura 2. Principales avances clinicos y productivos de la transgénesis animal en los dltimos afos.
Universidad Cooperativa de Colombia-Sede Ibagué, Grupo de investigacion IMPRONTA, Ibagué,
Colombia. 2022.




mecanismos de inclusion del constructo de
ADN, denominados Vectores. Generalmente,
estos vectores constan de: a) un origen de
replicacion, b) un sitio de clonacién multiple
y ¢) un marcador de seleccion (Carter &
Shieh, 2010b). De hecho, algunos vectores
transportan elementos reguladores adicionales
como plasmidos o bacteridfagos, o elementos
de cientos de kpb para estudios genoémicos
(Carter & Shieh, 2010a) Existen vector virales
(adenovirus, retrovirus y lentivirus), y no
virales (plasmidos, cromosomas artificiales
y transposones) que buscan la insercion del
transgén en el genoma de la célula huésped
(Liu, 2013) (Figura 1).

Ademads, existen estructuras que regulan
el funcionamiento del transgén como lo
son promotores de b-actina, virus 40T de
simio, el promotor H4 o promotores ubicuos
(Acquaah, 2004). Por otra parte, se requieren
sitios de restriccion para aislar el fragmento
transgénico como enzimas de restriccion
+ marcadores genéticos: tags de epitopos,
secuencias de proteinas recombinantes:
verde fluorescente o genes de resistencia
a antibidticos) y se requiere una cola de
finalizaciéon de secuencia de poliadenilacién
(Poli A) (Bednarczyk et al., 2018).

TECNICAS PARA LA OBTENCION
DE ANIMALES TRANSGENICOS

Existen diferentes técnicas para generar un
animal transgénico y su aplicacion depende
del tipo de modificacién genética que se
desee realizar, ya sea introducir, modificar o
inactivar un gen. Entre los métodos existentes
se encuentran:

e Microinyeccion pronuclear

Como la primera técnica exitosa de
transgénesis, logré  producir animales
domeésticos transgénicos como conejos
(Buhler et al., 1990), ovejas (Wright et al.,
1991), cabras (Ebert et al., 1991), vacas
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(Krimpenfort et al., 1991) y cerdos (Wall et
al., 1991), siendo altamente exitosa en ratones
debido al manejo sencillo del prontcleo y el
uso de hembras superovuladas (Galli et al.,
2012).

La microinyecciéon busca la transfeccién
de ADN mediante la adicién e integracién
no dirigida de material genético de interés
en un pronucleo haploide del cigoto del
organismo blanco, buscando una integracién
y transmisién germinal estable del transgén
para obtener lineas transgénicas (Burgstaller
& Brem, 2017). Para esta técnica, el transgén
debe contener la unidad de transcripcion
(region  codificante) y sus elementos
reguladores. El transgén inyecta a los cigotos
a través de un sistema de pipetas de vidrio
(soporte y aguja) (Cherenek et al., 2010). Esta
aguja perfora la zona pelicida y membrana
celular hasta llegar al prontcleo de los cigotos,
para descargar el contenido. Los cigotos
contintian su desarrollo in vitro, para luego ser
transferidos a una hembra receptora (Bazinet
& Braxton, 2005).

En esta técnica, la expresion del transgén
suele ser aleatoria por lo que se requiere alta
precision en la insercién y concentracion
del ADN exégeno, que influye sobre los
mecanismosdereparaciondel ADNyactividad
transcripcional del embrién, generando
mutaciones y alteraciones en la expresion
génica causando muerte embrionaria en
grandes proporciones (Burgstaller & Brem,
2017).

Si bien, la microinyecciéon pronuclear
se considera altamente efectiva, el 15 % de
los cigotos manipulados llegan a integrar el
transgén en su genoma, y solo el 5 % de los
embriones transferidos llegan convertirse
en crias (Briiggemann et al, 2015).
Someramente, pueden requerirse cerca de
1000 cigotos bovinos y 300 cigotos ovinos
para poder generar un animal transgénico
(Melo et al., 2007). Segun el grado de
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expresion del transgén, los primogénitos se
pueden aparear con animales no transgénicos
para generar hibridos para el transgén, y luego
se podran cruzar los heterocigotos logrando
homocigosis para el gen (Manmohan & Niraj,
2010).

o Transferencia nuclear de células
somaticas

La transferencia nuclear de células
somaticas (SCNT) ha permitido la clonacién
animales existentes a través de la transferencia
del nucleo de una célula donante (somatica)
a un ovocito al que previamente se le ha
extraido su nucleo (enucleado), permitiendo
la reprogramacion e insercién de transgenes
presentes en esas células somaticas (Galli et
al., 2012). Las células somaticas generalmente
provienen de fibroblastos fetales, o de células
epiteliales de mama, linfocitos, neuronas y
hepatocitos, entre otras (Niemann et al., 2011)
but more eflicient protocols are now available
based on somatic cell nuclear transfer (SCNT.
Los ovocitos antes de su enucleaciéon deben
estar en metafase II (Do & Robinson, 2014),
y posterior a la transferencia nuclear sufren
fusion quimica o electroporacion para generar
continuidad entre las membranas celulares
de la célula donante y el évulo (Galli et al,,
2012). Tras la activacion ovocitaria se busca
desarrollo in vitro del embrion hasta su etapa
deblastocisto (5y 7 dias), para su transferencia
a la receptora (Tian et al., 2003).

La transferencia nuclear se volvié factible
en anfibios desde 1950, pero el primer ensayo
en mamiferos se desarrollé en 1980 (Wilmut
et al., 2015). Sin embargo, el nacimiento de la
oveja Dolly en 1997 ha sido el ejemplo mas
atractivo de la aplicacion de esta técnica, ya
que a partir de células epiteliales mamarias
adultas reprogramadas se logré un estado de
totipotencia, que permitié la inclusion al ovulo
enucleado. Esta técnica es una herramienta
comun para la produccion de copias de
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animales de alto valor productivo (proteinas,
xenotrasplantes,  conservacién  recursos
zoogenéticos) (Tian et al., 2003). No obstante,
la transferencia nuclear no genera organismos
con ADN cien por cien idéntico, yaque el ADN
mitocondrial ovocitario, el ARN ribosomal
embrionario, y las mutaciones aleatorias
derivadas de la electroporacion influyen en
el nuevo genoma. Adicionalmente, el entorno
materno, y la epigenética pueden influir en
el desarrollo, y en la eficiencia del proceso
(Hill, 2004). Ademas, el clon resultante
puede presentar envejecimiento temprano,
trastornos degenerativos y cancer, derivados
de desdrdenes epigenéticos, acumulacion de
macromoléculas dafiadas (proteinas y lipidos)
y telomeros acortados (Burgstaller & Brem,
2017).

o Transferencia génica mediada por
espermatozoides (SMGT)

En 1989 se realizo la primera prueba con
espermatozoides como vectores naturales
en la transmisién de ADN (Laible & Wells,
2006). La técnica inicia con la separacidon
espermatica de la fase acuosa seminal, para
evitar el contacto con moléculas inhibidoras y
DNAssas. Posteriormente, se inserta el material
transgénico a través de un plasmido que puede
ingresar a través de una disrupcion controlada
de la membrana mediante a) inyeccién
intracitoplasmatica, b) ciclos de congelacién
y descongelacion o c¢) electroporacion
(Moreira et al., 2007)such as yeast artificial
chromosomes (YAC. Estos espermatozoides
modificados son transferidos a través de
fecundacion in vitro a los ovocitos para dar
origen a un embrion transgénico que sera
transferido (Canovas et al., 2010).

Esta técnica ha permitido modificar
especies como aves de corral, bovinos,
ratones, cerdos y peces, con eficiencias entre
el 50 al 80 %, obviando los efectos negativos
de la micromanipulacién embrionaria (Bihon
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Asfaw & Assefa, 2019). No obstante, se
presenta poca absorciéon de ADN por parte de
los espermatozoides, resultando en bajas tasas
de fertilizacion (Arias et al., 2015).
o Transgénesis mediada por células
madre pluripotentes

El uso células madre de embriones
(blastomeras y la masa celular interna) desde
dos células hasta blastocisto (5-7 dias), para
la introduccién de un transgén mediante
microinyeccién, virus, electroporacién o
transfeccion quimica para posteriormente ser
integradoatravés derecombinacion homdloga
es una técnica exitosa de transgénesis (Uzoeto
et al,, 2019).

Esta recombinaciéon homologa se genera
durante la profase I de la meiosis, momento
en donde existe atracciéon de las secuencias
de ADN por su complementariedad, por
tanto, el ADN transgénico se implanta igual
que el ADN cromosdmico, pero en un lugar
no aleatorio del genoma (Montoliu, 2002).
Posteriormente, se determinan las células
madre que adquirieron el transgén, para
implantarlas en la masa celular interna del
nuevo embrion a transferir. Finalmente, se
analiza la descendencia para determinar los
animales heterocigotos para el transgén, que
deben cruzarse para obtener una progenie
homocigota (Redfern & Jean, 2013).

Se han realizado trabajos con células
madre espermatogoniales (IPS), por su origen
germinal que permite autorrenovacién y
diferenciacion constante. A grandes rasgos, la
técnica se basa en el trasplante de IPS a las que
previamente se les ha insertado un transgén, a
los tibulos seminiferos de machos receptores,
para posteriormente obtener la capacidad
de generar espermatozoides portadores del
transgén (Zhao etal.,2021)1,288 dead-in-shell
chicken embryos were collected from four
breeder chicken hatcheries in Tai’an, Rizhao,
Jining, and Heze, China. Salmonella isolates
were successfully recovered from 6.7% of these
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embryos (86/1,288. Sin embargo, la técnica
presenta desventajas, como la obtencion de
quimeras con células de los cultivo celulares,
que pueden portar genes mutados diferentes
y no el gen de la linea germinal (Thomson &
McWhir, 2004). Esta técnica ha sido exitosa
en ratones, pero requiere varias generaciones
para lograrse la homocigosis (Chaible et al.,
2013).

o Recombinacion Homéloga (RH) y el
gene targeting

La recombinacién homologa (RH) y el
gene targeting buscan la manipulaciéon del
genoma, a través de la modificacion especifica
de determinados genes. Brevemente, este
proceso inicia con la modificacion de células
madre de embriones indiferenciados a través
de RH mediada por vectores (Melton, 2002).
A su vez, estos vectores pueden contener un
marcadores de resistencia a antibidticos, que
inhiben el crecimiento de los ejemplares no
transgénicos (Hermonat & Muzyczka, 1984).

Posteriormente, estas células madre son
inyectadas o electroporadas a un embrién
buscando el reemplazo de un fragmento
de ADN del embrién y las células madre
modificadas a través de un intercambio
reciproco, ya sea por insercion o reemplazo de
material genético (Schiestl & Petes, 1991). Para
la insercidn se presenta un unico intercambio,
mediante la implementacion del constructo en
el locus objetivo y la duplicacion de la region
homologa, y para el reemplazo, son necesarios
dos intercambios reciprocos o la conversion
de genes no reciprocos (Wang & Zhou, 2003).

Esta técnica ha generado animales
resistentes o susceptibles a patdgenos (Bhan
et al.,, 1999), modelos knock out y animales
con genes reporteros para el monitorea de
la expresidn génica in vivo o ex vivo (Zuo et
al., 2017). Sin embargo, entre sus desventajas
se encuentra a) una integracion aleatoria,
por lo que la adhesion de las células madre
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modificadas deben evaluarse a través de
Southern blot o PCR, y una baja eficiencia
en comparacion con la inyeccién pronuclear
(Rocha-Martins et al., 2015).
o Transgénesis mediada por silencia-
miento por RNA de interferencia

El silenciamiento basado en el acido
ribonucleico de interferencia (ARNi) es un
sistema natural de funcién regulatoria en
un gran nimero de organismos, usado para
suprimir elementos virales exégenos, que ha
sido modificado como técnica transgénica
(Kues & Niemann, 2011). Este método usa
fragmentos de ARN de doble cadena (ARNdc)
(21-25 pares de bases (bp)) que actian como
activadores para inducir la degradacién
especifica de secuencias de ARN homdlogas
a través del complejo de silenciamiento
inducido por ARN (RISC), evitando la
codificaciéon de una determinada proteina
(Baum & Roberts, 2014). Generalmente, el
ARN] es transfectado a embriones tempranos
a través de un transgén (Dieckhoff et al,
2007). La implementacién de esta técnica en
biotecnologias que incluyen silenciamiento
génico, la resistencia a patdgenos y a algunos
virus es exitosa (Ma et al., 2006).

EMPLEO DE VECTORES
PARA GENERAR ANIMALES
TRANSGENICOS

Un vector transgénico busca transferir la
informacién genética entre organismos. Se
utiliza para portar el ADN recombinante (el
transgén y genes marcadores) a una célula
receptora, para obtener una o un grupo de
células transgénicas.

o Transferencia génica mediada por
transposones y plasmidos

En transgénesis, los transposones son
vehiculos génicos que transportan el gen de
interés a través de una transposasa exogena,
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mediante un plasmido o una secuencia de
ARN mensajero sintético (Ivics et al., 1997).
Esta transposasa reconoce una regiéon de
repeticién invertida terminal dentro del
transposon (quealbergael ADN codificante del
transgén), que posteriormente es reconocido
e integrado en el genoma de la célula diana
en un proceso denominado transposicion
(Jakobsen et al., 2011). Entre las ventajas de
los transposones estdn el tropismo por las
regiones eucromdticas del ADN (asociadas a
la transcripcion), la capacidad de transportar
fragmentos de tamafo superior a 10 kilobases
(kbs) y la baja capacidad inmunogénica
(Niemann et al., 2011).

Por otra parte, los plasmidos son moléculas
de ADN circular extracromosémico que
transportan ADN con ayuda de elementos
estructurales basicos como promotores y
sefiales de terminacidn transcripcional (Poli
A) (Liu, 2013). La integracion del transgén es
similar a la de los transposones, y se conoce
su validez desde 1980 por microinyeccién
pronuclear en embriones murinos. Entre sus
ventajas estdn la capacidad de albergar genes
con tamanos menores a 25 kbs sin afectar su
estabilidad, y su eficiencia como vector de
clonacion (Mali, 2013).

o Vectores virales

Los virus de la familia Retroviridae poseen
ARN como material genético, que les posibilita
convertir e infectar el genoma de células
diana, a través de una retrotranscriptasa
que convierte su ARN en ADN, facilitando
la inserciéon de un segmento ADN al azar
(Grinevich et al, 2016). En la transgénesis,
los mecanismos retrovirales son aplicados
principalmente en oocitos y cigotos en estado
quimérico, debido a que el transgén no se
distribuye de una manera uniforme a través el
embrion (Agca et al., 2008). Igual que en otras
técnicas, se cruzan individuos portadores para
finalmente obtener homocigotos (Ahmad et
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al,, 2018).

El retrovirus mas usado es el virus de
leucemia Moloney (roedores), sin embargo,
también destacan el virus del sarcoma de
Rous (Cancer en humanos) y el virus de la
leucosis aviar (aves de corral) (Rutovitz &
Mayer, 2002). No obstante, existen limitantes
en esta técnica como el tamano del vector (8 a
10 kb) que no permite insertar promotores de
mayor tamaifio, y la preferencia de estos virus
por multiplicarse en células en replicacion,
que pueden bajar eficiencia de la transfeccion
(Ramadass, 2017).

Para resolver algunas limitantes de los
retrovirales, se han usado lentivirus, de la
misma familia de los Retroviridae y con
mecanismos de transmision similar, pero que
no requieren células en mitosis, ni un amplio
rango de células diana (Mali, 2013). Tanto
los retrovirus, como los lentivirus han sido
utilizados ampliamente para la generacion de
roedores transgénicos mediante la infeccion
de lineas germinales masculinas, destacando
el papel de los lentivirus en el estudio del
Alzheimer (Agca et al., 2008).

A PLICACIONES Y USOS DE
ANIMALES TRANSGENICOS

La transgénesis en animales se ha perfilado
a la implantacion de genes funcionales,
permitiendo la investigacion de la regulacién
génica en procesos celulares y fisiologicos, asi
como el desarrollo aplicaciones especificas
(Figura 2) (Cherenek et al., 2010).

o Animales transgénicos en pro de la
salud humana

El uso de animales transgénicos ha
cumplido un rol importante en la obtencién
de conocimiento de patologias infecciosas,
genéticas, metabolicas y del desarrollo en
humanos (Houdebine, 2002). El ratén se
ha consolidado como modelo de estudio
para el Alzheimer, estudiando procesos
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amiloidogénicos (APP) y la presenilina 1
(PS1) como factor anti-amiloidogénico
(Platt et al., 2013). No obstante, para otras
enfermedades, por las diferencias funcionales
se han considerado los conejos transgénicos
(Mazo et al., 2015).

o Animales transgénicos como
donantes de 6rganos para humanos

El trasplante de o6rganos ha permitido
incrementar la expectativa de vida de
personas con falla organica terminal (Fischer
& Schnieke, 2022). La recepcion de un érgano
para un trasplante depende de factores como
el tiempo y la escasez de drganos (Uzoeto
et al.,, 2019), y en busca de alternativas, los
xenotrasplantes se consideran actualmente
como un recurso promisorio para disminuir
estos factores (Hryhorowicz et al., 2017).

A pesar del estudio de modelos como los
primates y cerdos, son estos ultimos son los
mas prometedores por su cercania fisiologica
y genética con el humano, y por su manejo y
reproduccién (Jakobsen et al., 2011). Desde
1960 se reportd el primer xenotrasplante
de rifidén proveniente de un chimpancé a un
humano (Bogaerde & White, 1997), y el mas
reciente es trasplante cardiaco de un porcino
a un humano en el afio 2021 (Reardon, 2022).
Se han reportado avances en el xenotrasplante
de precursores neuronales porcinos en
primates para el tratamiento de enfermedades
neurodegenerativas como el Parkinson y
Huntington (Vadori et al., 2015), asi como,
el avance en el xenotrasplante de islotes
pancreaticos porcinos en primates diabéticos
(Van Der Windt et al., 2009)

No obstante, los mayores obstaculos de esta
técnica son a) el componente inmunolégico de
la transferencia, b) la necesidad de aumentar
el tiempo de supervivencia de los pacientes y
c) el riesgo de las enfermedades zoonodticas
(Hryhorowicz et al., 2017).

Grandes esfuerzos se han

DOI 10.22533/at.ed.9733102313073 n

realizados




para generar modificaciones transgénicas
en animales donantes, como el bloqueo
de estructuras antigénicas de superficie
(epitopos 1,3 gal ausentes en humanos) o a
través de la modificacion para la expresion de
proteinas humanas inhibidoras del sistema de
complemento (CD46, CD59 y CD55) (Phelps
et al., 2003). Lo anterior con el objetivo de
reducir los eventos inmunoldgicos negativos
en los pacientes como el rechazo agudo
(vascular) hiperagudo y crénico (Bogaerde &
White, 1997).

o Transgénesis proyectada en la
industria biofarmacéutica

El uso de proteinas exdgenas en el marco
farmacéutico se remonta a 1920 con el uso de
insulina derivada del pancreas del cerdo. Para
1980, las bacterias recombinantes fueron las
encargadas de producir insulina humana de
manera masiva (Bagle et al., 2013). A pesar
de que la produccion de proteinas a través
de microorganismos es altamente eficiente,
muchas de estas no generan de manera
correcta cambios postraduccionales (N y O
glicosilaciones), que tienen un importante en
el funcionamiento proteico (Melo et al., 2007).
Esta area de la biomedicina genera ganancias
de hasta 3 billones de doélares en Estados
Unidos, por lo que el desarrollo que nuevas
estrategias para la obtencion de estas proteinas
de alto valor, como el uso de biorreactores
animales es constante (Miller, 2002).

A nivel de biorreactores, se ha buscado
que estas proteinas sean secretadas en fluidos
de produccion constante que no afecten la
salud del animal, tales como la orina, plasma
seminal, leche, clara de huevo o sangre (Dyck
et al., 2003). De hecho, la leche ha sido por
muchos anos el mejor producto para la
extraccion de proteinas recombinantes, por
su facil obtencidn, alta produccion, y por ser
la glandula mamaria una sintetizadora de
proteinas por excelencia. Como resultado, a la
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fecha, alrededor de 100 proteinas transgénicas
han sido producidas correctamente mediante
este tejido (Yu et al., 2013)

Citando algunos ejemplos se destacan la
producciéon de 65 g/l de alfa-1 anti-tripsina
en leche de ovejas transgénicas (inactivador
de las enzimas proteoliticas para mejorar la
elasticidad de los pulmones en humanos)
(Ménoret et al, 2017), la antitrombina
recombinante humana de origen caprino
con una produccion de 2,8 g L' de leche,
y lactoferrina  recombinante  humana
proveniente de leche de conejos con valores
de2,3 gL' (Hanetal., 2007). Adicionalmente,
el uso de promotores oOrgano-especificos
como el promotor de uromodulina ha logrado
producido  eritropoyetina  recombinante
humana en orina de ratones (Zbikowska et al.,
2002).

o Uso de la transgénesis para el
aumento de parametros productivos en
produccion animal

El mejoramiento de caracteristicas en
produccion animal ha resultado esencial para
garantizar la seguridad alimentaria y bienestar
humano. La preservacion de las caracteristicas
de interés econémico como la produccién de
leche y carne, asi como una mejor sanidad
animal han sido el enfoque principal de la
transgénesis animal, permitiendo reducir
el uso de medicamentos y antibioticos,
aumentando la oferta de productos de origen
animal a través del aumento del rendimiento
productivo, generando mayores ganancias
economicas y reduciendo su impacto en la
salud humana y ambiental (Houdebine, 2005).

Para el caso de la produccion carnica,
en porcinos la inserciéon del gen hMT-pGH
(promotor de metalotioneina humana) que
promueve el gen dela hormona de crecimiento
ha incrementado la conversiéon alimenticia
y el rendimiento en canal (Niemann et al,,
2003). Por otra parte, la insercion del gen de
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factor de crecimiento I, similar a la insulina
humana (hIGF-I), ha producido animales con
cortes de lomo mas magros y con menos grasa
(Niemann et al., 2019).

La industria lechera se ha beneficiado
con el desarrollo de vacas transgénicas con
capacidad de producir copias extras de
proteinas lacteas de gran valor como la - y k-
caseina, aumentando la produccién de queso
y otros productos (Laible & Wells, 2006).
Adicionalmente, se ha logrado producir leche
hipoalergénica, compuesta por lactosa baja
en B-lactoglobulina y la producciéon de leche
bovina de vacas transgénicas con adicién de
lactoferrina humana (Van Eenennaam, 2017).

Un gran avance también se ha realizado en
el marco de la resistencia a enfermedades en
la produccién animal, generando un impacto
benéfico en la sanidad y bienestar animal.
Se han transferido genes que codifican para
el complejo mayor de histocompatibilidad,
inmunoglobulinas e interferones para generar
animales mas resistentes a algunos agentes
patdgenos virales y bacterianos (Niemann
et al., 2011)but more efficient protocols are
now available based on somatic cell nuclear
transfer (SCNT. De manera mas precisa,
se han integrado proteinas antibacterianas
como la lisostafina para su expresiéon en la
glandula mamaria bovina con el objetivo de
aumentar la resistencia a la mastitis producida
por Staphylococcus aureus o la resistencia en
pollos de engorde al virus de la influenza
aviar a través del uso de fragmentos de RNA
insertados en un lentivirus que interfiere con
la polimerasa de la influenza aviar (Lyall et al.,
2011).

Los ovinos de pelo también han sufrido
modificaciones transgénicas para mejorar
la produccion de lana modificando genes
candidatos asociados al aumento de
produccion de cisteina y colageno, asi como
el gen IGF-1 (factor de crecimiento insulinico
tipo 1), aumentando hasta en un 9 % la
produccién de lana en machos (Asaye et al.,
2014; Rajoriya et al., 2013).

CONCLUSIONES

En los dultimos cincuenta afos, el
incremento de la transgénesis animal ademas
de sentar bases para técnicas de ingenieria
genética ha generado avances en salud humana
y animal, asi como en produccién animal.
Esto ademads de consolidar modelos animales,
ha generado gran expectativa al esperar que su
aporte compense a una humanidad avida de
soluciones y productos transgénicos seguros
que suplan necesidades de alimento y salud,
en busca de una mejor calidad de vida. Sin
embargo, nuestros esfuerzos deben centrarse
en la sofisticacion de los procesos técnicos,
incremento de la eficiencia, y disminucién
los costos de produccién y tiempo requerido
para generar nuevos animales modificados
buscando impactar de manera masiva a la
poblacidn. A su vez, este aumento exponencial
debe tener como pieza clave el mantenimiento
de la diversidad genética de la especie y el
mantenimiento de animales transgénicos
con, criterios éticos y responsables en aras de
mantener el bienestar humano y animal.
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