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Resumen
Los editores genéticos, especialmente el sistemaCRISPR-Cas9, han supuesto un
gran avance para la modificación genética de animales. En el presente artículo,
se realiza una revisión de lametodología específica en animales domésticos y sus
aplicaciones en Producción Animal y Biomedicina. La parte general sobre la
edición genética y el sistema CRISPR-Cas9, ha sido desarrollada en el artículo
anterior centrado en las plantas. A pesar de su reciente implementación en la
década actual, esta herramienta ha demostrado ya su eficacia en aspectos tan
diversos como la resistencia a enfermedades, la mejora de productos de origen
animal, o también el uso de animales como biorreactores, modelos de
enfermedades humanas o fuente de órganos para xenotrasplante. A pesar de
aspectos técnicos que aún deben ser abordados, el sistema CRISPR-Cas9 con su
elevada eficiencia y diseño rápido, sencillo y económico, destaca entre las
técnicas de modificación genética. Esto lo convierte, en este contexto, en la
metodología con mejores perspectivas futuras, no solo para el mundo animal
sino tambiénenel ámbitode la saludhumana.
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Relevancia de la edición genética
Lamodificación genética de los animales de granja paramejorar la salud y

el bienestar de los animales y optimizar la producción de alimentos, así como su

utilización en Biomedicina ha sido un objetivo durante décadas. Aunque ya se

habían logrado resultados relevantes, ha sido el desarrollo de la edición genética

y, en concreto del sistema CRISPR-Cas9, lo que ha permitido incrementar la efi-

ciencia para realizar cambios muy precisos en el genoma y ampliar el ámbito de

las aplicaciones posibles ( . En el contexto de la BiomeTait-Burkard ., 2018) -et al

dicina, en comparación con los roedores de laboratorio, los animales domésticos

pueden llegar a ser mejores modelos preclínicos y clínicos para el estudio de
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muchas enfermedades humanas. Además, tienen el potencial de proporcionar

productos de alto interés, desde proteínas recombinantes hasta órganos para xe-

notrasplante. Por otro lado, la edición genética en el ganado también puede con-

tribuir amejorar laProducciónySanidadAnimal. Sepuede incrementar la canti-

dady/o calidadde losproductosdeorigenanimal, así comoconferir resistencia a

enfermedades, favoreciendo la adaptación al medio ambiente. Por lo tanto, esta

tecnología se ha convertido enunaherramienta esencial para lamodificación ge-

nética en animales. Finalmente, la edición genética permite realizar estudios de

genómica funcional ya que, al inactivar genes de función desconocida, esta se

puede identificar observando el fenotipo de los animales editados genéti-

camente.

Metodología CRISPR-Cas9 en animales domésticos
Como se ha indicado anteriormente, la parte general sobre edición gené-

tica yCRISPR-Cas9, así comosus aplicaciones enplantas, han sidodesarrolladas

en el artículo anterior publicado en este mismo volumen. El sistema CRISPR-

Cas9 ha demostrado también una elevada eficacia en células animales en cultivo

por lo que, en la actualidad, es el método de elección para la transgénesis en ani-

males de granja en combinación con la técnica de transferencia nuclear de célu-

las somáticas (SCNT). Esta técnica consiste en la reconstrucción de un embrión

mediante la transferencia, a ovocitos enucleados, de células somáticasque sirven

como donadoras del núcleo. Estas células pueden haber sido transfectadas con

los elementos del sistema CRISPR-Cas9 y, posteriormente, analizadas para se-
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Figura 1. Etapas para la edición genética en animales domésticos
medianteCRISPR-Cas9.
Figura 1. Etapas para la edición genética en animales domésticos
medianteCRISPR-Cas9.
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leccionar las editadas correctamente (Whitelaw ., 2015). Los embriones reet al -

sultantes son transferidos a unahembra receptora en estadode pseudogestación

y, tras la gestación, se obtendrán crías con lamismamodificación genética que la

célula somáticaque seutilizó como“donante” ( ).Fig. 1
T -ambién se ha conseguido simplificar la obtención de los animales trans

génicos realizando la modificación directa de cigotos mediante microinyección

( ), o incluso, sometiendo a una mezcla de cigotos y el sistema CRISPR-Fig. 2A
Cas9aunpulso eléctrico (electroporación) ( ).Fig. 2B

Figura 2. A B)) Microinyección (Doe ., 2018). Electropoet al -
ración (HashimotoyTakemoto2015).

A continuación, se revisan las investigaciones que sehan llevado a cabo en

animales domésticos diferenciando, por un lado, el campo de la ProducciónAni-

mal y, porotraparte, laBiomedicina.

Aplicaciones del sistema CRISPR-Cas9 en Producción Animal
El sistema CRISPR-Cas9 ha demostrado su eficiencia en diversas aplica-

ciones enel ámbitogeneral de laProducciónAnimal ( )Fig. 3 .
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Figura 3. Aplicaciones en Producción Animal del sistema
CRISPR-Cas9 en animales domésticos. Se indica si se ha llevado a
cabo la inserción ( o ) o inactivación ( o ) deKI knockin KO knockout
undeterminadogeny los resultadosobservados.
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Resistencia a enfermedades

Incrementar la resistencia tanto a enfermedades genéticas como infeccio-

sas supone mejorar la productividad de las explotaciones así como la calidad de

vidade los animales y, en ciertos casos, reducir la probabilidadde transmisiónde

enfermedades al ser humano. En este contexto es de destacar, por ser una de las

investigaciones recientes más relevante, la generación de cerdos resistentes al

síndrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRS), -una enfermedad alta

mente contagiosa de distribución mundial. Los efectos más devastadores se ob-

servan en lechones jóvenes y cerdas gestantes (abortos) y es una de las enferme-

dades que produce mayores pérdidas económicas a los productores de ganado

por ino . El agente causal de la enfermedad es el vi- (Whitworth y Prather, 2017) -

rus del PRRS (PRRSV), con dos tipos genéticamente diferentes: PRRSV-1 y

PRRSV-2,predominantes enEuropayAmérica, respectivamente.

Basándose en el hecho ya conocido de que el dominio 5 del receptor

CD163 es esencial para la unión del virus, generaron,Burkard (2017, 2018)et al.

mediante CRISPR-Cas9, cerdos para dicho dominio. Este es uno de losknockout

dominios ricos en cisteína (SRCR) de la región extracelular del receptor CD163.

Para ello microinyectaron en el citoplasma de cigotos una combinación del

RNAmdeCas9ydos sgRNAque flanqueabanal exón7 codificantedel dominio5,

provocando la eliminación del exón. La transferencia de los blastocistos a cerdas

receptoras generó parte de los lechones con la deleción del exón 7. Finalmente,

mediante cruzamientos se obtuvieron lechones heterocigotos y homocigotos

(ΔSRCR5) ( ).Fig. 4A
Los ensayos demostraron resistencia de las célulasin vitro ΔSRCR5 a la

infección por PRRSV-1 y PRRSV-2. Por su parte, los ensayos in vivo de desafío

conPRRSV-1, permitieron comprobar la resistencia de los animales a laΔSRCR5

infección. Así, tras la administración intranasal del virus, se observaron signos

clínicos de la enfermedad exclusivamente en los lechones ( ). Adewildtype WT -

más, una prueba ELISA detectó la presencia de anticuerpos contra el virus en le-

chones pero no en ΔSRCR5 ( ). Igualmente, la necropsia evidencióWT Fig. 4B
lesiones en pulmones de los animales mientras que no se observaron en losWT

ΔSRCR5 ( ). Un aspecto a destacar es que, en todos los casos, se manteFig. 4C -

nían las funciones biológicas de la proteína CD163. La generación de estos ani-

males ofrece una gran oportunidad para la industria porcina, permitiendo una

mejora tanto en la productividad de las explotaciones como en el bienestar

animal.

Además de este ejemplo, también se han obtenido vacas conmayor resis-

tencia a la tuberculosis, una zoonosis de elevado coste económico en el ganado
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bovino asociado a la eliminación de animales en la granja y restricciones demo-

vimientospecuarios.En los animales editados genéticamente, se redujo lamulti-

plicación de la bacteria causante de la enfermedad, , inserMycobacteriumbovis -

tando copias adicionales de genes endógenos asociados con la inmunidad inna-

ta, como el gen NRAMP1 ( ) . También se ha logradoFig. 5A (Gao , 2017)et al.

corregir enfermedadesgenéticas tales comoel síndromede isoleucil-tRNAsinte-

tasa (IARS), frecuente enel ganadobovinonegro japonés, causadopor la sustitu-

ción de un solo nucleótido. La reparación se ha conseguido incorporando la se-

cuencia correctamediante el sistemaCRISPR-Cas9 (Ikeda , 2017)etal.

Figura 4. A) Proceso de edición genética para la generación de
cerdos Detección de anticuerpos frente a PRRSV-1 yΔSRCR5. B)
C) Necropsia pulmonar en lechonesWT y ΔSRCR5. Burkard .et al
(2017, 2018).

Mejoradeproductosdeorigenanimal

En este grupo de aplicaciones, el genmás estudiado es , codificanteMSTN

de la proteína miostatina, que interviene en el control del crecimiento muscular

en los mamíferos. Se conocen mutaciones naturales en algunas especies anima-

les que inactivan la proteína o reducen su expresión causando un aumento de la

musculatura, como se ha encontrado en algunos casos en el ganado bovino y ovi-
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no e incluso en el ser humano. El fenotipo resultante se conoce como double-

muscling o hipertrofia muscular. Sobre esta base y utilizando el sistema

CRISPR-Cas9 se han generado animales para este gen en diversas especiesKO

( ) tales como cabras, conejos, ovejas y cerdos (Tanihara ., 2016; ZhangFig. 3 et al

et al., 2019) ( ). Sehan conseguido así diferentesniveles de incrementodeFig. 5B
la masamuscular y peso corporal aunque, en alguna ocasión, se han encontrado

efectos secundariosnegativos.

Otro de los productos de origen animal cuyas características se ha inten-

tadomejorar es la lana. Uno de sus rasgos de calidad es la longitud, que está con-

trolada por el factor de crecimiento fibroblástico 5 (FGF5), inhibidor dominante

de laduracióndel ciclo capilar. Sehaobservadoel fenotipodepelo largode forma

natural en algunas especies comoperros y gatos debido a unamutación en el gen

FGF5. En base a esto, con el objetivo de aumentar la longitud de la lana, se ha uti-

lizado el sistemaCRISPR-Cas9 para generar tanto ovejas como cabras ,KOFGF5

obteniéndose un incremento del crecimiento de la lana y del número de folículos

pilosos ( ).Fig. 5C

Figura 5. A)Vacas conmayor resistencia a la tuberculosis (Gao et
al KO., 2017). Masamuscular aumentada en cerdos en compaB) -
ración con (Tanihara ., 2016). Cabras con incrementoWT et al C)
de la longitudde la lana (Wang ., 2016a).etal
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pero con otros aspectos del desarrollo testicular normales. Estos animales se

usaríanparadistribuir germoplasmaen lapoblación.

Aplicaciones del sistema CRISPR-Cas9 en Biomedicina
Mediante este sistema se han conseguido avances en la obtención de

animales modificados genéticamente para diferentes aplicaciones Biomédicas

( ).Fig. 6

Modelosdeenfermedad

La disponibilidad de animales modelo de una enfermedad humana cons-

tituye una herramienta muy valiosa para investigar el proceso patológico y de-

sarrollar tratamientos adecuados. Enmuchos casos, en los que no se dispone de

un modelo natural, la modificación genética hace posible generar dichos mode-

los. Aunque depende del tipo de enfermedad, el cerdo es el animal considerado

frecuentemente como más idóneo dada su similitud con la especie humana en

aspectos como el tamaño de sus órganos y su fisiología. Mediante el sistema

CRISPR-Cas9 se han conseguido ya cerdosmodelo para distintas enfermedades

y síndromes humanos ( ), como por ejemplo la enfermedad de Niemman-Fig. 6
Pick de tipo C, caracterizada por la mutación en el gen , o los síndromesNPC1L1

de Waardenburg y Tietza causados por mutaciones en el gen y que proMITF -

vocanhipopigmentacióny sordera (Zhou ., 2016).etal

Figura 6. Aplica-
ciones en Biomedi-
cina del sistema
CRISPR-Cas9 en
animales domésti-
cos. Se indica si se
ha lleva o a cabo lad
i n s e r c i ó n ( oK I )
inactivación ( )KO
de un determinado
gen y los resultados
observados.
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También se han generado cerdos modelo para el albinismo oculocutáneo

tipo 1, la enfermedad de Parkinson o la enfermedad de Von Willebrand. El albi-

nismo oculocutáneo tipo 1 está causado pormutaciones en el gen , que codiTYR -

fica la proteína tirosinasa responsable de la producción demelanina. Al obtener

cerdos (Zhou ., 2014), se observóquehabíanperdido el pigmentodeKOTYR et al

la piel, cabello y ojos ( ), al igual que ocurre en humanos. En la enfermeFig. 7A -

dad de Parkinson se han identificadomutaciones enmás de 10 genes, entre ellos

PARK2,PINK1,DJ-1 parkiny .Eneste caso, sehangeneradocerdosdoble y triple

KO ety se está investigando su utilidad como modelos de la enfermedad (Wang

al., 2016b). La enfermedad de VonWillebrand está causada por el déficit del gen

vWF. En este caso, para obtener elmodelo en cerdos se dirigió el sgRNAal exón5

del gen, observándose que los obtenidos padecían de hemorragia severa coKO -

moocurre enhumanos.

Otra de las patologías que ha concentrado un gran número de investiga-

ciones es la fibrosis quística, una enfermedad genética grave que cursa, entre

otros síntomas, con alteraciones pulmonares progresivas que provocan lamuer-

te. Está causada por lamutación en el gen que codifica una proteína encarCFTR -

gada de regular el transporte activo de iones de cloro hacia el exterior de lamem-

brana, y cuya alteración causa el acúmulo de una sustancia mucosa en los dife-

rentes conductos del organismo. Aunque se habían obtenido cerdos modelo de

esta enfermedad antes del desarrollo de la edición genética, mediante el sistema

CRISPR-Cas9 se han generado recientemente ovejas (Fan ., 2018) que,KO et al

debido a su similitud en la anatomía y desarrollo pulmonar con la especie huma-

na,desarrollaronunaenfermedadsimilar a lapatología enhumanos ( ).Fig. 7B

Figura 7. A) Pelaje* y ojos** de cerdosmodelo del albinismoocu-
locutáneo tipo 1 (Zhou ., 2014). Ovejas modelo de fibrosiset al B)
quística (Fan ., 2018).etal

Xenotrasplantes

La dramática escasez de órganos humanos para trasplante hace necesa-

rias otras alternativas, entre ellas la utilización de tejidos y órganos de otras es-

pecies en las que se haya reducido la posible reacción de rechazo inmunológico

También se han generado cerdos modelo para el albinismo oculocutáneo

tipo 1, la enfermedad de Parkinson o la enfermedad de Von Willebrand. El albi-

nismo oculocutáneo tipo 1 está causado pormutaciones en el gen , que codiTYR -

fica la proteína tirosinasa responsable de la producción demelanina. Al obtener

cerdos (Zhou ., 2014), se observóquehabíanperdido el pigmentodeKOTYR et al

la piel, cabello y ojos ( ), al igual que ocurre en humanos. En la enfermeFig. 7A -

dad de Parkinson se han identificadomutaciones enmás de 10 genes, entre ellos

PARK2,PINK1,DJ-1 parkiny .Eneste caso, sehangeneradocerdosdoble y triple

KO ety se está investigando su utilidad como modelos de la enfermedad (Wang

al., 2016b). La enfermedad de VonWillebrand está causada por el déficit del gen

vWF. En este caso, para obtener elmodelo en cerdos se dirigió el sgRNAal exón5

del gen, observándose que los obtenidos padecían de hemorragia severa coKO -

moocurre enhumanos.

Otra de las patologías que ha concentrado un gran número de investiga-

ciones es la fibrosis quística, una enfermedad genética grave que cursa, entre

otros síntomas, con alteraciones pulmonares progresivas que provocan lamuer-

te. Está causada por lamutación en el gen que codifica una proteína encarCFTR -

gada de regular el transporte activo de iones de cloro hacia el exterior de lamem-

brana, y cuya alteración causa el acúmulo de una sustancia mucosa en los dife-

rentes conductos del organismo. Aunque se habían obtenido cerdos modelo de

esta enfermedad antes del desarrollo de la edición genética, mediante el sistema

CRISPR-Cas9 se han generado recientemente ovejas (Fan ., 2018) que,KO et al

debido a su similitud en la anatomía y desarrollo pulmonar con la especie huma-

na,desarrollaronunaenfermedadsimilar a lapatología enhumanos ( ).Fig. 7B

Figura 7. A) Pelaje* y ojos** de cerdosmodelo del albinismoocu-
locutáneo tipo 1 (Zhou ., 2014). Ovejas modelo de fibrosiset al B)
quística (Fan ., 2018).etal

Xenotrasplantes

La dramática escasez de órganos humanos para trasplante hace necesa-

rias otras alternativas, entre ellas la utilización de tejidos y órganos de otras es-

pecies en las que se haya reducido la posible reacción de rechazo inmunológico

AMBIOCIENCIAS - REVISTA DE DIVULGACIÓN CIENTÍFICA E INNOVACIÓN DOCENTEAMBIOCIENCIAS - REVISTA DE DIVULGACIÓN CIENTÍFICA E INNOVACIÓN DOCENTE

FACULTAD DE CIENCIAS BIOLÓGICAS Y AMBIENTALES. UNIVERSIDAD DE LEÓN 39FACULTAD DE CIENCIAS BIOLÓGICAS Y AMBIENTALES. UNIVERSIDAD DE LEÓN 39



mediantemodificacióngenética.Al igual queocurre con los animalesmodelosde

enfermedad, el cerdo es considerado lamejor opción, por sus semejanzas con los

humanos y su escasa probabilidad de transmisión de patógenos en comparación

con los primates. Con este fin, se han llevado a cabo numerosas investigaciones,

muchas de ellas previas a la utilización de la edición genética. Mediante el sis-

tema CRISPR-Cas9 se han generado ya cerdos para los genes yKO GGTA1

A3GalT2 et alambos inactivos en humanos (Butler ., 2016). Estos genes codifi-

can el epítopo responsable del rechazo hiperagudo que es la reacción fisio-gal, -�

lógica inicial ymás destructiva en un trasplante. También se ha inactivado el gen

CMAH Neu5Gc B4GalNT2que determina el antígeno y que codifica un glicano,

ambos responsables del rechazo vascular agudo. Además, se han originado cer-

dos para el gen encargado de la activación de los linfocitos T y las céluKO MHC1 -

las , responsablesdel rechazo celular.Natural-Killer

Otra de las preocupaciones en el área de los xenotrasplantes, es la posibi-

lidad, aunque remota, de activación y transmisión de retrovirus endógenos por-

cinos (PERV). En este sentido, ha resultado crucial la investigación de Niu .et al

(2017) quienes lograron, mediante CRISPR-Cas9, inactivar la totalidad de los

PERV de un genoma porcino, utilizando dos sgRNA dirigidas al gen quepol

codifica la transcriptasa inversadel virus.

Modificaciónde la composicióndeproductos animales

Eneste caso, el objetivo esobtenerproductosdemayor calidadymás salu-

dables para el hombre. En la gallina, la edición genética ha permitido modificar

genes alergénicos de la clara de huevo, como la ovoalbúmina (OVA) y el ovomu-

coide (OVM), loque reduce la respuesta inmunitariade los individuos sensibles a

artículos que contienen clara de huevo. En el estudio de Oishi . (2016), meet al -

diante microinyección del sistema CRISPR-Cas9 en los embriones, obtuvieron

gallinas que producían huevos de menor alergenicidad. En el cerdo, con elKO

objetivo de aumentar la calidad de la carne se ha usado el sistema CRISPR-Cas9

para incrementar su contenido en ácidos grasos omega 3 ( -3), de conocidas�

propiedades cardioprotectoras y anticancerígenas. Se consiguió mediante la in-

serción del gen del nematodo en el intrón 1 del lofat-1 Caenorhabditis elegans -

cus del genomade cerdo. El gen codifica la enzimadesaturasa n-3,ROSA26 fat-1

de la que carecen lamayoría demamíferos, y que permite transformar los ácidos

grasos -6en -3, reduciendoasí la relación -6/ -3 ( ) .� � � � Fig. 8A (Li ., 2018)etal
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Animales comobiorreactores

Se pueden obtener proteínas recombinantes de interés terapéutico a par-

tir de animalesmodificados genéticamente (individuos ). Por ejemplo, debidoKI

a la escasez de suministro de sangre humana y los riesgos asociados a la trans-

misión de enfermedades, se ha buscado la producción alternativa de albúmina

sérica humana (HSA) en animales. La HSA es la proteína plasmática más abun-

dante, desempeña funciones homeostáticas importantes en la fisiología humana

y se utiliza como tratamiento para el fallo hepático y shock traumático.Mediante

el sistemaCRISPR-Cas9 seha insertadoel gen humanoenel exón 1del locusALB

ALBde cerdo.De estamanera se expresa laHSAalmismo tiempoque se bloquea

la expresión endógena de la albúmina de cerdo, facilitando la purificación de la

proteína humana (Peng ., 2015). También se ha conseguido producir interet al -

ferón- en la clara de huevo de gallina. Esta proteína se utilizaβ humano (hIFN-β)

para el tratamiento de enfermedades como la hepatitis C o la esclerosismúltiple.

Para ello, Oishi . (2018) insertaron, mediante el sistema CRISPR-Cas9, elet al

gen en el locus obteniendo gallinas transgénicas que producían unahIFN-β OVA

elevada concentracióndehIFN- ógicamente activo en la clarade loshuevos.βbiol

En estos, la porción de la clara más cercana a la yema era blanquecina y turbia,

demostrándose que era la zona de mayor depósito de la proteína recombinante

( . Por último, indicar que se hanobtenido anticuerpos humanos apartirFig. 8B)

de cerdos que carecende células B endógenas, evitando así que se produzca el re-

conocimiento de los anticuerpos y se destruyan. Se ha conseguido en cerdosme-

diante la inactivaciónde la secuencia de la cadenapesada de la IgMnecesaria pa-

ra la supervivencia de las células B durante el desarrollo temprano (Chen .,et al

2015).

Figura 8. A) B)Cerdos con el gen insertado (Li ., 2018).fat-1 et al
Huevos de gallinas y . Se señala con una flecha la zona deWT KI
mayordepósitode laproteína recombinante (Oishi ., 2018).etal

Consideraciones finales
En relación con las posibilidades de utilización en la práctica de los ani-

males editados genéticamente y, si nos centramos en elmomento actual, esta di-

fiere según la aplicación. Losmodelos animales de enfermedad se están aplican-
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do en Biomedicina, y se realizan ya ensayos clínicos de xenotrasplantes en pri-

mates y, previsiblemente, en humanos en un futuro próximo. De igual modo,

puesto que ya están autorizadas algunas proteínas recombinantes humanas pu-

rificadas apartir de la leche (antitrombina III e inhibidorde la esterasaC1) ohue-

vos (lipasa ácida lisosómica) de animales transgénicos convencionales, se espera

que otras obtenidas mediante edición genética, como el interferón-β humano

descrito anteriormente, sean aprobadas por las agencias reguladoras corres-

pondientes. Sin embargo, los productos de origen animal destinados al consumo

están sometidos aunanormativamuchomásestricta.Dehecho, en la actualidad,

solamente hay un producto animal, el salmón transgénico, cuya comercializa-

ción está permitida en países como Estados Unidos y Canadá. A pesar de que los

expertos han concluido que los productos de animales editados genéticamente

no representanun riesgomayorpara el consumidor (revisadoporLamas-Toran-

zo ., 2017), -et al su comercialización en EEUU precisa una evaluación reglamen

taria obligatoria y, en la Unión Europea cuya política es más restrictiva en estos

temas, estaprohibidaal ser consideradosOMGs.Esta situaciónesun reflejode la

reacción negativa del público hacia la transgénesis animal, por lo quemejorar la

percepción pública hacia la modificación genética es esencial para la aplicación

del sistema CRISPR-Cas9. Por otro lado, el bienestar animal es una preocupa-

ción asociada a cualquier experimentación animal, regulada por normativas es-
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