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Resumen

Los editores genéticos, especialmente el sistema CRISPR-Cas9, han supuesto un
gran avance para la modificacion genética de animales. En el presente articulo,
serealiza una revision de la metodologia especifica en animales domésticos y sus
aplicaciones en Produccion Animal y Biomedicina. La parte general sobre la
edicion genética y el sistema CRISPR-Cas9, ha sido desarrollada en el articulo
anterior centrado en las plantas. A pesar de su reciente implementacion 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 6rganos para xenotrasplante. A pesar de
aspectos técnicos que ain deben ser abordados, el sistema CRISPR-Casg con su
elevada eficiencia y disefio rapido, sencillo y econémico, destaca entre las
técnicas de modificacion genética. Esto lo convierte, en este contexto, en la
metodologia con mejores perspectivas futuras, no solo para el mundo animal
sino también en el &mbito de la salud humana.
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Relevancia delaedicion genética

Lamodificacion genética de los animales de granja para mejorarla salud y
el bienestar de los animales y optimizar la produccién de alimentos, asi como su
utilizacion en Biomedicina ha sido un objetivo durante décadas. Aunque ya se
habian logrado resultados relevantes, ha sido el desarrollo de la edicién 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 ambito de
las aplicaciones posibles (Tait-Burkard et al., 2018). En el contexto de la Biome-
dicina, en comparacion con los roedores de laboratorio, los animales domésticos
pueden llegar a ser mejores modelos preclinicos y clinicos para el estudio de

Forma de mencionar este articulo: Martinez-Garcia, N., Melero, S., Marqués, M.M., Bayon, Y. 2019,
Aplicaciones del sistema CRISPR-Casg a la modificacion genética en animales domésticos.
AmbioCiencias, 17, 32-45. ISBN: 1998-3021 (edicion digital), 2147-8942 (edicion impresa). Deposito
legal: LE-903-07.

32 FACULTAD DE CIENCIAS BIOLOGICAS Y AMBIENTALES. UNIVERSIDAD DE LEON



AMBIOCIENCIAS - REVISTA DE DIVULGACION CIENTIFICA E INNOVACION DOCENTE

muchas enfermedades humanas. Ademas, tienen el potencial de proporcionar
productos de alto interés, desde proteinas recombinantes hasta 6rganos para xe-
notrasplante. Por otro lado, la ediciéon genética en el ganado también puede con-
tribuir a mejorar la Produccion y Sanidad Animal. Se puede incrementar la canti-
dady/o calidad de los productos de origen animal, asi como conferir resistencia a
enfermedades, favoreciendo la adaptacion al medio ambiente. Por lo tanto, esta
tecnologia se ha convertido en una herramienta esencial para la modificacion ge-
nética en animales. Finalmente, la edicion genética permite realizar estudios de
gendmica funcional ya que, al inactivar genes de funcién desconocida, esta se
puede identificar observando el fenotipo de los animales editados genéti-
camente.

Metodologia CRISPR-Cas9 en animales domésticos

Como se ha indicado anteriormente, la parte general sobre edicion gené-
ticay CRISPR-Cas9, asi como sus aplicaciones en plantas, han sido desarrolladas
en el articulo 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 eleccion para la transgénesis en ani-
males de granja en combinacion con la técnica de transferencia nuclear de célu-
las somaticas (SCNT). Esta técnica consiste en la reconstrucciéon de un embrién
mediante la transferencia, a ovocitos enucleados, de células somaticas que sirven
como donadoras del ntcleo. Estas células pueden haber sido transfectadas con
los elementos del sistema CRISPR-Cas9 y, posteriormente, analizadas para se-

l Ovocito maduro

Transfeccién _CRISPR'C‘.SE )

' -~ __ — —
Enucleacién > “ : - : —— |
T Donador de
: Transferencia nuclear

células somaticas
Células somaticas seleccionadas

Desarrollo in vitro .
~ = — P N

Transfer:ncia de I&!
alash

Pulso eléctrico Descendencia transgénica

receptoras

Figura 1. Etapas para la edicion genética en animales domésticos
mediante CRISPR-Casg.
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leccionar las editadas correctamente (Whitelaw et al., 2015). Los embriones re-
sultantes son transferidos a una hembra receptora en estado de pseudogestacion
y, tras la gestacion, se obtendran crias con la misma modificacion genética que la
célula somatica que se utilizé como “donante” (Fig. 1).

También se ha conseguido simplificar la obtencion de los animales trans-
génicos realizando la modificaciéon directa de cigotos mediante microinyeccion
(Fig. 2A), o incluso, sometiendo a una mezcla de cigotos y el sistema CRISPR-
Casg aun pulso eléctrico (electroporacion) (Fig. 2B).
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Figura 2. A) Microinyeccion (Doe et al., 2018). B) Electropo-
racion (Hashimoto y Takemoto 2015).

A continuacion, se revisan las investigaciones que se han llevado a cabo en
animales domésticos diferenciando, por un lado, el campo de la Produccion Ani-
maly, por otra parte, la Biomedicina.

Aplicaciones del sistema CRISPR-Cas9 en Produccion Animal
El sistema CRISPR-Casg ha demostrado su eficiencia en diversas aplica-
ciones en el &mbito general dela Produccion Animal (Fig. 3).
" Resistencia a enfermedades

—> KO(D163 —> (ﬁ:i}}e ncia al sindrome respiratorio y reproductivo porcino

Figura 3. Aplicaciones en Produccion Animal del sistema
CRISPR-Cas9 en animales domésticos. Se indica si se ha llevado a
cabo lainsercion (KI o knockin) o inactivacion (KO o knockout) de
un determinado gen ylos resultados observados.
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Resistencia a enfermedades

Incrementar la resistencia tanto a enfermedades genéticas como infeccio-
sas supone mejorar la productividad de las explotaciones asi como la calidad de
vida delos animalesy, en ciertos casos, reducir la probabilidad de transmisién de
enfermedades al ser humano. En este contexto es de destacar, por ser una de las
investigaciones recientes mas relevante, la generacion de cerdos resistentes al
sindrome respiratorio y reproductivo porcino (PRRS), una enfermedad alta-

mente contagiosa de distribucion mundial. Los efectos mas devastadores se ob-
servan en lechones jovenes y cerdas gestantes (abortos) y es una de las enferme-
dades que produce mayores pérdidas economicas a los productores de ganado
por-ino (Whitworth y Prather, 2017). El agente causal de la enfermedad es el vi-
rus del PRRS (PRRSV), con dos tipos genéticamente diferentes: PRRSV-1 y
PRRSV-2, predominantes en Europa y América, respectivamente.

Basandose en el hecho ya conocido de que el dominio 5 del receptor
CD163 es esencial parala union del virus, Burkard et al. (2017, 2018) generaron,
mediante CRISPR-Cas9, cerdos knockout para dicho dominio. Este es uno de los
dominios ricos en cisteina (SRCR) de la regiéon extracelular del receptor CD163.
Para ello microinyectaron en el citoplasma de cigotos una combinaciéon del
RNAm de Cas9g y dos sgRNA que flanqueaban al ex6n 7 codificante del dominio 5,
provocando la eliminacion del ex6n. La transferencia de los blastocistos a cerdas
receptoras gener6 parte de los lechones con la delecion del exon 7. Finalmente,
mediante cruzamientos se obtuvieron lechones heterocigotos y homocigotos
(ASRCRS5) (Fig. 4A).

Los ensayos in vitro demostraron resistencia de las células ASRCR5 a la
infeccién por PRRSV-1y PRRSV-2. Por su parte, los ensayos in vivo de desafio
con PRRSV-1, permitieron comprobar la resistencia de los animales ASRCR5 ala
infeccion. Asi, tras la administracion intranasal del virus, se observaron signos
clinicos de la enfermedad exclusivamente en los lechones wildtype (WT). Ade-
mas, una prueba ELISA detecto la presencia de anticuerpos contra el virus en le-
chones WT pero no en ASRCR5 (Fig. 4B). Igualmente, la necropsia evidencio
lesiones en pulmones de los animales WT mientras que no se observaron en los
ASRCR5 (Fig. 4C). Un aspecto a destacar es que, en todos los casos, se mante-
nian las funciones biologicas de la proteina CD163. La generacion 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.

Ademas de este ejemplo, también se han obtenido vacas con mayor resis-
tencia a la tuberculosis, una zoonosis de elevado coste econémico en el ganado
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bovino asociado a la eliminacion de animales en la granja y restricciones de mo-
vimientos pecuarios. En los animales editados genéticamente, se redujo la multi-
plicacion de la bacteria causante de la enfermedad, Mycobacterium bovis, inser-
tando copias adicionales de genes endogenos asociados con la inmunidad inna-
ta, como el gen NRAMP1 (Fig. 5A) (Gao et al., 2017). También se ha logrado
corregir enfermedades genéticas tales como el sindrome de isoleucil-tRNA sinte-
tasa (IARS), frecuente en el ganado bovino negro japonés, causado por la sustitu-
cion de un solo nucle6tido. La reparacion se ha conseguido incorporando la se-
cuencia correcta mediante el sistema CRISPR-Cas9 (Ikedaetal., 2017).
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Figura 4. A) Proceso de edicion genética para la generacion de
cerdos ASRCR5. B) Deteccidn de anticuerpos frente a PRRSV-1y
C) Necropsia pulmonar en lechones WT y ASRCR5. Burkard et al.
(2017,2018).

Mejorade productos de origen animal

En este grupo de aplicaciones, el gen mas estudiado es MSTN, codificante
de la proteina miostatina, que interviene en el control del crecimiento muscular
en los mamiferos. Se conocen mutaciones naturales en algunas especies anima-
les que inactivan la proteina o reducen su expresion 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 KO para este gen en diversas especies
(Fig. 3) tales como cabras, conejos, ovejasy cerdos (Tanihara et al., 2016; Zhang
etal.,2019) (Fig. 5B). Se han conseguido asi diferentes niveles de incremento de
la masa muscular y peso corporal aunque, en alguna ocasién, se han encontrado
efectos secundarios negativos.

Otro de los productos de origen animal cuyas caracteristicas se ha inten-
tado mejorar es la lana. Uno de sus rasgos de calidad es la longitud, que est4 con-
trolada por el factor de crecimiento fibroblastico 5 (FGF5), inhibidor dominante
deladuracion del ciclo capilar. Se ha observado el fenotipo de pelo largo de forma
natural en algunas especies como perros y gatos debido a una mutacion en el gen
FGF5. En base a esto, con el objetivo de aumentar la longitud de lalana, se ha uti-
lizado el sistema CRISPR-Casg para generar tanto ovejas como cabras KO FGF35,
obteniéndose un incremento del crecimiento de la lana y del naimero de foliculos
pilosos (Fig. 5C).
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Figura 5. A) Vacas con mayor resistencia a la tuberculosis (Gao et
al., 2017). B) Masa muscular aumentada en cerdos KO en compa-
racion con WT (Tanihara et al., 2016). C) Cabras con incremento
delalongitud delalana (Wanget al., 2016a).

Otras aplicaciones

Los métodos de mejora genética tradicional, mediante selecciéon y cruza-
miento implican resultados a largo plazo y un alto coste. Una de las posibles apli-
caciones mas singulares de la utilizacion del sistema CRISPR-Cas9, es la genera-
cion de animales estériles que pueden utilizarse como receptores para el tras-
plante de espermatogonias de sementales genéticamente deseables (Lin et al.,
2019). En este sentido, ya se han logrado los primeros resultados mediante la
inactivacion de genes importantes para el desarrollo de células germinales, como
el caso de cerdos KO para el gen NANO2 (Park et al., 2017), que presentan el fe-
notipo de ablacién de la linea germinal masculina en individuos homocigotos,
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pero con otros aspectos del desarrollo testicular normales. Estos animales se
usarian para distribuir germoplasma en la poblacion.

Aplicaciones del sistema CRISPR-Cas9 en Biomedicina

Mediante este sistema se han conseguido avances en la obtencién de
animales modificados genéticamente para diferentes aplicaciones Biomédicas
(Fig.6).

Modelos de enfermedad

La disponibilidad de animales modelo de una enfermedad humana cons-
tituye una herramienta muy valiosa para investigar el proceso patolégico y de-
sarrollar tratamientos adecuados. En muchos casos, en los que no se dispone de
un modelo natural, la modificacion genética hace posible generar dichos mode-
los. Aunque depende del tipo de enfermedad, el cerdo es el animal considerado
frecuentemente como mas idéoneo dada su similitud con la especie humana en
aspectos como el tamano de sus o6rganos y su fisiologia. Mediante el sistema
CRISPR-Cas9 se han conseguido ya cerdos modelo para distintas enfermedades
y sindromes humanos (Fig. 6), como por ejemplo la enfermedad de Niemman-
Pick de tipo C, caracterizada por la mutacion en el gen NPCi1L1, o los sindromes
de Waardenburg y Tietza causados por mutaciones en el gen MITF y que pro-
vocan hipopigmentaciony sordera (Zhou et al., 2016).

Figura 6. Aplica-
ciones en Biomedi-
cina del sistema
CRISPR-Cas9 en
animales domésti-
cos. Se indica si se
ha llevado a cabo la
insercion(KI)o
inactivaciéon (KO)
de un determinado
gen y los resultados
observados.

Animales como biorreactores

Kifat-1 —» Reduccién en la proporcién de acidos grasos w-6/w-3
KO IgM cadena pesada —s Deficiencia en células B para produccion de anticuerpos
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También se han generado cerdos modelo para el albinismo oculocutaneo
tipo 1, la enfermedad de Parkinson o la enfermedad de Von Willebrand. El albi-
nismo oculocutaneo tipo 1 esta causado por mutaciones en el gen TYR, que codi-
fica la proteina tirosinasa responsable de la produccion de melanina. Al obtener
cerdos KO TYR (Zhou et al., 2014), se observé que habian perdido el pigmento de
la piel, cabello y ojos (Fig. 7A), al igual que ocurre en humanos. En la enferme-
dad de Parkinson se han identificado mutaciones en mas de 10 genes, entre ellos
PARK2, PINK1, DJ-1y parkin. En este caso, se han generado cerdos doble y triple
KOy se esta investigando su utilidad como modelos de la enfermedad (Wang et
al.,2016b). La enfermedad de Von Willebrand esta causada por el déficit del gen
vWF. En este caso, para obtener el modelo en cerdos se dirigi6 el sgRNA al exén 5
del gen, observandose que los KO obtenidos padecian de hemorragia severa co-
mo ocurre en humanos.

Otra de las patologias que ha concentrado un gran nimero de investiga-
ciones es la fibrosis quistica, una enfermedad genética grave que cursa, entre
otros sintomas, con alteraciones pulmonares progresivas que provocan la muer-
te. Esta causada por la mutacién en el gen CFTR que codifica una proteina encar-
gada de regular el transporte activo de iones de cloro hacia el exterior de la mem-
brana, y cuya alteracion causa el acimulo de una sustancia mucosa en los dife-
rentes conductos del organismo. Aunque se habian obtenido cerdos modelo de
esta enfermedad antes del desarrollo de la edicion genética, mediante el sistema
CRISPR-Cas9 se han generado recientemente ovejas KO (Fan et al., 2018) que,
debido a su similitud en la anatomia y desarrollo pulmonar con la especie huma-
na, desarrollaron una enfermedad similar a la patologia en humanos (Fig. 7B).

Figura 7. A) Pelaje* y ojos** de cerdos modelo del albinismo ocu-
locutaneo tipo 1 (Zhou et al., 2014). B) Ovejas modelo de fibrosis
quistica (Fanetal.,2018).

Xenotrasplantes

La dramatica escasez de 6rganos humanos para trasplante hace necesa-
rias otras alternativas, entre ellas la utilizacion de tejidos y 6rganos de otras es-
pecies en las que se haya reducido la posible reaccion de rechazo inmunoldgico
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mediante modificacion genética. Aligual que ocurre con los animales modelos de
enfermedad, el cerdo es considerado la mejor opcion, por sus semejanzas con los
humanos y su escasa probabilidad de transmisién de patégenos en comparacion
con los primates. Con este fin, se han llevado a cabo numerosas investigaciones,
muchas de ellas previas a la utilizacion de la edicidon genética. Mediante el sis-
tema CRISPR-Cas9 se han generado ya cerdos KO para los genes GGTA1 y
A3GalT2 ambos inactivos en humanos (Butler et al., 2016). Estos genes codifi-
can el epitopo a-gal, responsable del rechazo hiperagudo que es la reaccion fisio-
logica inicial y mas destructiva en un trasplante. También se ha inactivado el gen
CMAH que determina el antigeno Neus5Gcy B4GalNT2 que codifica un glicano,
ambos responsables del rechazo vascular agudo. Ademas, se han originado cer-
dos KO para el gen MHC1 encargado de la activacion de los linfocitos T'y las célu-
las Natural-Killer, responsables del rechazo celular.

Otra de las preocupaciones en el area de los xenotrasplantes, es la posibi-
lidad, aunque remota, de activacion y transmision de retrovirus endégenos por-
cinos (PERV). En este sentido, ha resultado crucial la investigacion 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 pol que
codificalatranscriptasainversa del virus.

Modificacion dela composicion de productos animales

En este caso, el objetivo es obtener productos de mayor calidad y mas salu-
dables para el hombre. En la gallina, la edicion genética ha permitido modificar
genes alergénicos de la clara de huevo, como la ovoalbtimina (OVA) y el ovomu-
coide (OVM), lo que reduce la respuesta inmunitaria de los individuos sensibles a
articulos que contienen clara de huevo. En el estudio de Oishi et al. (2016), me-
diante microinyeccion del sistema CRISPR-Cas9 en los embriones, obtuvieron
gallinas KO que producian huevos de menor alergenicidad. En el cerdo, con el
objetivo de aumentar la calidad de la carne se ha usado el sistema CRISPR-Cas9
para incrementar su contenido en acidos grasos omega 3 (»-3), de conocidas
propiedades cardioprotectoras y anticancerigenas. Se consigui6 mediante la in-
sercion del gen fat-1 del nematodo Caenorhabditis elegans en el intrén 1 del lo-
cus ROSA26 del genoma de cerdo. El gen fat-1 codifica la enzima desaturasa n-3,
dela que carecen la mayoria de mamiferos, y que permite transformar los 4cidos
grasos m-6 en -3, reduciendo asilarelacion o-6/w-3 (Fig. 8 A)(Liet al., 2018).
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Animales como biorreactores

Se pueden obtener proteinas recombinantes de interés terapéutico a par-
tir de animales modificados genéticamente (individuos KI). Por ejemplo, debido
a la escasez de suministro de sangre humana y los riesgos asociados a la trans-
mision de enfermedades, se ha buscado la produccion alternativa de albtimina
sérica humana (HSA) en animales. La HSA es la proteina plasmatica mas abun-
dante, desempeia funciones homeostaticas importantes en la fisiologia humana
y se utiliza como tratamiento para el fallo hepatico y shock traumatico. Mediante
el sistema CRISPR-Cas9 se hainsertado el gen ALB humano en el ex6n 1del locus
ALB de cerdo. De esta manera se expresa la HSA al mismo tiempo que se bloquea
la expresion endogena de la albumina de cerdo, facilitando la purificaciéon de la
proteina humana (Peng et al., 2015). También se ha conseguido producir inter-
feron- humano (hIFN-[3) en la clara de huevo de gallina. Esta proteina se utiliza
para el tratamiento de enfermedades como la hepatitis C o la esclerosis miiltiple.
Para ello, Oishi et al. (2018) insertaron, mediante el sistema CRISPR-Caso, el
gen hIFN-f en el locus OVA obteniendo gallinas transgénicas que producian una
elevada concentracion de hIFN-f3 bioldgicamente activo en la clara de los huevos.
En estos, la porcion de la clara mas cercana a la yema era blanquecina y turbia,
demostrandose que era la zona de mayor depésito de la proteina recombinante
(Fig. 8B). Por altimo, indicar que se han obtenido anticuerpos humanos a partir
de cerdos que carecen de células B enddgenas, evitando asi que se produzca el re-
conocimiento de los anticuerpos y se destruyan. Se ha conseguido en cerdos me-
diante lainactivacion de la secuencia de la cadena pesada de la IgM necesaria pa-
ra la supervivencia de las células B durante el desarrollo temprano (Chen et al.,
2015).

A

Kl fat-1 KI hIFN-8

Figura 8. A) Cerdos con el gen fat-1 insertado (Li et al., 2018). B)
Huevos de gallinas WT' y KI. Se sefiala con una flecha la zona de
mayor depdsito de la proteina recombinante (Oishi et al., 2018).

Consideraciones finales

En relacion con las posibilidades de utilizacion en la practica de los ani-
males editados genéticamente y, si nos centramos en el momento actual, esta di-
fiere segin la aplicacion. Los modelos animales de enfermedad se estan aplican-
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do en Biomedicina, y se realizan ya ensayos clinicos de xenotrasplantes en pri-
mates y, previsiblemente, en humanos en un futuro préximo. De igual modo,
puesto que ya estan autorizadas algunas proteinas recombinantes humanas pu-
rificadas a partir de laleche (antitrombina III e inhibidor de la esterasa C1) o hue-
vos (lipasa acida lisosémica) de animales transgénicos convencionales, se espera
que otras obtenidas mediante edicidon genética, como el interferon-f humano
descrito anteriormente, sean aprobadas por las agencias reguladoras corres-
pondientes. Sin embargo, los productos de origen animal destinados al consumo
estan sometidos a una normativa mucho mas estricta. De hecho, en la actualidad,
solamente hay un producto animal, el salmén transgénico, cuya comercializa-
cion esti permitida en paises como Estados Unidos y Canada. A pesar de que los
expertos han concluido que los productos de animales editados genéticamente
no representan un riesgo mayor para el consumidor (revisado por Lamas-Toran-
zo et al., 2017), su comercializacion en EEUU precisa una evaluacion reglamen-
taria obligatoria y, en la Unién Europea cuya politica es méas restrictiva en estos
temas, esta prohibida al ser considerados OMGs. Esta situacion es un reflejo de la
reaccion negativa del pblico hacia la transgénesis animal, por lo que mejorar la
percepcién publica hacia la modificacion genética es esencial para la aplicacion
del sistema CRISPR-Cas9. Por otro lado, el bienestar animal es una preocupa-
cion asociada a cualquier experimentacion animal, regulada por normativas es-
pecificas orientadas al principio de las 3R (reemplazar los animales por otras op-
ciones cuando sea posible, reducir su nimero al minimo necesario y refinar los
procedimientos). En este sentido, es interesante destacar que, en comparacion
con lastecnologias anteriores, CRISPR reduce el nimero de animales requeridos
para generar la modificacion. Las distintas aplicaciones también pueden influir
en la opinion de los consumidores, ya que es mas probable que estos acepten mo-
dificaciones destinadas a mejorar, por ejemplo, la resistencia a las enfermedades
quelas dirigidas a caracteres productivos de los animales (Van Eenennaam et al.,
2019).

Se puede concluir que la aparicion de los editores genéticos, especialmen-
te el sistema CRISPR-Cas9, ha permitido generar animales modificados genéti-
camente de forma mas sencillay eficiente. A pesar de sureciente implantacion en
animales domésticos, ha conseguido ya resultados relevantes en los ambitos de
la Biomedicina y la Produccion Animal, aunque es necesaria una regulacion ade-
cuada basada en criterios cientificos. Finalmente, indicar que la aceptacion so-
cial precisa de una mayor informacién a los ciudadanos sobre la edicion genética.
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